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1. Abkürzungsverzeichnis 
 

Alpha-smA                                       

alpha-smooth-muscle-actin 

ApoE                                          

Apolipoprotein E 

ApoE -/-                                             

Apolipoprotein E knockout 

ABCA1 

ATP-binding cassette transporter A1 

ABCG1 

ATP-binding cassette Subfamily G Member 1  

CD                                                     

Cluster of differentiation 

CETP                                                 

Cholesterinester-Transferprotein 

COL                                                   

Kollagen 

COL1A1 

Kollagen Typ 1alpha1 

COLA1A2 

Kollagen Typ 1alpha2 

COL3A1 

Kollagen Typ 3alpha1 

CSE                                                   

Cystathionine-gamma-lyase 

 



 

 

CVD                                                   

Kardiovaskuläre Erkrankungen 

DGCR8                                              

DiGeorge critical region 8 

EvG                                                   

Elastica van Gieson 

EZM                                                   

Extrazelluläre Matrix 

HDL                                                   

high density lipoprotein 

Hämatoxylin-Eosin                             

HE 

HFHC                                                

high-fat-high-cholesterol 

H2S                                                   

Schwefelwasserstoff 

ICAM-1 

Intercellular-adhesion-molecule-1 

INF 

Interferon 

KHK                                                   

Koronare Herzerkrankung 

KLF4                                                

Krüppel-like-factor 4 

LAD                                                   

Arteria interventricularis anterior 

lncRNA                                              

Long-non-coding-RNA 



 

 

LDL                                                    

low density lipoprotein 

LDLR -/-                                             

LDL-Rezeptor knockout 

LOX-1                                                

Lectin-like oxLDL receptor-1 

MMP                                                  

Matrix-Metalloprotease 

mRNA                                                 

Messenger-RNA 

MI                                                      

Myokardinfarkt 

MPO                                                  

Myeloperoxidase 

miRNA                                               

Micro-RNA 

ncRNA                                      

Nicht-kodierende RNA 

NZW                                                  

New Zealand White Rabbit 

oxLDL                                                

oxidiertes LDL-Cholesterin 

PCR                                                  

Polymerase-Kettenreaktion 

PCSK9                                              

Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 

rAAV                                                  

Rekombinantes adeno-assoziiertes Virus 



 

 

RCA                                                   

Arteria coronaria dextra 

RISC                                                  

RNA-induced-silencing-complex 

RLC                                                   

RISC-loading-complex 

rRNA 

ribosomaleRNA 

RT-PCR                                            

Reverse-Transkriptase-PCR 

SCNT                                                

Somatischer Zellkerntransfer 

smA                                                   

smooth-muscle Actin 

SR 

Scavenger-receptor 

SR-B1 -/-                                           

Scavenger-receptor B1 knockout 

TGF                                                   

transforming growth factor 

TNF-alpha 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha 

tRNA 

transportRNA 

TRBP                                                 

Tar-RNA-binding-protein 

UTR                                                   

untranslated region 



 

 

qRT-PCR                                           

quantitative Echtzeit-PCR 

VCAM-1 

Vascular-cell-adhesion-molecule-1 

VIC                                                    

valvuläre interstitielle Zellen 

VLDL                                                 

very low density lipoprotein 

VSMC                                                

glatte Gefäßmuskelzelle
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2. Einleitung 
 

2.1 Kardiovaskuläre Krankheiten 

 

Kardiovaskuläre Krankheiten (CVD) stellen, mit fast doppelt so vielen Todesfällen 

als durch Krebs, in Europa die Haupttodesursache dar. Jedes Jahr sterben in 

Europa über 4 Millionen Menschen an kardiovaskulären Krankheiten. 41% der 

Todesfälle des Mannes und 49% der Todesfälle der Frau sind darauf 

zurückzuführen. Die koronare Herzerkrankung (KHK) stellt dabei mit 19% der 

Todesursachen bei Männern und 20% bei Frauen den größten Anteil als 

Manifestation der CVD dar. (Townsend et al., 2015) Trotz insgesamt rückläufiger 

Todesfälle, sterben noch immer ein Drittel aller Menschen über 35 Jahren an den 

Folgen einer KHK. (Sanchis-Gomar et al., 2016) Im Zentrum der 

pathophysiologischen Hintergründe der CVD steht die Arteriosklerose. Je nach 

Manifestationsort kann es zu verschiedenen Krankheitsbildern kommen, wie 

Schlaganfällen, peripherer arterieller Verschlusskrankheit, KHK oder 

Myokardinfarkten. 

 

 

2.2 Koronare Herzerkrankung 

 

Die Koronare Herzkrankheit bezeichnet alle Erkrankungen, bei denen es zu einer 

Einengung der Koronargefäße kommt. Als mit Abstand häufigsten Grund dafür 

gilt die Atherosklerose der Koronargefäße. In Deutschland ist die KHK eine 

häufige Erkrankung, mit einer Lebenszeitprävalenz von 15,1% bei den 60-69-

jährigen und 22,3% bei den 70-79-jährigen. (Gößwald et al., 2013)  
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2.3 Arteriosklerose 

 

Unter Arteriosklerose versteht man allgemein die Verhärtung und Verdickung 

arterieller Gefäßwände, unabhängig von ihrer Genese. Dadurch kommt es zu 

einem Verlust an Elastizität und zu einer Verkleinerung des intraluminalen 

Durchmessers. Als wichtigste Ursache lässt sich insbesondere die 

Atherosklerose nennen.  Aber auch andere Erkrankungsformen wie die 

Mönckeberg-Mediasklerose oder die Arteriolohyalinose können zu einer 

Arteriosklerose führen. Die Atherosklerose als Hauptursache für eine 

Arteriosklerose beim Menschen betrifft vor allem elastische, sowie große und 

mittelgroße muskuläre Arterien. Pathogenetisch handelt es sich bei der 

Atherosklerose um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung (Falk, 2006), deren 

Entstehung aus mehreren Phasen besteht.   

Entsprechende Phasen werden im Folgenden kurz pathophysiologisch umrissen. 

 

 

Endotheliale Dysfunktion 

Eine Voraussetzung für die Entstehung von atherosklerotischen Plaques stellt 

dabei die endotheliale Dysfunktion dar. Als endotheliale Dysfunktion wird der 

Zustand veränderter endothelialer Funktionen bezeichnet, welche unter anderem 

Auswirkungen auf die Regulation von Entzündungsreaktionen innerhalb der 

Gefäßwand haben. (Gimbrone & García-Cardeña, 2016) Inzwischen sind viele 

verschiedene Stimuli bekannt, welche mit der Entstehung einer endothelialen 

Funktionsstörung vergesellschaftet sind. Hierzu zählen beispielsweise Rauchen, 

Bluthochdruck, Diabetes mellitus, sowie Hypercholesterinämie. (Landmesser et 

al., 2004) Ein ebenfalls gut untersuchter Stimulus stellt ein gestörter Blutfluss mit 

Veränderung der am Endothel wirkenden Scherkräfte dar. Hierbei kommt es 

durch Mechanotransduktion zu einer Reihe von Veränderungen, welche unter 

anderem über die Aktivierung der GTPase Rac1 und der damit verbundenen 

Aktivierung des NF-kB Weges zu erklären sind. (Cunningham & Gotlieb, 2005) 

(Y. Liu et al., 2013) NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor. Er ist in der Regulation 

verschiedener pro-inflammatorischer Gene mitverantwortlich, welche in direktem 

Zusammenhang mit der Entstehung von Atherosklerose stehen. Das vermehrte 
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Vorkommen von aktiviertem NF-kB in atherosklerotischem Gewebe im Vergleich 

zu gesundem Gewebe lässt dabei auf eine Schlüsselrolle in der Atherogenese 

schließen. (Brand et al., 1996) So reguliert NF-kB die Expression der 

Adhäsionsmoleküle Vascular-cell-adhesion-molecule-1 (VCAM-1) und 

intercellular-adhesion-molecule-1 (ICAM-1), sowie Monocyte-chemoattractant-

protein, Interleukin-8, Gewebsthromboplastin und E-Selectin. Neben der 

Aktivierung durch Mechanotransduktion kann NF-kB noch durch viele weitere 

Stimuli aktiviert werden, wie zum Beispiel durch Bindung von Angiotensin II, 

oxidierten Lipiden oder Chemokinen. (Collins & Cybulsky, 2001; Hajibabaie et al., 

2020)  

 

 

Abbildung 1: gestörter Blutfluss als Auslöser endothelialer Dysfunktion 
(Cunningham & Gotlieb, 2005) 

 

Schaumzellbildung: 

Bedingt durch die pro-inflammatorische Aktivierung des Endothels kommt es im 

Verlauf der Atherogenese zu erhöhter Permeabilität des Endothels für LDL-

Cholesterin und oxidiertes LDL-Cholesterin (oxLDL) mit daraus resultierender 

Akkumulation in der Intima der Gefäßwand. Dies geschieht unter anderem durch 

erhöhte Expression des lectin-like oxLDL receptor-1 (LOX-1) und verminderte 

Expression von Desmogleinen auf endothelialen Zellen. (Y.-B. Li et al., 2015) 

Das Eindringen und die Retention von Lipoproteinen in der Gefäßwand nimmt 
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eine Schlüsselfunktion in der Initiation der Atherosklerose ein (Tabas et al., 

2007).  

Ebenfalls bedingt durch die pro-inflammatorische Aktivierung des Endothels und 

Akkumulation von oxLDL kommt es zur Migration und Akkumulation von 

Makrophagen in der Gefäßwand. Hier nehmen Markrophagen über spezielle 

Rezeptoren, wie die Scavenger-Rezeptoren SR-A1 oder LOX-1, oxLDL auf. Die 

Expression von SR-A1 wird wiederum von NF-kB reguliert. Innerhalb der 

Makrophagen kommt es nun zur einer Prozessierung des oxLDL zu freiem 

Cholesterol und Cholesteryl-Ester. Die Cholesteryl-Ester können im 

endoplasmatischen Retikulum der Makrophagen gespeichert und durch Enzyme, 

wie der Neutral-cholesterylesterhydrolase, wiederum in freies Cholesterol 

umgewandelt werden. Das freie Cholesterol kann nun über membranständige 

Transporter, wie ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), ATP-binding 

cassette Subfamily G Member 1 (ABCG1) und Scavenger-Rezeptor SR-BI, durch 

Bindung an extrazelluläre Transportproteine, wie High-density-lipoprotein (HDL), 

die Makrophagen wieder verlassen. In atherosklerotischem Gewebe findet sich 

eine Dysbalance zwischen Influx und Efflux von Cholesterin. So wird 

beispielsweise LOX-1 überexprimiert, während ABCA1 und ABCG1 vermindert 

exprimiert werden. Es kommt zu vermindertem Efflux von freiem Cholesterol und 

zu vermehrter Speicherung von Cholesteryl-Estern und dadurch resultierender 

Bildung von Schaumzellen. (Chistiakov et al., 2016; Chistiakov et al., 2017; 

Steinberg, 2009) Die Bildung von Schaumzellen stellt ein Schlüsselelement in 

der Entstehung atherosklerotischer Plaques dar. (Herrero-Fernandez et al., 

2019)  Lipidbeladenen Schaumzellen gehen im Verlauf der Erkrankung durch 

Apoptose und Nekrose zugrunde. Dies führt nach und nach zur Bildung eines 

initial weichen, lipidreichen, nekrotischen Kerns innerhalb fortgeschrittener 

Plaques und zu einer anhaltenden Entzündungsreaktion in der Gefäßwand. 

(Falk, 2006) In aktivierten Makrophagen aus atherosklerotischen Plaques konnte 

beispielsweise eine erhöhte Expression pro-inflammatorischer Zytokine, wie 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-alpha), Interleukin-1 oder monocyte 

chemotactic protein-1 nachgewiesen werden, wodurch eine lokale 

Entzündungsreaktion aufrechterhalten wird. (Herrero-Fernandez et al., 2019) 
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(Stary et al., 1994) Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass Schaumzellen 

nicht nur aus Makrophagen entstehen. Ein Großteil der Schaumzellen scheint 

aus vaskulären glatten Gefäßmuskelzellen zu entstehen. (Dubland & Francis, 

2016; Feil et al., 2014) Durch Akkumulation von Cholesterol innerhalb von 

vaskulären glatten Muskelzellen und bedingt durch die pro-inflammatorische 

Umgebung in atherosklerotisch veränderten Gefäßwänden durchlaufen glatte 

Gefäßmuskelzellen teilweise einen phänotypischen Wandel. Es kommt zur 

Expression von Makrophagen-Markern. (Chistiakov et al., 2017) Die 

Umwandlung in makrophagenartige Schaumzellen und die Proliferation der 

glatten Gefäßmuskelzellen verstärkt das Voranschreiten der Plaquebildung. 

Einen Teil dieses Prozesses sehen Vengrenyuk et al. in der Herunterregulation 

der miRNA-143/145 und der damit verbunden verminderten Expression von 

Myocardin, als einen wichtigen Transkriptionsfaktor für die Differenzierung als 

glatte Gefäßmuskelzelle.  (Vengrenyuk et al., 2015)  

 

Bildung einer fibrösen Kappe 

In fortgeschrittenen Plaques zeigt sich die Ausbildung einer fibrösen Kappe 

zwischen dem lipidreichen Kern und der luminalen Oberfläche des Plaques. 

Diese fibröse Kappe zeichnet sich durch das vermehrte Vorhandensein von 

glatten Gefäßmuskelzellen, sowie von ihnen gebildeter Extrazellulärmatrix aus, 

und stabilisiert den Plaque. Hierfür ändert sich ebenfalls der Phänotyp der glatten 

Gefäßmuskelzelle von einem kontraktilen, zu einem synthetisierenden Typ 

(Allahverdian et al., 2018; Laffont & Rayner, 2017). Der Transkriptionsfaktor 

Krüppel-like-factor 4 (KLF4) nimmt in der Änderung des Phänotyps eine 

Schlüsselrolle ein.  In einem Knock-out Modell der Maus für KLF4 zeigte sich eine 

verminderte Größe atherosklerotischer Läsionen, sowie Anzeichen eines 

stabileren Plaques im Vergleich zu Kontrollen. (Salmon et al., 2012; Shankman 

et al., 2015) Die Gesamtzahl der glatten Gefäßmuskelzellen unterschied sich 

dabei nicht wesentlich von Kontrollen, jedoch zeigte sich eine verminderte Anzahl 

Makrophagen-ähnlicher Gefäßmuskelzellen. (Leeper & Maegdefessel, 2018) 

Über Interleukin-1beta kommt es des Weiteren zu einer Aktivierung des NF-kB 
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Weges in den Gefäßmuskelzellen mit resultierender Ausbildung pro-

inflammatorischer Prozesse (Alexander et al., 2012).  

 

Ausdünnung der fibrösen Kappe – Plaqueruptur 

Durch Voranschreiten der Erkrankung und weiterhin aufrechterhaltener 

Entzündungsreaktion kann es zu zunehmender Instabilität der Läsion kommen. 

Dies geschieht unter anderem durch eine gestörte Produktion von 

Extrazellulärmatrix durch intimale glatte Gefäßmuskelzellen, sowie durch 

vermehrten enzymatischen Abbau der stabilisierenden Extrazellulärmatrix 

beispielsweise durch Matrix-Metalloproteasen (MMP) wie MMP-1, MMP-8 und 

MMP-13, welche von lipid-beladenen Makrophagen gebildet und ausgeschüttet 

werden. (Libby, 2013; Tabas et al., 2015) Dies bedingt ein Ausdünnen der 

fibrösen Kappe, was im Verlauf Plaquerupturen begünstigt (Davies, 1997). Die 

Assoziation zwischen vermehrtem Auftreten von Makrophagen im Plaque und 

zunehmender Instabilität des Plaques konnte von Redgrave et al. in einer groß 

angelegten Studie mit menschlichen Proben von Patienten mit symptomatischen 

Stenosen der Carotiden nachgewiesen werden (Redgrave et al., 2006). Stabile 

Plaques können, je nach Ausprägung, das Lumen des Gefäßes einengen, den 

Blutfluss minimieren und Krankheitsbilder, wie die koronare Herzkrankheit, 

bedingen. Instabile Plaques neigen vermehrt zu Plaquerupturen, welche dann 

durch Thrombusbildung bekannte Krankheitsbilder, wie Myokardinfarkte oder 

Schlaganfälle, auslösen können (Jacob Fog Bentzon et al., 2014).  

 

Histopathologische Einteilung:  

Histopathologisch lassen sich atherosklerotische Plaques nach Stary  (Stary et 

al., 1995; Stary et al., 1994) in verschiedene Typen unterscheiden, welche im 

Folgenden mit ihren Charakteristika dargestellt sind (Vergleich Abbildung 2, 

Tabelle 1)  Allgemein wird dabei in frühe Läsionen (Typ I-III) und fortgeschrittene 

Läsionen (Typ IV-VI) unterschieden. 
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Typ  Charakteristika 
 

Typ I - Verdickte Intima 

- mikroskopisch vereinzelt lipidbeladene Makrophagen 

nachweisbar 

 

Typ II - verdickte Intima 

- lipidbeladene Schaumzellen kommen geschichtet in der 

Gefäßwand vor 

- auch intimale glatte Gefäßmuskelzellen enthalten kleine 

Lipidtröpfchen 

- vereinzelt finden sich T-Zellen in der Gefäßwand 

- zu geringen Teilen lässt sich extrazellulär 

Fettansammlungen nachweisen 

Typ IIa (progression-prone Läsionen): finden sich an Stellen mit 

hoher mechanischer Belastung der Gefäßwand und gehen mit 

höherer Wahrscheinlichkeit in Typ III Läsionen über 

Typ IIb (progression-resistant Läsionen): zeigen eine weniger 

verdickte Intima, sowie weniger glatte Gefäßmuskelzellen in der 

Intima und zeigen keine, oder kaum, Progression 

 

 
 
 
 
Typ III 

(zusätzliche Charaktereigenschaften zu Typ II) 

- mikroskopisch sichtbare extrazelluläre Lipidablagerungen 

unterhalb der Makrophagen 

- viele intimale glatte Gefäßmuskelzellen enthalten 

Lipidtröpfchen 

- die Koherenz der glatten Gefäßmuskelzellen ist durch 

Fettablagerungen teilweise unterbrochen 
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Typ IV 
(Atherom) 

- ein zusammenhängender Lipid-Kern hat sich unterhalb der 

Makrophagen gebildet 

- die Intima erscheint weiterhin verdickt, jedoch noch mit 

relativ normaler Struktur 

- zwischen Lipid-Kern und luminaler Oberfläche befinden 
sich Makrophagen und glatte Gefäßmuskelzellen; eine 
fibröse Kappe fehlt 
 

Typ V (zusätzlich zu Typ IV) 

- Vorhandensein einer fibrösen Kappe zwischen Lipid-Kern 

und luminaler Oberfläche 

- Typ Va: mit normalem Lipid-Kern 

- Typ Vb: mit teilweise verkalktem Plaque 

- Typ Vc: ausgeprägte fibröse Kappe; kaum vorhandener 

Lipid-Kern 

 

Typ VI - Zusätzlich zu Typ IV oder V vorhandene Komplikationen, 

wie: 

- Typ VIa: Oberflächendefekt 

- Typ VIb: Hämatom oder Hämorrhagie 

- Typ VIc: thrombosiertes Material 

 

Tabelle 1 Stadieneinteilung der Atherosklerose nach Stary (Stary et al. 1995) 
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Abbildung 2:  Stadieneinteilung der Atherosklerose nach Stary (Stary et al. 
1995) 
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Virmani et al etablierten eine weitere Klassifikation für atherosklerotische 

Gefäßveränderungen (Vgl. Abbildung 3) Sie zeigten Limitationen der 

Klassifikation nach Stary auf und modifizierte sie. Als Limitation brachten sie 

unter anderem an, dass das Krankheitsgeschehen oft nicht in der Linearität, wie 

sie Stary beschreibt, stattfindet. Ebenfalls als Limitation sahen sie die Tatsache 

an, dass viele kardiovaskuläre Ereignisse ohne Plaquerupturen oder Thrombose 

auftreten, oder, dass Thrombosen auch ohne rupturierte Plaques auftreten. 

Außerdem konnten Arbustini et al. feststellen, dass auch in Patienten, die nicht 

an kardiovaskulären Ursachen verstarben, koronar rupturierte Plaques 

vorkamen. Virmani et al sahen ebenfalls die Notwendigkeit das zahlenbasierte 

System von Stary, durch eine morphologische Beschreibung zu ersetzen. 

Beachtenswert ist dabei die Unterteilung in nicht-atherosklerotische intimale 

Läsionen, die noch die Möglichkeit des Regresses haben, und progressive 

atherosklerotische Läsionen. Virmani et al. schrieben dabei jedem Stadium der 

progressiven Läsionen die Möglichkeit der Erosion und Thrombusbildung zu.  

Stary III entsprach dabei weitestgehend der pathologischen intimalen 

Verdickung, Stary IV weitestgehend dem Atherom mit normal ausgeprägter 

fibröser Kappe. Neu eingeführt wurde die Kategorie der dünnen fibrösen Kappe. 

Die meisten Typ VI Läsionen nach Stary wären demnach Atherome mit dünner 

fibröser Kappe mit rupturiertem Plaque. (Arbustini et al., 1991; Virmani et al., 

2000) 

Sowohl die Klassifikation nach Stary, als auch die nach Virmani werden in der 

Beschreibung atherosklerotischer Läsionen verwendet. 
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Abbildung 3: Klassifikation atherosklerotischer Gefäßveränderung nach Virmani  (Virmani 
et al. 2000) 
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2.4 Herzklappenerkrankungen 

 

Erworbene nicht-rheumatische kalzifizierte Aortenklappenstenosen sind die 

häufigste Klappenerkrankung der älteren Bevölkerung und der westlichen Welt 

(Helske et al., 2007). Bedingt durch das vermehrte Auftreten der Erkrankung in 

höheren Lebensdekaden dachte man lange Zeit, dass die Pathogenese dieser 

Art der Aortenklappenstenose degenerativer Natur ist. Neuere 

Studienergebnisse lassen jedoch vermuten, dass eine Assoziation zur 

Atherosklerose besteht. (Thaden et al., 2014) Insbesondere das gemeinsame 

Auftreten von Aortenklappenstenosen und koronararterieller Atherosklerose 

wurde daraufhin vermehrt untersucht. So zeigen sich histopathologische 

Ähnlichkeiten in koronararteriellen Plaques und verkalkten Aortenklappen in 

frühen Stadien. Es findet sich im Verlauf der Initiation und Progression eine 

extrazelluläre Akkumulation von Lipoproteinen und Immunzellen, wie 

Makrophagen, Schaumzellen und T-Lymphozyten, mit resultierender Verdickung 

der Intima u.a. bedingt durch eine endotheliale Dysfunktion aufgrund veränderter 

Scherkräfte an den Herzklappen. (Boudoulas et al., 2015; O'Brien et al., 1996; 

Rajamannan et al., 2011) Es folgt eine chronische Entzündungsreaktion, die, 

ausgelöst durch oxidative Modulation von LDL, zum Teil auch über den NF-kB- 

Weg reguliert wird. Über den NF-kB-Weg kommt es in den Klappen neben der 

Aktivierung pro-inflammatorischer Gene, auch zur Aktivierung von BMP2, einem 

Schlüsselgen der Osteogenese (Nsaibia et al., 2017). Kalzifizierungen im Bereich 

der Klappen fallen dabei deutlicher aus, als im Bereich koronararterieller 

atherosklerotischer Läsionen und zeigen vermehrt Eigenschaften von 

Knochenbildung (Helske et al., 2007).  

Weitere Hinweise auf eine gemeinsame Pathogenese sind die 

Überschneidungen der Risikofaktoren beider Erkrankungen. Rauchen, Diabetes 

mellitus, arterielle Hypertension, männliches Geschlecht und 

Hypercholesterinämie sind sowohl mit Atherosklerose, als auch mit 

Aortenklappenstenosen assoziiert.  

Studien in hypercholesterinämischen Mäusen und Kaninchen zeigten frühe 

Stadien der Aortenklappenstenose bei gleichzeitigem Auftreten von 

Atherosklerose. (Sathyamurthy & Alex, 2015) In Versuchen am Rapacz-Schwein 
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wurden nach 2-3 Jahren ebenfalls frühe Aortenklappenstenosen gefunden. Das 

Vorhandensein fortgeschrittener Läsionen an den Klappen konnte jedoch nicht 

nachgewiesen werden, sodass die Forscher zum Schluss kamen, dass sich die 

Initiation der Atherosklerose und Aortenklappenstenose gleicht, jedoch zur 

Progression der Erkrankung weitere Cofaktoren notwendig sind. 

Hypercholesterinämische Schweinemodelle wie das Rapacz-Schwein könnten 

zur Erforschung der initialen Pathogenese der frühen Aortenklappenstenose 

beitragen. (Porras et al., 2015) 
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2.5 Non-coding RNA 

 

In den letzten Jahren rückte die Bedeutung nicht-kodierender RNA, also nicht für 

ein Protein kodierende RNA, immer weiter in den Fokus der Forschung. 

Forschung auf diesem Gebiet erscheint sinnvoll, da ca. 97-98% des 

Transkriptoms einer Zelle aus nicht-kodierender RNA besteht. (Costa et al., 

2012) Innerhalb der Übergruppe der nicht-kodierenden RNA (ncRNA) gibt es 

verschiedene Subgruppen. Man kann sie weiter unterteilen in transferRNA 

(tRNA), ribosomaleRNA (rRNA) und regulierende ncRNA. Neben small nuclear 

RNA und small interfering RNA zählen auch micro-RNA (miRNA) und long-non-

coding RNA (lncRNA) zur Gruppe der regulatorischen ncRNA. In dieser 

Doktorarbeit wird unter anderem die Expression einer bestimmten miRNA 

untersucht, weshalb im Folgenden das Augenmerk auf der Biogenese und 

Funktionsweise von miRNAs liegt. 

 

 

miRNA-Biogenese und Funktion 

 

miRNAs sind ca. 22 Nukleotide lange regulierende ncRNAs. (Matsuyama & 

Suzuki, 2019) Sie spielen durch ihre regulatorischen Eigenschaften auf 

Translation, Stabilität und Abbau von messenger-RNA (mRNA) eine 

Schlüsselrolle in nahezu allen biologischen Abläufen einer Zelle. (L. 

Maegdefessel, 2014)  

Biogenese: 

Den Start in der Biogenese von miRNA stellt die Bildung von pri-miRNA dar. Pri-

miRNA zeichnet sich durch eine Haarnadelstruktur aus. (Winter et al., 2009) 

Pri-miRNA kann sowohl durch RNA-Polymerase II, als auch durch RNA-

Polymerase III transkribiert werden. (Borchert et al., 2006; Y. Lee et al., 2004) 

(Yang et al., 2006). Die entstandene pri-miRNA wird noch im Nukleus durch den 

Mikroprozessor-Komplex, bestehend aus der RNase Drosha und dem Protein 

DGCR8 (DiGeorge critical region 8), zu pre-miRNA prozessiert. (Han et al., 2004; 

Y. Lee et al., 2003) (Perron & Provost, 2008) ((Han et al., 2006). Drosha und 

DGCR8 regulieren sich dabei gegenseitig in ihrer Expression. DRGC8 stabilisiert 
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Drosha, wohingegen Drosha die mRNA für DRGC8 abbauen kann. (Han et al., 

2009) 

Pre-miRNA kann auch Drosha-unabhängig im Rahmen des Splicings aus Introns 

entstehen und werden entsprechend ihrer Herkunft Mirtrons genannt (Ruby et 

al., 2007).  

Die entstandene pre-miRNA wird im nächsten Schritt aus dem Nukleus ins 

Zytoplasma geschleußt (BOHNSACK et al., 2004; Yi et al., 2003). Im Zytoplasma 

wird die pre-miRNA vom RISC-loading-complex (RLC), erkannt und gebunden. 

(MacRae et al., 2008) Die RNAse Dicer erkennt die terminale Schleife der 

Haarnadel und spaltet sie ab, sodass ein doppelsträngiges miRNA-Duplex 

entsteht. (Bartel, 2004; Costa et al., 2012; Stavast & Erkeland, 2019) Um den 

RNA-induced-silencing-complex (RISC) zu bilden, muss nun der führende Strang 

durch ein Protein der Ago-Familie ausgewählt werden. (Suzuki et al., 2015) Der 

beistehende Strang wird durch den Endonuklease-Komplex C3PO abgebaut (Ye 

et al., 2011). Dicer und TRBP dissoziieren vom RLC, während die miRNA am 

Ago-Protein verbleibt und den RISC bildet.  

 

Abbildung 4 Biogenese der miRNA (Matsuyama und Suzuki 2019) 
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Funktion des RISC:  

Der RISC bindet nun durch komplementäre Basenpaarung der enthaltenen 

miRNA an seine Ziel-mRNA. Eine miRNA kann dabei viele verschiedene mRNA-

Ziele haben. Genauso kann jede mRNA Ziel von mehreren miRNA sein. (Costa 

et al., 2012) Es existieren 4 bekannte Ago-Proteine, die im RISC aktiv sein 

können. Ago2 ist das einzige, welches eine deutliche Slicing-Aktivität besitzt. 

(Costa et al., 2012) Um die Ziel-mRNA zu slicen benötigt Ago2 jedoch eine 

nahezu komplette komplementäre Basenpaarung der miRNA mit der Ziel-mRNA 

(Diederichs et al., 2008). Alle Ago-Proteine rekrutieren im RISC weitere Proteine 

um ihre Funktionen, wie die Hemmung der Translation, das De-Capping oder die 

Deadenylierung der Ziel-mRNA auszuführen, welche dann die Zerlegung der 

Ziel-mRNA ermöglichen. (Piao et al., 2010; Stavast & Erkeland, 

2019)(Huntzinger et al., 2013)  

Durch den Abbau der Ziel-mRNA oder durch Verhinderung der Translation wird 

das vorangeschaltete Gen der mRNA vermindert exprimiert.  

 

Modulation von microRNA: 

Die Entdeckung der Funktionen von miRNA eröffnet Forschenden eine neue 

Möglichkeit Einfluss auf verschiedene Genexpressionen zu nehmen.  

Durch die Verwendung von sogenannten Antisense oligonucleotides/ Antagomirs 

kann die Wirkung einer miRNA unterbunden werden.  

Antagomirs sind künstlich hergestellte und modifizierte komplementäre 

Oligonukleotide. Durch Bindung an die Ziel-miRNA wird diese entweder an ihrer 

Bindung an ihre Ziel mRNA gehindert oder durch Rekrutierung von RNAsen 

abgebaut. (Cannataro & Cione, 2023; Simonson & Das, 2015)  

Andere Möglichkeiten der Einflussnahme sind sogenannte miRNA-Schwämme.  

Diese sind Plasmide und beinhalten mehrere Bindungsstellen für miRNA und 

können so ganze miRNA-Familien unterdrücken, wenn die Bindungsstellen für 

gleiche Sequenzen innerhalb der miRNA-Familie komplementär sind. (Kluiver et 

al., 2012; Simonson & Das, 2015) 

Durch Small Molecular Inhibitors of Specific miRNA (SMIR) kann die Wirkung von 

miRNA sowohl im Bereich ihrer Prozessierung im Zellkern als auch im 
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Zytoplasma beeinträchtigt werden. Hier besteht jedoch das Problem dass diese 

Moleküle zu unspezifisch sind und unerwünschte Wirkungen gehäuft auftreten. 

(Watashi et al., 2010)  

Auch wird versucht durch das Einbringen von miRNA-Mimics Genexpression in 

Zielzellen zu verändern. miRNA-Mimics sind synthetisch hergestellte 

Oligonukleotide, die dieselbe Wirkung wie die natürliche miRNA haben. 

Als weiterhin bestehende Herausforderung wir die Applikation der eben 

beschriebenen Therapeutika angesehen. Das gezielte Einbringen der 

Substanzen in die Zielzellen ohne größere systemische (Neben-)Wirkungen oder 

vorzeitigen Abbau stellt ein Problem dar und ist aktuell Bestandteil vieler 

Experimente. Während der vorzeitige Abbau durch Modifikationen an den 

Oligonukleotidsträngen beherrschbar scheint, bleibt die systemische Applikation 

ohne Nebeneffekte weiterhin Teil intensiver Forschung. Hierfür wird u.a. der 

Einsatz von viralen Vektoren, Nanopartikel und Lipid-Vektoren erforscht. Eine 

lokale Applikation, wie beispielsweise das Einbringen von miRNA29-Mimics in 

kutanes Gewebe zur Vermeidung von Keloiden, ist vielversprechend, je nach 

betroffenem Organ(-system) jedoch nicht möglich. (Gallant-Behm et al., 2019; Ho 

et al., 2022; Simonson & Das, 2015) 

Aktuell laufen mehrere Phase I und II Studien, welche mittels Antagomir oder 

miRNA Mimics Einfluss auf verschiede Krankheiten untersuchen (z.b. Miravirsen 

als Antagomir für die miRNA-122 im Rahmen einer Hepatitis C Infektion). (Ho et 

al., 2022) 

 

miRNA in Atherosklerose 

 

miRNAs nehmen über die Regulation der Translation auch auf die Entwicklung 

und Progression der Atherosklerose Einfluss. Zur Verdeutlichung der Relevanz 

werden im Folgenden einige Beispiele in der Pathophysiologie der 

Atherosklerose aufgezeigt. 
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Schon im Bereich der Risikofaktoren für die Entstehung der Atherosklerose 

spielen miRNAs eine tragende Rolle. In einer genomweiten Untersuchung 

wurden 69 miRNAs entdeckt, die an der Homöostase des Blut-Lipidspiegels 

beteiligt sind (Wagschal et al., 2015). Beispielsweise beeinflusst miRNA-122 

indirekt die Expression der HMG-CoA-Reduktase, dem Schlüsselenzym der 

Cholesterin-Biosynthese, sowie des SREBP2, einem Bindeprotein in der 

Fettsäuresynthese. Durch Reduktion funktionsfähiger miRNA-122 konnte im 

Mausmodel eine Reduktion der Plasmaspiegel von low-density-lipoprotein (LDL), 

HDL und Gesamt-Cholesterin beobachtet werden. (Esau et al., 2006) miRNA-

30c reguliert die Bildung von LDL und very-low-density-lipoprotein (VLDL) in der 

Leber durch Regulation des Enzyms LPGAT1. Bei einer Reduktion von miRNA-

30c in Mäusen zeigte sich eine Verschlechterung der Hyperlipidämie und ein 

verstärkter Progress der Atherosklerose. (Soh et al., 2013) 

Auch im Bereich der Endothelaktivierung sind miRNAs wirksam. miRNA-31 und 

miRNA-17-3p regulieren die Aktivierung des Endothels durch TNF-alpha. Bei 

vermehrter Expression der beiden miRNAs werden die Adhäsionsproteine ICAM-

1 und E-Selectin vermindert gebildet. (Suárez et al., 2010) miRNA-181b 

beeinflusst über die Regulation von Importin-alpha-3 die pro-inflammatorische 

Aktivierung der Endothelzellen. Importin-aplha-3 wird benötigt, um NF-kB in den 

Nukleus zu transportieren. Niedrige Spiegel an miRNA-181b gehen mit einer 

Verstärkung des NF-kB Wegs einher, welcher im Verlauf unter anderem mit einer 

erhöhten Expression von VCAM-1 an der Zelloberfläche und demensprechend 

erhöhter Transmigration von Leukozyten in die Gefäßwand einhergeht. (X. Sun 

et al., 2012)  

Die Bildung der Schaumzellen wird durch miRNA-19b mitbestimmt. Die Ziel-

mRNA von miRNA-19b codiert für ABCA1. Durch weniger ABCA1 ist der Efflux 

von Cholesterol aus Makrophagen weniger effektiv und es kommt zu vermehrter 

Akkumulation von Lipiden innerhalb der Zelle. (Lv et al., 2014) miRNA-33 zielt 

ebenfalls auf ABCA1 ab. In LDL-Rezeptor-Knockout (LDLR-/-) Mäusen konnte 

nach Behandlung mit einer miRNA-33-Antagomir eine erhöhte Expression von 

Abca1, eine Verkleinerung der Plaquegrößen, sowie ein erhöhter HDL-Spiegel 

beobachtet werden. (Rayner et al., 2011)  miRNA-155 reguliert den 

Transkriptionsfaktor BCL6, welcher den NF-kB Weg in Makrophagen 
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abschwächen würde. Die Bildung von miRNA-155 wird dabei von oxLDL und 

Interferon-gamma (INF-gamma) hochreguliert. (Nazari-Jahantigh et al., 2012) 

Die Schlüsselrolle von miRNAs in Bezug auf die Plastizität vaskulärer glatter 

Gefäßmuskeln (VSMC) wurde in einer Vielzahl von Studien untersucht und 

bestätigt. (Lars Maegdefessel et al., 2015) Die Behandlung von Apolipoprotein 

E-Knockout (ApoE-/-) Mäusen mit miRNA-145 zeigte zum Beispiel eine 

vermehrte Expression von Myocardin und verminderte Expression von Klf4. 

Zudem wurden vermehrte Areale mit smooth-muscle-actin (smA) identifiziert. 

miRNA-145 scheint demnach den Phänotyp der VSMC im kontraktilen Bereich 

zu halten. (Lovren et al., 2012)  

Im Bereich der fibrösen Kappe atherosklerotischer Plaques konnten Eken et al. 

vermehrt miRNA-210 nachweisen. Erwiesen sich die Plaques als instabil, so war 

das Level an miRNA-210 niedriger als in stabilen Plaques.  Als Grund dafür 

identifizierten sie die Hemmung des Wnt-Signalweges in VSMC. Bei verminderter 

Expression von miRNA-210 kommt es zu vermehrter Apoptose der VSMC und 

dadurch zur Bildung instabilerer Plaques. (Eken et al., 2017) Die zunehmende 

Instabilität der Plaques in der Progression der Erkrankung wird in einem anderen 

Aspekt durch miRNA-24 beeinflusst durch das Ausdünnen der fibrösen Kappe. 

In Makrophagen koronararterieller Plaques in ApoE-/- Mäusen zeigte sich eine 

inverse Korrelation zwischen der Expression von miRNA-24 und der Bildung der 

Metalloprotease Mmp-14. Bei hoher Expression von miRNA-24 zeigten sich 

histologisch stabilere Plaques und eine verminderte Aktivität und Bildung von 

Mmp-14. Im Umkehrschluss konnte bei Inhibierung der miRNA-24 eine 

Größenzunahme der Plaques und vermehrte Aktivität von Mmp-14 beobachtet 

werden. (Di Gregoli et al., 2014) Die von Makrophagen gebildete Metalloprotease 

Mmp-9 steht hingegen unter anderem unter Kontrolle von miRNA-21 (Fan et al., 

2014). Metalloproteasen sind, wie bereits beschrieben, durch Abbau der 

Extrazellulärmatrix maßgeblich an der Destabilisierung der Plaques beteiligt.  
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Auch im Bereich der KHK und ihrer Folgen spielen miRNA eine wichtige Rolle.  

 

In Modellen von Myokardinfarkten wurde eine erhöhte Expression der miRNA-

30-Familie beobachtet. Gleichzeitig war die Cystathionine-gamma-lyase (CSE) 

vermindert exprimiert und es wurden entsprechend verminderte Werte an  

Schwefelwasserstoff (H2S) festgestellt, welches durch die CSE gebildet wird. Bei 

verminderter Expression von miRNA-30 zeigten erhöhte CSE- und H2S-Werte. 

Beides korrelierte mit einer kleineren Infarktgröße, kleinerer Anzahl apoptotischer 

Zellen und verbesserter post-Infarkt-Herzfunktion. Eine Überexpression von 

miRNA-30b verschlimmerte die Herzverletzung. (Y. Li & Maegdefessel, 2016; 

Shen et al., 2015)  

Im Bereich von Fibrose scheint miRNA-21 einen bedeutenden Beitrag in der 

Regulation zu leisten. Durch Hemmung von Sprouty1 durch miRNA-21 wird die 

Aktivität der ERK-MAP-Kinase in kardialen Fibroblasten verstärkt. Dies 

beeinflusst sowohl das Überleben der Fibroblasten als auch deren Sekretion von 

Wachstumsfaktoren. Durch Hemmen der miRNA-21 zeigte sich eine verminderte 

kardiale Fibrose im Mausmodell. (Thum et al., 2008) Erhöhte Expression von 

miRNA-21 fördert des Weiteren Fibrose durch vermehrte Bildung der 

Metalloprotease Mmp-2 in Ischämie-Reperfusions-Modellen. MiRNA-21 

aktivierte das Fibroblasten-Überleben und triggerte fibrotisches Remodeling. 

(Fiedler & Thum, 2013; Roy et al., 2009)  

 

miRNA29b 

 

Diese Doktorarbeit beschäftigt sich, neben der Histologie und Expression 

bestimmter Gene, auch mit der Expression der miRNA-29b.  

Die Familie der miRNA-29 besteht aus mirRNA-29a,b und c, die auf zwei Loci auf 

Chromosom 1 und 7 kodiert sind. (He et al., 2013; Lars Maegdefessel et al., 

2014) Der Einfluss von miRNA-29 konnte in einer Vielzahl fibrotischer 

Krankheiten nachgewiesen werden. So beeinflusst miRNA-29 die Entstehung 

pulmonaler, renaler, hepatischer, dermaler und kardialer Fibrose. (Deng et al., 

2017; Lars Maegdefessel et al., 2014; O'Reilly, 2016) Bei Mäusen mit hypertensiv 

bedingter kardialer Fibrose konnte beispielsweise die Progression der Fibrose 
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durch Behandlung mit miRNA-29 gehemmt und die kardiale Dysfunktion 

gebessert werden (Y. Zhang et al., 2014) Verschiedene Gene, die für 

Bestandteile der extrazellulären Matrix (EZM) kodieren, werden von ihr 

kontrolliert und reguliert. Neben verschiedenen Kollagenen, wie Kollagen I und 

III, zählen dazu auch Elastin und Fibrilline. (Deng et al., 2017; He et al., 2013; 

Lars Maegdefessel et al., 2012; van Rooij et al., 2008)  

 

Die Relevanz der miRNA-29 für kardiovaskuläre Erkrankungen war in den letzten 

Jahren Bestandteil der Forschung.  

 

Im Herzen wird miRNA-29 überwiegend in kardialen Fibroblasten exprimiert. In 

experimentell ausgelösten Myokardinfarkten im Mausmodell zeigten sich 3 Tage 

nach dem Infarkt verminderte Level an miRNA-29 im Bereich des Infarkts, 

korrelierend mit erhöhten Level von Kollagen Typ 1alpha1 (Col1a1), Kollagen 

Typ 1alpha2 (Col1a2), Kollagen Typ 3alpha1 (Col3a1) und Fibrillin-1. (van Rooij 

et al., 2008) Hypoxie löste in Kardiomyozyten in vitro eine verminderte 

Expression von miRNA-29b aus. Eine Überexpression von miRNA-29b 

verringerte zudem die Zahl hypoxisch bedingter apoptotischer Kardiomyozyten 

in vitro. (Cai & Li, 2019) Dies verdeutlicht die Bedeutung im kardialen post-infarkt 

Remodelling und der kardialen Fibrose. 

 

Im vaskulären System rückte die miRNA-29 Familie in den Fokus der 

Arteriosklerose und der mit ihr vergesellschafteten Krankheiten. 

Boon et al. zeigten mit ihrer Forschung, dass in der aortalen Gefäßwand 

gealterter Mäuse die Expression von miRNA-29 erhöht war. Dies war verbunden 

mit einer Verminderung der EZM, was einen Zusammenhang zwischen miRNA-

29 und der Produktion vaskulärer EZM vermuten ließ. Im Mausmodell für 

abdominelle Aortenaneurysmata, ausgelöst durch Infusionen mit Angiotensin 2, 

konnten ebenfalls erhöhte Werte für miRNA-29b im Bereich der 

Aneurysmabildung festgestellt werden. Eine Inhibierung der miRNA29-b stoppte 

die Dilatation der Aorta im gleichen Modell und zeigte eine vermehrte Bildung von 

Col1a1, Col3a1 und Elastin. Die Bildung der Metalloprotease Mmp9 war zudem 
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vermindert. (Boon et al., 2011) Maegdefessel et al. transfizierten humane aortale 

glatte Gefäßmuskelzellen und humane aortale adventitiale Fibroblasten mit 

Hemmstoffen der miRNA-29b in vitro. In beiden Zellreihen stieg die Bildung von 

COL1A1 und COL3A1 und in den humanen aortalen glatten Gefäßmuskelzellen 

Elastin signifikant an. Eine Behandlung mit pre-miRNA-29b zeigte gegenteilige 

Effekte. (Lars Maegdefessel et al., 2012)  

Beim Vergleich früher koronarer atherosklerotischer Plaques mit gesunden 

Kontrollen im Menschen sind die  Werte für miRNA-29 in den atherosklerotischen 

Läsionen hochreguliert (R. Wang et al., 2015). Hochregulierte Werte für miRNA-

29 sind ebenfalls im Plasma von Patienten mit instabileren atherosklerotischen 

Plaques im Vergleich zu Patienten mit stabilen Plaques zu finden (Fasolo et al., 

2019), sowie im Plasma von Patienten mit subklinischen verdickten Carotiden 

(Huang et al., 2017).  

Die Angriffspunkte der miRNA-29 in der Entstehung und Progression der 

Atherosklerose sind vielfältig.  

In Experimenten mit ApoE-/- Mäusen und C57BL/6J Mäusen, die eine high-fat-

diet erhielten, war die Expression von miRNA-29b in der Aorta erhöht. (Chen et 

al., 2012; Zhu et al., 2014) Chen et al. fanden zudem heraus, dass in Aorten von 

Mäusen, die high-fat-diet erhielten, Mmp2 und Mmp9 überexprimiert waren 

(Chen et al., 2012). Bei der Behandlung der ApoE-/- Mäuse mit einem miRNA-

29b Mimic stieg die Permeabilität des Gefäßendothels, sowie die Apoptose-

Aktivität an. Bei einer Behandlung mit Inhibitoren der miRNA-29b sank sowohl 

die Permeabilität als auch die apoptotische Aktivität. Die verminderte 

apoptotische Aktivität erklären sich Zhu et al. dabei durch die von miRNA-29b 

regulierte Expression des Melatonin-Rezeptors-1. (Chen et al., 2012; Zhu et al., 

2014) 

In durch oxLDL stimulierten menschlichen endothelialen Zellen aus der 

Nabelschnurvene, konnte durch miRNA-29b Mimics zudem die Expression von 

NF-kB und ICAM-1 hochreguliert werden. (Zhu et al., 2014) In menschlichen 

aortalen VSMC führte eine Stimulation mit oxLDL zu einer erhöhten Expression 

von miRNA-29b mit verstärkter Bildung der Metalloproteasen MMP2 und MMP9. 
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Durch Bindung an LOX-1 führt oxLDL dabei zu einer Hochregulation von miRNA-

29b (Chen et al., 2012; Chen et al., 2011). Eine Behandlung mit Inhibitoren der 

miRNA-29b könnte dementsprechend das Voranschreiten atherosklerotischer 

Plaques durch gehemmte Expression der MMPs verhindern (J. Lee et al., 2015; 

Lars Maegdefessel et al., 2014). Die Regulation von VSMC durch miRNA-29b ist 

ebenfalls in einigen Studien untersucht. Sie zielt auf Gene, die für Elastizität, 

Kalzifizierung und Zellmigration verantwortlich sind (Lars Maegdefessel et al., 

2015). So beeinflusst miRNA-29b die Expression von ADAMTS7. Verminderte 

Werte von miRNA-29b sind mit einer erhöhten Expression von ADAMTS7 

assoziiert. ADAMTS7 nimmt eine entscheidende Rolle im Kalzifizierungsprozess 

von VSMC ein. (Churov et al., 2019; Du et al., 2012)  

Der Einfluss von miRNA-29b auf fibrotische Erkrankungen durch Regulation 

verschiedener Bestandteile der EZM wurde bereits beschrieben. Im Bereich der 

Plaqueprogression und –stabilität zeigten Ulrich et al. den Einfluss der miRNA-

29b auf. Sie behandelten ApoE-/- Mäuse mit Inhibitoren der miRNA-29b. 

Daraufhin zeigten sich deutliche Verkleinerungen atherosklerotischer Plaques im 

Bereich der Aortenwurzel und der brachiocephalen Arterien, mit verkleinerten 

nekrotischen Kernen. Ebenfalls zeigte sich histologisch eine dickere fibröse 

Kappe innerhalb der Plaques im Vergleich zu nicht behandelten Mäusen, mit 

vermehrter Expression von smooth-muscle-actin. VSMC, die mit pre-miRNA-29b 

transfiziert wurden, bildeten signifikant weniger Col1a1, Col1a2, Col3a1, Col4a1, 

Col5a2, Fibronektin-1 und Mmp-2.  Entsprechend behandelte man die ApoE-/- 

Mäuse mit Hemmern der miRNA-29b, mit resultierender erhöhter Bildung von 

Col1a1 und Col3a1 und verdickter fibröser Kappe innerhalb der Plaques. 

Interessanterweise blieb dieser Effekt auf bereits atherosklerotisch veränderte 

Bereiche des Gefäßsystems beschränkt. Auch andere Organsysteme zeigten 

keine verstärkte Fibrose. (Ulrich et al., 2016)  
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Abbildung 5: durch Applikation eines Inhibitors der miRNA29 (LNA-miR-29) 
zeigten Ulrich et al. die Stabilisierung atherosklerotischer Plaques im Modell der 
ApoE-/- Maus (Ulrich et al. 2016) 

 

Die Regulation auf Ebene der Fibroblasten entfaltet miRNA-29b seine Wirkung 

unter anderem durch Blockade der Signalkaskade, die durch transforming-

growth-factor beta (TGF-beta) ausgelöst wird. TGF-beta vermittelt Zell-

Proliferation, -Differenzierung, -Überleben und –Motilität. Es spielt eine 

Schlüsselrolle in der Narbenbildung und Fibrose. (Abonnenc et al., 2013; Ma et 

al., 2011) Gleichzeitig wird die Expression der miRNA-29 durch TGF-beta 

kontrolliert. In verschiedenen Organen supprimierte TGF-beta miRNA-29 in 

Fibroblasten. (Cushing et al., 2011; Deng et al., 2017; Maurer et al., 2010; 

Roderburg et al., 2011; B. Wang et al., 2012)  

Wie bereits beschrieben ist NF-kB in atherosklerotische Läsionen vermehrt 

aktiviert und vermittelt pro-inflammatorische Signale. Mott et al. konnten in 

diesem Zuge auch regulatorische Wirkung auf die Expression der miRNA-29 
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nachweisen. (Mott et al., 2010) Dadurch schließt sich der Kreis zur Pathogenese 

und Progression, wie sie oben bereits beschrieben wurde.  

Die Regulation der Atherosklerose stellt sich insgesamt als ein sehr komplexes 

System dar, in dem noch viele Faktoren unbekannt oder unzureichend erforscht 

sind. Auch die Rolle verschiedener miRNA ist noch nicht endgültig beleuchtet. 

Klar ist jedoch, dass man durch die Entdeckung und Erforschung der miRNAs 

Möglichkeiten erschlossen hat, die Entstehung und Progression der 

Atherosklerose zu beeinflussen.  
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2.6 Tiermodelle der Atherosklerose 

Zur Erforschung der Pathogenese und Progression der Atherosklerose wurden 

in den vergangenen Dekaden eine Vielzahl an verschiedenen Tiermodellen 

entwickelt, die die Erkrankung des Menschen möglichst optimal widerspiegeln 

sollen. Die meisten Modelle finden sich dabei in der Maus, Kaninchen, Primaten 

und Schweinen. Im Folgenden werden einige gängige Tiermodelle kurz 

umrissen, um die Notwendigkeit der Verwendung und Weiterentwicklung von 

Großtiermodellen, wie z.B. im Schwein, hervorzuheben.  

Maus-Modelle 

Die Maus als Tiermodell für Atherosklerose bringt eine Vielzahl an Vorteilen mit 

sich, die insbesondere auf logistischer Ebene entscheidend sind. Mäuse zeigen 

eine schnelle Reproduktionszahl und sind leicht und billig zu halten. Da das 

Mausgenom ausgiebig untersucht wurde und Möglichkeiten der Genmanipulation 

in der Maus etabliert sind, lässt sich an der Maus der Einfluss verschiedener 

Gene leicht untersuchen. (Emini Veseli et al., 2017; Getz & Reardon, 2012, 2015; 

Leong et al., 2015; Mushenkova et al., 2019; Smith et al., 2003)  

 

ApoE-/- Modell: 

Das ApoE-/- Modell der Maus ist eines der am weitesten verbreiteten Tiermodelle 

für Atherosklerose (Millon et al., 2014). ApoE ist Bestandteil nahezu aller 

Lipoproteine, außer LDL. Durch den Knockout von ApoE zeigen diese Mäuse 

einen gestörten Lipoprotein-Stoffwechsel. Im Plasma finden sich massiv erhöhte 

Cholesterin-Werte bereits unter Standard-Ernährung mit ca. 400-600mg/dl 

(Norm: 75-110mg/dl), welche durch Fütterung von westlicher Diät noch weiter 

erhöht werden können. Dabei geht der Anstieg des Gesamt-Cholesterins vor 

allem auf einen Anstieg der VLDL-Werte zurück. (Jacob Fog Bentzon & Falk, 

2010; Emini Veseli et al., 2017) In diesem Modell kommt es zur Ausbildung 

atherosklerotischer Läsionen (Jawień et al., 2004; Millon et al., 2014). Nach ca. 

6 Wochen kommt es in der ApoE-/- Maus zur Anlagerung von Monozyten an der 

Gefäßwand, nach 8 Wochen finden sich Schaumzellen. Nach 15 Wochen hat 

sich eine fibröse Kappe aus VSMC über einem nekrotischen Kern gebildet. Das 
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Ausmaß der Läsionen war dabei bei Mäusen, die eine westliche Diät erhielten, 

größer. (Nakashima et al., 1994) Bemerkenswert ist dabei, dass bei der ApoE-/- 

Maus mensch-ähnliche Läsionen auftraten, auch wenn nur Standard-Ernährung 

verwendet wurde. Eine Ernährung mit erhöhtem Fettgehalt war nicht notwendig. 

(Getz & Reardon, 2012) Dies ist wichtig, da eine dauerhafte Ernährung gesunder 

Mäuse mit high-fat-high-cholesterol eine starke systemische 

Entzündungsreaktion auslöste. Auf diese kann im ApoE-/- Modell zur 

Erforschung fortgeschrittener Läsionen verzichtet werden. (Y. T. Lee, Lin et al., 

2017; Vergnes et al., 2003) Ähnlich wie beim Menschen fanden sich in der ApoE-

/- Maus die atherosklerotische Veränderungen im Bereich veränderter 

Scherkräfte im Gefäßsystem (Suo et al., 2007). Die Entwicklung des ApoE-/- 

Modells der Maus hat geholfen die Rolle der chronischen Inflammation, sowie 

Initiation und Progression der Atherosklerose zu verstehen (Poznyak et al., 2020) 

Durch weitere Modifikationen der ApoE-/- Maus konnten kardiale Ischämien 

ausgelöst werden. Diese wurden jedoch am Ehesten durch Okklusion der 

kardialen Gefäße bedingt und nicht durch eine Plaqueruptur oder 

Thrombusbildung. (Jacob Fog Bentzon & Falk, 2010; Yesilaltay et al., 2009)  

Das ApoE-/-Modell birgt jedoch auch Nachteile, die die Übertragbarkeit auf den 

Menschen vermindern.  

Die Lokalisation der atherosklerotischen Gefäßveränderungen finden sich im 

ApoE-/- Mausmodell insbesondere im Bereich der Aortenwurzel, des 

Aortenbogens, den großen Abgängen der Aorta, sowie den brachiocephalen 

Arterien und den Karotiden. (Getz & Reardon, 2012; Nakashima et al., 1994) 

Beim Menschen finden sie sich v.a. im Bereich der abdominellen Aorta, der 

Iliakalgefäße, der Herzkranzgefäße und der Karotiden(Getz & Reardon, 2012).  

Menschen-ähnliche koronare atherosklerotische Läsionen sind im ApoE-/- 

Modell nur selten zu beobachten (Emini Veseli et al., 2017). In der ApoE-/- Maus 

konnten im Bereich der Aortenwurzel Läsionen gefunden werden, die leicht in die 

Koronararterien hineinragten, dann jedoch abrupt endeten. Im Bereich der 

Koronarien, in denen der Mensch verstärkt atherosklerotische Plaques ausbildet, 

schien die Maus geschützt zu sein. (Hu et al., 2005)  
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Ein weiterer wichtiger Kritikpunkt im ApoE-/- Modell ist, dass ApoE, neben der 

Rolle auf die Homöostase der Lipoproteine im Plasma, noch andere Funktionen 

im menschlichen Körper besitzt. Es hat Einfluss auf Gehirn, das Fettgewebe, auf 

endokrine Zellen, sowie u.a. auch auf VSMC. ApoE besitzt anti-oxidative, anti-

proliferative und anti-inflammatorische Eigenschaften. Entsprechend konnte die 

Ausbildung der Atherosklerose hier durch weitere, nicht explizit betrachtete 

Faktoren begünstigt werden. (Fuster et al., 2012; Getz & Reardon, 2009; 

Mushenkova et al., 2019)  

Im ApoE-/- Modell ist, wie bereits erwähnt, insbesondere die VLDL-Fraktion im 

Serum deutlich erhöht. Dies entspricht jedoch nur bedingt der Situation in der 

menschlichen Erkrankung. Hier sind vor allem erhöhte LDL-Werte in der 

Pathogenese beteiligt. (Fuster et al., 2012; Plump et al., 1992) Ein Modell, das 

eine für diese Situation bessere Lipoproteinverteilung aufweist, ist das LDL-

Rezeptor-Knockout-Modell (LDLR-/-). 

 

LDLR-/- Modell: 

Im LDLR-/- Modell präsentierten sich insbesondere die Werte für LDL bereits bei 

Standard-Ernährung leicht erhöht, welche unter high-fat Ernährung noch deutlich 

anstiegen. (Ishibashi et al., 1993) Den Hauptanteil des Gesamt-Cholesterins 

nimmt in diesem Modell die LDL-Fraktion ein. (Poznyak et al., 2020) LDLR-/- 

Mäuse entwickelten nach ca. 6 Wochen mit high-fat Ernährung an den gleichen 

Stellen atherosklerotische Plaques, wie ApoE-/- Mäuse (Getz & Reardon, 2015). 

Die Plaques entsprachen weitestgehend den Plaques im ApoE-/- Modell, jedoch 

entwickelten sie sich in ApoE-/- Modellen der Maus schneller (Emini Veseli et al., 

2017; Knowles & Maeda, 2000). Der Vorteil von LDLR-/- Modellen findet sich in 

einem dem Menschen ähnlicheren Lipoprotein-Profil, sowie fehlender 

Nebeneffekte eines fehlenden ApoE. (Emini Veseli et al., 2017) Um 

fortgeschrittene Plaques zu entwickeln, benötigten LDLR-/- jedoch pro-

atherogene Diät, mit erhöhten Anteilen an Fett und Cholesterol. (Getz & Reardon, 

2012) 
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Schweine-Modelle  

Das Schwein als Großtiermodell zur besseren Übertragbarkeit erlangte in den 

letzten Jahren, durch verbesserte Möglichkeiten der Genmanipulation, erneut 

große Aufmerksamkeit.  

 

Abbildung 6 Schweinemodelle als fehlendes Bindeglied zwischen 
Grundlagenforschung und klinischer Anwendung (Shim et al. 2016) 

 

Bereits 1954 veröffentlichten Gottlieb und Lalich ihre Untersuchungen an über 

2000 Schweine-Aorten. Sie konnten feststellen, dass Schweine, im Gegensatz 

zu den am meisten verwendeten Kleintiermodellen, spontane Atherosklerose 

entwickelten. (GOTTLIEB & LALICH, 1954) Die atherosklerotischen Läsionen 

entwickelten sich mit dem Alter der Schweine und konnten durch atherogene 

Fütterung verstärkt werden (Getz & Reardon, 2012; Skold et al., 1966). Die 

Plaques gingen dabei jedoch meist nicht über Schaumzell-Ansammlungen 

hinaus und bedurften langer Zeit, bis sie sich entwickelten (Mushenkova et al., 

2019; J. Shim et al., 2016).  
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Rapacz-Schweinemodell: 

Um die Limitation des normalen Schweins bezüglich Dauer und Ausprägung 

atherosklerotischer Läsionen zu überwinden entwickelten Rapacz et al. ein 

Schweinemodell durch selektive Züchtung von Schweinen, die natürliche 

Mutationen in den Genen des LDL-Rezeptors und ApoB enthielten. (Hasler-

Rapacz et al., 1998; Prescott et al., 1995; J. Shim et al., 2016; D. Wang et al., 

2020) In einer Zeitspanne von 3 Jahren unter Standard-Fütterung entwickelten 

die Tiere fortgeschrittene atherosklerotische Plaques mit nekrotischem Kern, 

fibröser Kappe, Kalziunmablagerungen und Neovaskularisation. Die Ausprägung 

der atherosklerotischen Läsionen war dabei, wie beim Menschen, koronar stärker 

als aortal. (Prescott et al., 1991) Die Entwicklung zu fortgeschrittenen Plaques 

konnte auch in diesem Modell durch Fütterung mit high-fat-high-cholesterol 

Nahrung beschleunigt werden(D. Wang et al., 2020). Trotz der Ausbildung 

mensch-ähnlicher Läsionen limitierten einige Faktoren den weitläufigen Einsatz 

dieses Modells. Neben der Dauer konnte inter-individuell bei diesem 

Schweinemodell eine ausgeprägte Variabilität in den gemessenen Cholesterin-

Werten und der Ausprägung der atherosklerotischen Plaques festgestellt 

werden. Auch limitieren Größe und Gewicht der Schweine. Nach 2 Jahren wogen 

die Schweine unter Standard-Ernährung im Durchschnitt 210kg. (Davis et al., 

2014; Hamamdzic & Wilensky, 2013; Prescott et al., 1995; Prescott et al., 1991; 

D. Wang et al., 2020) Durch selektive Züchtung mit kleineren Schweinen konnte 

das Problem der Größe und des Gewichts vermindert werden, jedoch stieg 

dadurch die Variabilität in der Krankheitsausprägung weiter an (Davis et al., 2014; 

Thim, 2010).  

Andere Modelle am Hausschwein, wie beispielsweise von Gerrity et al. am 

Yorkshire-Schwein mit induziertem Typ 1 Diabetes und ernährungsbedingter 

Hypercholesterinämie, scheiterten durch eingeschränkte Reproduzierbarkeit und 

inter-individuelle Variabilität der Läsionen (Gerrity et al., 2001; Hamamdzic & 

Wilensky, 2013; J. Shim et al., 2016) 
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Um dem Problem der Größe der Tiere beizukommen wurden Modelle mit 

kleineren Schweinen entwickelt. Hierzu zählen u.a. das Ossabaw und das 

Yucatan Minipig. Sie zeigen dem Menschen ähnlichere Körpermaße.  

Ossabaw-Schweine: 

Das Ossabaw-Schwein entstand durch natürliche Selektion auf der Ossabaw 

Insel vor Georgia in den USA. Unter Fütterung von high-fat-high-cholesterol und 

fruktosehaltigem Futter entwickelt es eine Form des metabolischen Syndroms 

mit Dyslipidämie, Übergewicht, Bluthochdruck und leichtem, nicht-

insulinpflichtigen Diabetes. Die Tiere bildeten darunter frühe koronare 

atherosklerotische Läsionen aus. (Hamamdzic & Wilensky, 2013; Neeb et al., 20)  

Durch die Erleichterung der Genmanipulation im Schwein erfolgte die 

Modifikation vieler Schweinemodelle. So auch im Fall des Ossabaw-Schweins.  

PCSK9 spielt eine Rolle in der Lipoprotein-Homöostase. Nach Bindung an 

hepatische LDL-Rezeptoren an der Zelloberfläche werden diese internalisiert und 

abgebaut. Die Gain-of-Function Mutation D374Y-PCSK9 erhöht die Affinität für 

den LDL-Rezeptor, sodass vermehrt Rezeptoren internalisiert und degradiert 

werden. Dies wiederum führt zu erhöhten LDL-Spiegeln im Serum. (Akram et al., 

2010; Al-Mashhadi et al., 2013; Horton et al., 2009) 

Yuan et al. entwickelten ein D374Y-PCSK9-Gain-of-function Modell am 

Ossabaw-Schwein. Bereits unter Standard-Ernährung erzielten die Schweine 

doppelt so hohe Plasma-Cholesterin-Werte, wie Landrassen-Schweine, welche 

eine high-fat-high-cholesterol (HFHC) Diät erhielten. Ossabaw-D374Y-PCSK9 

Schweine entwickelten unabhängig davon, ob sie eine Standard- oder HFHC-

Diät erhielten, fortgeschrittene atherosklerotische Plaques in den 

Herzkranzgefäßen. Die Zeit bis dies eintrat war in der HFHC-Gruppe, mit 24 vs. 

43 Wochen, knapp 50% kürzer als in der Gruppe mit Standard-Diät. Die 

gebildeten Plaques waren zu einem hohen Grad okklusiv und in ihren 

histopathologischen Eigenschaften mit denen des Menschen vergleichbar. (F. 

Yuan et al., 2018)  
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Das Ossabaw-Schwein scheint, durch die oben genannten Charakteristika, das 

Krankheitsgeschehen des Menschen mit seinen verschiedenen Komponenten in 

der Entstehung widerzuspiegeln. Eine differenzierte Betrachtung einzelner 

Faktoren wird in diesem Modell jedoch erschwert. 

 

Yucatan-Minipig 

Shim et al. verwendeten ein ApoE-/- Modell des Yucatan-Minipigs. Nach 8 

Wochen Standard-Diät zeigten sich erhöhte Cholesterin-Werte, die sich, wie im 

Maus-Modell, insbesondere durch erhöhte VLDL- und IDL-Werte erklären ließen. 

In männlichen Tieren kam es zudem zu einer Trigyceriderhöhung. (Vergleich 

Abbildung 7) Diese Erhöhung fehlte bei weiblichen Tieren. Überraschend war 

auch, dass bei weiblichen Tieren die Werte für LDL und HDL nach dieser Zeit 

signifikant erniedrigt waren, bei gleichzeitig signifikanter Erhöhung für VLDL und 

IDL. Nach 52 Wochen wurden die Gefäße der Tiere untersucht. In den 

Herzkranzgefäßen der ApoE-/- Tiere konnten nur kleine Plaques festgestellt 

werden, wobei große Teile der Gefäße keine Veränderungen aufwiesen. 

Signifikante Unterschiede fehlten. In allen Schweinen beschränkte sich die 

Ausprägung der Läsionen zu großen Teilen auf Xanthome bzw. pathologische 

intimale Verdickung. (Jeong Shim et al., 2017) 
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Abbildung 7: Vergleich der Lipoproteinverteilung und Ausbildung von Plaques im 
ApoE-/- und ApoE+/+ Yucatan-Minipig (Shim et al. 2017) 

 

D374Y-PCSK9-Yucatan-Minipig 

Al-Mashhadi et al. verwendeten das Yucatan-Minipig zur Generierung eines 

weiteren Großtiermodells, welches auch im Rahmen dieser Doktorarbeit 

verwendet wurde. Sie entwickelten ein Modell, das die D374-PCSK9-Gain-of-

Function enthielt. Bereits unter Standard-Ernährung zeigten die Schweine 

erhöhte LDL-Werte, ähnlich dem Menschen mit familiärer Hypercholesterinämie, 
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die unter HFHC-Diät weiter anstiegen. Auch VLDL stieg im Rahmen der HFHC-

Diät an. Nach 43-48 Wochen HFHC-Diät zeigten die Gefäße ein breites Spektrum 

an atherosklerotischen Veränderungen, die nach Virmani von Xanthoma bis 

normal ausgeprägte fibröse Kappe reichten. In der Arteria interventricularis 

anterior (LAD) zeigten sich bei 100% der D374Y-PCSK9- Schweine 

fortgeschrittene Läsionen vs. 28% bei den Kontrollschweinen. Auch aortal und 

iliofemoral zeigten sich entsprechende Läsionen. Dabei entwickelten sich die 

Plaques, nicht wie bei der Maus, in einer Intima, die bereits VSMCs enthielt. (Al-

Mashhadi et al., 2013)  

 

LDLR-/- Yucatan-Minipig: 

Als weiteres Schweinemodell entwickelten Davies et al. Yucatan-Minipigs mit 

einer Deletion des LDL-Rezeptors. Dieses Modell wurde ebenfalls im Rahmen 

dieser Doktorarbeit verwendet. Bereits vor dem ersten Säugen wurden bei  

LDLR-/- Ferkeln signifikant erhöhte Gesamt-Cholesterin-Werte gemessen im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen. Unter Standard-Ernährung war nach 7 

Monaten 45% der abdominellen Aorta der LDLR-/- Schweine atherosklerotisch 

verändert vs. 0% in der Vergleichsgruppe. Auch in den Koronararterien wurden 

in der LDLR-/- Gruppe kleine atherosklerotische Läsionen gefunden, welche in 

der Vergleichsgruppe fehlten. Wurden die Schweine, nach anfänglich 5 Monaten 

Standard-Ernährung, fortan mit HFHC-Diät gefüttert, so konnten deutliche 

Anstiege der Cholesterin-Werte beobachtet werden. Obwohl daraufhin sowohl 

LDLR+/+, als auch LDLR+/- und LDLR-/- vergleichbaren Befall in der 

abdominellen Aorta zeigten, war die Dicke der Läsionen in den LDLR-/- 

Schweinen signifikant erhöht. Nach insgesamt 11 Monaten wurden die 

Herzkranzgefäße der Tiere untersucht. In LDLR+/+ Schweinen fanden sich nur 

kleine Stellen mit intimaler Verdickung und in LDLR+/- Schweinen zusätzlich 

kleine Areale mit atherosklerotischen Veränderungen. In LDLR-/- Schweinen 

konnten hingegen fortgeschrittene Läsionen mit fibröser kappe, Kalzifikationen 

und Hämorrhagien im Bereich der rechten Koronararterie (RCA), der LAD und 

der Ramus circumflexus gefunden werden, auch und insbesondere in distalen 
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Bereichen der Gefäße. (Davis et al., 2014) Im Vergleich zu D374Y-PCSK9-

Schweinen entwickelten die LDLR-/- schneller und stärker ausgeprägte 

Atherosklerose. (Mushenkova et al., 2019) 

Vergleichbare Ergebnisse zeigten auch Burke et al., obwohl bei ihnen weniger 

Cholesterol zugefüttert wurde. (Burke et al., 2018)  

 

 

Abbildung 8: Darstellung eines koronararteriellen Plaques in HE-Färbung eines 
11 Monate alten LDLR-/- Yucatan-minipig (Davis et al. 2014) 
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3. Problemstellung - Ziel dieser Arbeit 

 

Da gesellschaftlich relevant, besteht unzweifelhaft Forschungsbedarf an 

atherosklerotisch bedingten Erkrankungen. Im Laufe der Jahre haben sich hierfür 

verschiedenste Klein- und Großtiermodelle etabliert, welche jedoch, 

insbesondere am kardialen Manifestationsort, im Bereich der Translation häufig 

limitiert sind. In dieser Arbeit wurden deshalb zwei seit wenigen Jahren 

vorhandene Großtiermodelle der Atherosklerose an Yucatan-Minipigs sowohl 

histologisch als auch auf molekularbiologischer Ebene erweitert untersucht.  

 

Ziele dieser Arbeit waren entsprechend: 

- Die Bestätigung vorangegangener Arbeiten zur sicheren Ausbildung 

atherosklerotischer Gefäßveränderungen in den jeweiligen Modellen 

- Die erweiterte histologische Untersuchung kardialer Strukturen mit 

Augenmerk auf die Koronargefäße, Herzklappen und das Myokard, 

jeweils im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen 

- Die Untersuchung bestimmter Gene auf ihr Expressionsmuster in den 

entsprechenden Geweben im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen 

- Die Untersuchung der Expression von Micro-RNA29b in den 

entsprechenden Geweben im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen 

- Die Untersuchung der Ergebnisse auf Frage der Translation zum 

Menschen 
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4. Methodik 
 

4.1 Schweinemodelle 

 

Die Tierhaltung und alle durchgeführten Versuche wurde von der 

Ethikkommission für Tierforschung der Regierung Oberbayern unter dem TVA-

Aktenzeichen: ROB-55.2-2532.Vet_02-18-53 genehmigt. 

LDLR-/- Yucatan-minipigs 

Das verwendete Schweinemodell ExeGenLDLR Miniswine 

wurde von Exemplar Genetics (Coralville, Iowa, United States of America) 

entwickelt.  

Die LDLR-/- Schweine wurden unter kontrollierten Bedingungen gehalten und 

erhielten ab einem Alter von 6 Monaten high-fat-diet. Nach Überführung der 

ausgewachsenen Schweine durch Exemplar Genetics erhielten sie für weitere 28 

Tage high-fat-diet (Altromin C9061 #900005 Atherogene Diät, Lage, 

Deutschland). 28 Tage nach Überführung wurden die Tiere in einem Alter von 

ca. 12 Monaten euthanasiert und es erfolgte die Probengewinnung.  

Im Rahmen dieser Doktorarbeit liegt der Fokus auf entnommenen Proben des 

Herzens. Es wurden Proben von Myokard, Herzklappen und Koronararterien 

entnommen. Ein Teil der Proben wurde als Fresh-Frozen bei -80°C gelagert, ein 

anderer Teil 2% zinc-paraformaldehyde für 48h konserviert und im Verlauf zur 

Durchführung histologischer Experimente in Paraffin fixiert. Um in den folgenden 

Experimenten eine Kontrollgruppe vorweisen zu können, wurden, entsprechen 

der Haltung und des Prozederes der LDLR-/- Schweine, Proben von Wildtyp-

Schweinen entnommen. 
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D374Y-PCSK9-Yucatan-minipigs 

Das verwendete Schweinemodell mit D374Y-PCSK9 transgenic pigs wurde von 

Rozh H. Al-Mashhadi et al. entwickelt.  

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben stammen von Tieren, welche von 

PixieGene (Kopenhagen, Dänemark) erworben wurden.  

Die D374Y-PCSK9-Gain-of-function Schweine wurden unter kontrollierten 

Bedingungen gehalten und erhielten Nahrung mit erhöhtem Fett- und 

Cholesterinanteil. Zum Zeitpunkt der Überführung waren die Tiere ca. 1 Jahr alt. 

Für 6 Monate erhielten die Tiere eine von der Firma PixieGene nicht näher 

definierte hochkalorische "Western-Diet" Nahrung. Nach 16 Monaten wurden die 

Tiere euthanasiert und die entsprechenden Proben entnommen. 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit liegt der Fokus auf entnommenen Proben des 

Herzens. Es wurden Proben vom Myokard, Herzklappen und Koronararterien 

entnommen. Ein Teil der Proben wurde als Fresh-Frozen bei -80°C gelagert, ein 

anderer Teil in 2% zinc-paraformaldehyde für 48h konserviert und im Verlauf zur 

Durchführung histologischer Experimente in Paraffin fixiert. Als Kontrollgruppe 

dienten, auch in Bezug auf die PCSK9 Gain-of-Function Schweine, die oben 

bereits erwähnten Wildtyp Yucatan minipigs. 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: 
Entnommenes Herz 
eines LDLR-/- 
Yucatan minipigs. 
Die Pinzette hält 
eine Tasche der 
Aortenklappe.  
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4.2 Histologische Untersuchung 

 

Vorbereitung 

Silanisieren der Objektträger für eine immunhistochemische Färbung: 

Material:  

SIGMA Life Science Poly-L-Lysin solution 0,1%, Catalog Number P 8920 

Objektträger der Firma Thermo Scientific, Menzel-Gläser Superfrost-Plus REF: 

J1800AMNZ 

Vorgehen:  

1.) Poly-L-Lysin solution 0,1% mit destilliertem Wasser in einem Verhältnis 

von 1:10 verdünnen 

2.) Bei Raumtemperatur die entsprechenden Objektträger für 5 Minuten in ein 

Gefäß mit verdünnter Poly-l-lysin-Lösung platzieren 

3.) Objektträger abtropfen lassen  

4.) Objektträger für mindestens 1 Stunde in einem Brutkasten bei 56°C 

trocknen 

Schneiden 

Das Schneiden der bereits eingebetteten Proben wurde an einem Mikrotom der 

Firma MICROM-GmbH, Type HM335E, Seriennummer 5107, bei einer Dicke der 

Schnitte von 2µm durchgeführt. Die Schnitte wurden anschließend auf 

Objektträger aufgezogen. Bei anschließender Färbung nach Elastica van Gieson 

oder einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung auf Objektträger der Firma Thermo 

Scientific, Menzel-Gläser Superfrost Microscope Slides REF: 

AAAA80##000032E. Bei anschließender immunhistochemischer Färbung auf 

silanisierte Objektträger der Firma Thermo Scientific, Menzel-Gläser Superfrost-

Plus REF: J1800AMNZ. 
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Histologische Färbungen 

 

Verwendete Lösungs- und Färbemittel 

 

 Hersteller REF 

Xylol Roth CN80.5 

Isopropanol Roth 7343.2 

Ethanol 70% Roth T913.3 

Ethanol 96% Roth T171.4 

Ethanol reinst Roth 5054.1 

Hämalaun sauer nach Mayer Roth T865.1 

Eosin G-Lösung 1% Roth 3137.2 

Eukitt® Eindeckmittel Sigma 03989 

Automat Star Deckgläser Engelbrecht K12450A1,0 

Resorcin-Fuchsin-Lösung Roth X877.2 

Hämatoxylinlösung A nach 

Weigert 

Roth X906.1 

Hämatoxylinlösung B nach 

Weigert 

Roth X907.1 

Pikrofuchsin Roth 3925.1 

Natrium-Citrat Roth 4088.1 

TRIS-Puffer Roth A411.2 

Wasserstoffperoxid 30% Merck 1.085.971.000 

Tabelle 2 verwendete Lösungsmittel 
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Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung): 

Zu Beginn der Färbung wurden entsprechende Objektträger (Firma: Thermo 

Scientific; Menzel-Gläser Superfrost Microscope Slides; REF: 

AAAA80##000032E) mit dem entsprechenden Präparat für 20min bei 60°C in 

einem Brutschrank gelagert.  

Entparaffinierung und Rehydratisierung 

1.) Objektträger für jeweils 10 min in zwei Behälter mit Xylol tauchen 

2.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Isopropanol tauchen 

3.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

4.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 70% tauchen 

5.) Objektträger für 1 min in einen Behälter mit destilliertem Wasser tauchen 

Anschließende Färbung: 

1.) Objektträger für 10 min in einen Behälter mit saurem Hämalaun nach 

Mayer tauchen 

2.) Objektträger für 5 min in ein Wasserbad tauchen 

3.) Objektträger für 2 min in einen Behälter mit Eosin 1% Tauchen 

Anschließendes Entwässern 

1.) Objektträger für 30sec in einen Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

2.) Objektträger für jeweils 30sec in zwei Behälter mit Isopropanol tauchen 

3.) Objektträger für jeweils 2 min in zwei Behälter mit Xylol tauchen 

Anschließendes Eindecken mit Eukitt® und Deckgläsern 
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Elastica van Gieson Färbung 

Zu Beginn der Färbung wurden entsprechende Objektträger (Firma: Thermo 

Scientific; Menzel-Gläser Superfrost Microscope Slides; REF: 

AAAA80##000032E) mit dem entsprechenden Präparat für 20min bei 60°C in 

einem Brutschrank gelagert.  

Entparaffinierung und Rehydratisierung 

1.) Objektträger für jeweils 10 min in zwei Behälter mit Xylol tauchen 

2.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Isopropanol tauchen 

3.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

4.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 70% tauchen 

5.) Objektträger für 1 min in einen Behälter mit destilliertem Wasser tauchen 

Anschließende Färbung: 

1.) Objektträger für 25min in einen Behälter mit Resorcinfuchsin tauchen 

2.) Objektträger für jeweils 1,5min in zwei Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

3.) Objektträger für 15min in einen Behälter mit HTX-Weigert (Weigert Lösung 

A + Weigert Lösung B in Mischung 1:1) tauchen 

4.) Objektträger für 5min in ein Wasserbad tauchen 

5.) Objektträger für 2min in Pikrofuchsin tauchen 

Anschließendes Entwässern 

1.) Objektträger für 30sec in einen Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

2.) Objektträger für jeweils 30sec in zwei Behälter mit Isopropanol tauchen 

3.) Objektträger für jeweils 2 min in zwei Behälter mit Xylol tauchen 

Anschließendes Eindecken mit Eukitt® und Deckgläsern  
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Immunhistochemische Färbung 

Zur immunhistochemischen Färbung wurde das System Dako Real™ Detection 

System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse REF: K5001 verwendet. 

Zu Beginn der Färbung wurde der entsprechende silanisierte Objektträger (Firma 

Thermo Scientific, Menzel-Gläser Superfrost-Plus REF: J1800AMNZ) mit 

aufgebrachter Probe für mindestens 24h bei 60°C in einem Brutschrank gelagert. 

Entparaffinierung und Rehydratisierung 

1.) Objektträger (OT) für jeweils 10 min in zwei Behälter mit Xylol  

2.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Isopropanol tauchen 

3.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

4.) Objektträger für jeweils 5 min in zwei Behälter mit Ethanol 70% tauchen 

5.) Objektträger für 1 min in einen Behälter mit destilliertem Wasser tauchen 

Färbung: 

1) Objektträger für 7 min in einem Schnellkochtopf mit Citratpuffer kochen  

(2l destilliertes Wasser + 4,2g Natrium-Citrat, mit Natronlauge auf einen 

pH von 6,0 titriert) 

2) Anschließend die Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit 

TRIS-Puffer tauchen 

3) Objektträger für 15 min in einen Behälter mit 3%-iger Wasserstoffperoxid-

Lösung tauchen 

4) Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit TRIS-Puffer 

tauchen 

5) Objektträger abtropfen und in eine Feuchtkammer legen 

6) Pro Objektträger 100µl verdünntes Goat-Serum (1:100 in Antikörper-

Diluent von DAKO, Normal Goat-Serum by Vector Laboratories LOT: 

ZA0811, Antibody Diluent  by Dako REAL™ REF: S2022) auf das Präparat 

pipettieren und für 25min einwirken lassen. Anschließend abklopfen. 

7) Pro Objektträger 100µl des Primärantikörpers mit entsprechender 

Verdünnung (siehe Tabelle 3) auf das Präparat pipettieren und 1h 

einwirken lassen. 
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8) Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit TRIS-Puffer 

tauchen 

9) Sekundären biotinylierten Antikörper (Reagenz A des Dako Systems) auf 

das Präparat geben und 25min einwirken lassen 

10)  Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit TRIS-Puffer 

tauchen 

11)  Streptavidin Peroxidase (Reagenz B des Dako Systems) auf das Präparat 

geben und 25min einwirken lassen 

12)  Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit TRIS-Puffer 

tauchen 

13)  15µl DAB (Reagenz C) mit 750µl HRP-Substratpuffer (Reagenz D) 

mischen und 100µl davon pro Objektträger auf das Präparat pipettieren. 

14)  Farbentwicklung unter einem Mikroskop beobachten 

15)  Anschließend Objektträger 3x für jeweils 2-3min in einen Behälter mit 

TRIS-Puffer tauchen 

16)  Objektträger für 20sec in einen Behälter mit Hämalaun tauchen 

17)  Objektträger unter warmen Leitungswasser klar spülen und anschließend 

in einen Behälter mit destilliertem Wasser stellen 

 

Anschließendes Entwässern 

1.) Objektträger für 3 min in einen Behälter mit Ethanol 70% tauchen 

2.) Objektträger für 3 min in einen Behälter mit Ethanol 96% tauchen 

3.) Objektträger für 3 min in einen Behälter mit Isopropanol tauchen 

4.) Objektträger für 3 min in einen Behälter mit Xylol tauchen 

Anschließendes Eindecken mit Eukitt® und Deckgläsern  
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Antikörper Hersteller Verdünnung 

CD3 DCS Innovative 

Diagnostik-Systeme 

Referenz Art. No. 

CI597R06 

1:100 

MPO Thermo scientific 

Myeloperoxidase Ab-1 

Referenz Cat. No. #RB-

373-A 

1:200 

CD31 Abcam (Referenz 

ab28364) 

 

1:100 

Iba1 Fujifilm Wako (Referenz 

Code No. 019-19741 

1:2000 

Ki67 IL Immunology 

(Referenz 

VWRKILM9252-C 

1:500 

smA Abcam (Referenz 

ab7817) 

1:200 

Tabelle 3: verwendete primäre Antikörper in der immunhistochemischen 
Färbung, mit entsprechenden Verdünnungen 

 

Antikörper Zielstruktur 

smA Smooth muscle actin 

Iba1 Makrophagen 

CD31 Endothelzellen 

 

Myeloperoxidase (MPO) Neutrophile 

Granulozyten 

Ki67 Zellen in Zellteilung 

CD3 T-Lymphozyten 

Tabelle 4: Zielstrukturen der immunhistochemischen Färbungen 
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4.3 Molekularbiologische Untersuchung  
 

RNA-Isolation und qRT-PCR 

Die verwendeten Proben wurden vor Durchführung der PCR-Experimente bei     -

80°C gelagert. 

Für die Experiment-Reihe wurden für die Untersuchung der Herzklappen Proben 

von vier LDLR-/- Schweinen, sowie zwei von PCSK9 Gain-of-function Schweinen 

mit vier Wildtyp-Schweinen verglichen.  

Für die Untersuchung des Myokards wurden Proben von vier LDLR-/- 

Schweinen, sowie drei PCSK9 Gain-of-function Schweinen, mit vier Wildtyp-

Schweinen verglichen. 

Für die Untersuchung der Koronarien wurden Proben von vier LDLR-/- 

Schweinen, sowie vier PCSK9 Gain-of-function Schweinen, mit 5 Wildtyp-

Schweinen verglichen. 

Die RNA-Isolierung wurde mit dem miRNeasy Mini Kit (QIAGEN; LOT: 

163015960, REF: 1038703) gemäß der Anleitung des Herstellers durchgeführt. 

Zur Bestimmung der RNA-Menge wurde die Nanodrop-Technologie verwendet 

(Thermo Scientific NanoDrop 2000c Serial No. F654). Zur Generierung von cDNA 

wurde das RNA-to-cDNA Kit von appliedbiosystems (ThermoFisher Scientifical, 

LOT:00744555, REF: 4387406) gemäß der Anleitung des Herstellers verwendet. 

Dabei wurden 300ng RNA eingesetzt. Im Fall von miR-29b und U6 SNRNA wurde 

das TaqMan MicroRNA Reverse Trancription Kit von appliedbiosystems 

(ThermoFisher Scientifical, LOT: 00468216, REF: 4366597) mit den RT-Primern 

(siehe Tabelle 5) gemäß der Anleitung des Herstellers verwendet. Die Inkubation 

erfolgte dabei im Eppendorf Mastercycler nexus gradient (Seriennummer 

6331CH803778) Die TaqMan qRT-PCR wurde mit 3x verdünnter cDNA für 

miRNA29-b, LGALS3, COL3A1 und ACTA2 durchgeführt. Als Kontrollen dienten 

RPLPO, ACTB und U6 SNRNA. Die entsprechenden Assay-IDs finden sich in 

Tabelle 5. Die Vorbereitung der qRT-PCR erfolgte gemäß der Anleitung des 

Herstellers mit dem TaqMan Universal Master Mix II von appliedbiosystems 
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(ThermoFisher Scientifical, LOT: 00664460, REF: 4426710). Die Durchführung 

der qRT-PCR erfolgte mit dem QuantStudio3 Real-Time PCR Instrument 

(ThermoFisher Scientifical, Produktnummer: A28131). Zur Analyse wurde die 

QuantStudio Design&Analysis Software v1.4.3 verwendet. ΔΔCt wurde mit Hilfe 

von Excel berechnet.  

 

Gen Assay-ID Hersteller 

LGALS3 HS00173587_M1 ThermoFisher 

COL3A1 HS00943809_M1 ThermoFisher 

ACTA2 HS00426835_G1 ThermoFisher 

miRNA29-b für Reverse 

Transkriptase 

HSA-mir-
29B 

RT:000413 
 

ThermoFisher 

miRNA29-b für TaqMan HSA-mir-
29B 

TM:000413 
 

ThermoFisher 

ACTB SS03376081_U1 ThermoFisher 

RPLPO HS00420895_gH ThermoFisher 

U6 
SNRNA 

Reverse 
Transktiptase  

 

RT:001973 ThermoFisher 

U6 SNRNA TaqMan  
 

TM:001973 ThermoFisher 

Tabelle 5: verwendete TaqMan-Assays für die entsprechenden Gene 

 

Statistik 

Die statistische Auswertung der qRT-PCR wurde mit Prism7 von GraphPad 

Software durchgeführt. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von <0,05 

angenommen. Graphisch dargestellt wird eine statistische Signifikanz mit einem 

Stern gekennzeichnet. Besteht keine statistische Signifikanz, so wird der 

entsprechende Graph mit „ns“ gekennzeichnet. Verwendet wurde hierfür ein 

ungepaarter T-Test. 
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5. Ergebnisse 
 

5.1 Ergebnisse qRT-PCR 
 

Koronararterien 

 

 

 

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Ergebnisse der qRT-PCR von Proben 
der Koronargefäße von LDLR-/- Schweinen (LDLR KO) und D374Y-PCSK9 
Gain-of-function Schweinen (PCSK9) im Vergleich zu Wildtyp-Schweinen (WT). 
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Die Untersuchung der Koronargefäße mittels qRT-PCR bezüglich der Expression 

von Acta2, miRNA29b, Col3a1 und Lgals3 ist in Abbildung 10 graphisch 

dargestellt. Hierbei zeigte sich im Vergleich von Wildtyp zu   LDLR-/- und Wildtyp 

zu D374Y-PCSK9 im Fall von Acta2, miRNA29b und Col3a1 kein statistisch 

signifikanter Unterschied in der Genexpression. Es fand sich jedoch eine 

statistisch signifikant (p<0,05) erhöhte Menge an mRNA des Gens Lgals3 in den 

LDLR-/- Schweinen. Auch wenn im Fall der D374Y-PCSK9 Schweine kein 

signifikanter Unterschied feststellbar war, so zeigt sich dennoch eine Tendenz in 

Richtung erhöhter Expression in den D374Y-PCSK9  Schweinen.  

 

Myokard 

 

Abbildung 11: Graphische Darstellung der Ergebnisse der qRT-PCR von Proben 
des Myokards von LDLR-/- Schweinen (LDLR KO) und D374Y-PCSK9 
Schweinen (PCSK9) im Vergleich zu Wildtyp-Schweinen (WT). 
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Die Untersuchung des Myokards mittels qRT-PCR bezüglich der Expression von 

Acta2, miRNA29b, Col3a1 und Lgals3 ist in Abbildung 11 graphisch dargestellt. 

Hierbei zeigte sich im Vergleich von Wildtyp zu LDLR-/- und Wildtyp zu D374Y-

PCSK9  im Fall von Acta2, miRNA29b und Lgals3 kein statistisch signifikanter 

Unterschied in der Genexpression. Betrachtet man die Ergebnisse für Col3a1, so 

zeigte sich eine statistisch signifikant (p<0,05) verminderte Menge an mRNA in 

LDLR-/- Proben im Vergleich zum Wildtyp. Im Vergleich Wildtyp zu D374Y-

PCSK9 blieben die Unterschiede in der Expression ohne statistische Signifikanz.  

  

Herzklappe 

Abbildung 12: Graphische Darstellung der Ergebnisse der qRT-PCR von Proben 
der Herzklappen von LDLR-/- Schweinen (LDLR KO) und D374Y-PCSK9 
Schweinen (PCSK9) im Vergleich zu Wildtyp-Schweinen (WT). 
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Die Untersuchung der Herzklappen mittels qRT-PCR bezüglich der Expression 

von Acta2, miRNA29b, Col3a1 und Lgals3 ist in Abbildung 12 graphisch 

dargestellt. Hierbei zeigte sich im Vergleich von Wildtyp zu LDLR-/- und Wildtyp 

zu D374Y-PCSK9 im Fall von Acta2 und miRNA29b kein statistisch signifikanter 

Unterschied in der Genexpression. Im Graphen für Col3a1 ist im Vergleich 

Wildtyp zu LDLR-/- eine statistisch signifikant verminderte Expression für Col3a1 

ablesbar. Im Vergleich Wildtyp zu D374Y-PCSK9 war hier kein signifikanter 

Unterschied feststellbar. Im Fall von Lgals3 zeigte sich im Vergleich Wildtyp zu 

LDLR-/- eine statistisch signifikant (p<0,05) erhöhte Expression in den LDLR-/- 

Proben.  
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5.2 Ergebnisse Histologie 
 

Ziel dieser Dissertation war u.a. eine Bestätigung vorangegangener Arbeiten und 

erweiterte histopathologische Untersuchungen zur Aussagekraft der LDLR-/- 

Yucatan-minipigs, sowie der D374Y-PCSK9-Yucatan-minipigs als 

Großtiermodelle der Atherosklerose im kardiovaskulären Gebiet. 

Mit Augenmerk auf LDLR -/- Yucatan minipigs wurden zudem Myokard und 

Herzklappen immunhistochemisch untersucht.  

Hierfür wurden sowohl von Yucatan-minipig Wildtyp-Modellen als auch von 

LDLR-/- und D374Y-PCSK9-Yucatan minipigs immunhistochemische Färbungen 

durchgeführt.   

Die Färbungen zeigen einen gelb-bräunlichen Farbton bei Bindung an die 

Zielstruktur an. 

 

Koronargefäße 

Zur Vereinfachung und Veranschaulichung werden pro Probe die entstandenen 

Präparate mit Fokus auf die Gefäßwände dargestellt. Lediglich die Färbung in HE 

und EvG werden zur Übersicht in Gänze gezeigt.  
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Yucatan Minipig Wiltyp-Koronarien 

      

    

    

   

  

      

Abbildung 13: Yucatan Minipig Wildtyp-Koronarien mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, MPO, CD3 und CD31. In 
Übersichtsdarstellung Färbungen in HE und EvG 
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Abbildung 14:  Wildtyp-Koronarie EvG-Färbung 

 

In den Präparaten des Wildtyp-Yucatan-minipigs der Koronargefäße zeigte sich 

der typische histologische Aufbau einer Arterie vom muskulären Typ. Dieser ist 

in drei Schichten unterteilt mit Ausbildung einer Tunica intima, media und 

adventitia. Die Intima, bestehend aus Endothel (Vgl. Abb. 13 CD3) und 

subendothelialer Schicht war schmal. Sichtbar in der Färbung nach EvG als 

dunkelviolette Linie grenzte eine schmale Membrana elastica interna direkt 

unterhalb der subendothelialen Schicht die schmale Intima zur Media ab. 

Vereinzelt fanden sich in die subendotheliale Schicht eingestreute glatte 

Muskelzellen. Folgende Tunica media war gekennzeichnet durch glatte 

Gefäßmuskulatur (Vgl. Abb. 13 smA). Insbesondere in der EvG-Färbung zeigte 

sich dabei die spiralförmige Anordnung der Muskelzellen (gelb-orange in der 

EvG-Färbung Vgl. Abb 14) durch sowohl Längs-, als auch Queranschnitte. Diese 

spiralförmige Anordnung ist typisch für Koronararterien und unterscheidet sich 

von üblicherweise longitudinal verlaufenden Muskelfasern anderer Arterien vom 

muskulären Typ. Angeschlossen an die Media stellte sich die Adventitia als 

bindegewebige Schicht mit viel Kollagen (rot in der EvG-Färbung) mit nur 

vereinzelten glatten Gefäßmuskelzellen dar. 

Zellen des Immunsystems waren insgesamt nur vereinzelt nachweisbar. Mit Blick 

auf das Modell der Atherosklerose waren dabei insbesondere Makrophagen (Vgl. 

Abb. 13 Iba) in der Intima und Media nur vereinzelt nachweisbar. Ebenfalls waren 
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nur vereinzelt T-Lymphozyten oder neutrophile Granulozyten darstellbar (Vgl. 

Abb. 13 CD3 und MPO) Als Gewebe mit geringem Zellumsatz fanden sich 

entsprechend kaum sich in Zellteilung befindliche Zellen (Vgl. Abb. 13 ki67). 
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LDLR-/- Yucatan Minipig-Koronarien 

Abbildung 20: LDLR-/- Koronarie HE GY12E 

  

      

    

   

    

   

   

   

Abbildung 15: LDLR-/- Yucatan Minipig-Koronarien mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, MPO, CD3 und CD31. In Übersichtsdarstellung 
Färbungen in HE und EvG. CD31 mutmaßlich durch Fixierung verlorenes 
Endothel im untersuchten Gefäß. 
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Abbildung 16: LDLR-/- Koronarie EvG 

 

Im Koronargefäß des LDLR-/- zeigte sich im Vergleich zum Wildtypen eine 

veränderte Gefäßwand. Der prinzipielle Aufbau blieb vorhanden, jedoch kam es 

insbesondere in der Intima und Media zu Veränderungen.  

Bereits in der EvG-Färbung (Vgl. Abb. 15 EvG und 16) sah man eine deutliche 

Verbreiterung der Intima. Dies zeigte sich insbesondere dadurch, dass die 

dunkelviolette Membrana elastica interna erst viele Zellschichten unterhalb des 

Endothels zu finden war. Der subendotheliale Raum war entsprechend deutlich 

verbreitert und zellreich. In der Gefäßwand des hypercholesterinämen Schweins 

kam es zu einer Ansammlung von Makrophagen (Vgl. Abb. 15 Iba) und glatter 

Gefäßmuskelzellen (Vgl. Abb. 15 smA), die sich im Wildtyp nicht fanden. Neben 

dieser deutlichen Ansammlung fanden sich, wenn auch weniger deutlich, 

vermehrt T-Lymphozyten im Bereich der verbreiterten Intima (Vgl. Abb. 15 CD3). 

Mit Nachweis von Ki67 positiven Zellen schien diese Zellakkumulation zumindest 

teilweise aus Zellproliferation hervorzugehen (Vgl. Abb. 15 ki67).  Nicht verstärkt 

nachweisbar waren wiederum neutrophile Granulozyten (Vgl. Abb. 15 MPO) 
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Bemerkenswert war zudem das Auftreten von Makrophagen in der Media. Diese 

erschienen zwischen den Schichten glatter Gefäßmuskelzellen (Vgl. Abb. 15 

Iba).   

Zusammenfassend zeigten die Präparate des LDLR-/- Yucatan-Minipigs 

ausgebildete atherosklerotische Plaques mit bereits eingesetzter Einengung des 

Gefäßlumens. Man sah eine deutlich verdickte Intima mit 

Makrophagenakkumulation und glatten Gefäßmuskelzellen, deren Koherenz 

teilweise aufgehoben war. Entsprechend der in der Einleitung beschriebenen 

Klassifikation atherosklerotischer Plaques nach Stary (Stary et al., 1995; Stary et 

al., 1994) war der dargestellte Plaque dem Stadium IIa-III zuzuordnen.  
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D374Y-PCSK9-Yucatan Minipig-Koronarien  

      

  

   

       

    

   

Abbildung 17: D374Y-PCSK9-Yucatan Minipig-Koronarien mit Färbung gemäß 
den Beschriftungen für smA, Iba, ki67, MPO, CD3 und CD31. In 
Übersichtsdarstellung Färbungen in HE und EvG. 
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Abbildung 18: D374Y-PCSK9 Yucatan Minipig-Koronarie EvG; Membrana 
elastica interna mit Pfeil markiert 

 

Im Koronargefäß des D374-PCSK9-Yucatan-minipigs fand sich im Vergleich zum 

Wildtypen ebenfalls eine veränderte Gefäßwand. Die Befunde ähnelten dabei 

denen im LDLR-/- Yucatan-minipig. Auch hier kam es zur Ausbildung 

atherosklerotischer Plaques.  

Es fand sich eine deutlich verdickte Intima im Vergleich zum Wildtyp. Zur 

Verdeutlichung wurde im gezeigten Präparat mit EvG-Färbung die Membrana 

elastica interna mit einem Pfeil markiert (Vgl. Abb. 18). Ebenfalls in der EvG-

Färbung sah man die typische spiralförmige Ausrichtung der glatten Muskelzellen 

im Bereich der Media. Im subendothelialen Raum nahmen glatte 

Gefäßmuskelzellen einen Großteil der Zellen ein (Vgl. Abb. 17 smA). Zusätzlich 

kamen, wie beim LDLR-/- Yucatan-Minipig, vermehrt Makrophagen im 

subendothelialen Raum vor. Im Bereich der Media hingegen fanden sich, im 

Vergleich zum LDLR-/- Schwein, nur vereinzelt positive Zellen für den 

Makrophagen-Marker Iba. (Vgl. Abb. 17 Iba) 
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T-Lymphozyten fanden sich fast ausschließlich direkt unterhalb des Endothels 

(Vgl. Abb. 17 CD3). Im Wildtyp-Schwein waren T-Lymphozyten v.a. in der 

Adventitia nachweisbar. Im LDLR-/- Schwein auch in tieferen Schichten des 

subendothelialen Raums der Intima.  

Im Gegensatz zum LDLR-/- Schwein fanden sich beim D374-PCSK9-Yucatan-

minipig im Bereich des Plaques keine positiven Zellen für ki67. (Vgl. Abb. 17 ki67) 

Negativ fiel, wie zuvor beim LDLR-/- Schwein, die Färbung für neutrophile 

Granulozyten aus. (Vgl. Abb. 17 MPO) 

Entsprechend der Einteilung nach Stary ergab sich auch hier ein Stadium IIa-III. 

 

 

 

 

Herzklappen 

Zur Vereinfachung und Veranschaulichung werden pro Probe die entstandenen 

Präparate mit Fokus auf die Klappenstruktur dargestellt. Lediglich die Färbung in 

HE und EvG werden zur Übersicht in Gänze gezeigt. Proben des D374Y-PCSK9 

Yucatan Minipig standen nicht zur Verfügung. 

Da sich diese Dissertation insbesondere um die Untersuchung bzgl. 

Atherosklerose dreht wurden die entnommenen Proben den gleichen Färbungen 

wie die Koronargefäße unterzogen.  
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Yucatan Minipig Wildtyp-Herzklappen 

   

  

   

    

   

    

   

   

   

Abbildung 19: Yucatan Minipig Wildtyp-Herzklappen mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, MPO, CD3 und CD31. In 
Übersichtsdarstellung Färbungen in HE und EvG. Positive Zellen in CD3 
markiert 
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Abbildung 20:  Yucatan Minipig Wildtyp-Herzklappe EvG; Übergang 
Spongiosa/Fibrosa markiert 

 

 

 

Abbildung 21: Wildtyp Herzklappe peripher smA 
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Abbildung 22: Wildtyp Herzklappe peripher Iba 

 

Oben dargestellt sind die Präparate der Herzklappe des Yucatan Minipig Wildtyp-

Schweins.  

Histologisch ist der Aufbau einer Herzklappe, unabhängig ob Taschenklappe 

oder Segelklappe, gleich. Es handelt sich um ein mit Endothel (Vgl. Abb. 19 

CD31) überzogenen bindegewebigen Grundstock aus einer aus straffem 

Kollagen bestehender Fibrosa und einer lockereren Spongiosa. Die Spongiosa 

ist dabei der Seite zuzuordnen, die bei geöffneter Klappe dem Blutstrom 

ausgesetzt ist.  

Die histologische Schichtung lässt sich insbesondere in Abb. 20 in EvG Färbung 

erkennen.  

Zur Darstellung von glatten Muskelzellen kam es im Bereich des Übergangs zum 

Anulus fibrosus. Dies ist insbesondere bei Segelklappen ein physiologischer 

Zustand.  Weiter entfernt vom Anulus fibrosus fanden sich keine glatten 

Muskelzellen mehr in den angefertigten Präparaten (Vgl. Abb. 19 smA und Abb. 

21) 
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Das versprengte Vorkommen vom Makrophagen innerhalb des 

Klappenapparates ist physiologisch und konnte auch in den hier angefertigten 

Färbungen dargestellt werden (Vgl. Abb. 19 Iba und Abb. 22). Vereinzelt konnten 

CD3-positive T-Lymphozyten dargestellt werden (Vgl. Abb. Abb. 19 CD3). Ki67- 

oder MPO-positiven Zellen konnten nicht nachgewiesen werden. (Vgl. Abb. 19) 
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LDLR -/- Yucatan Minipig-Herzklappen 

   

  

   

    

   

    

   

   

   

Abbildung 23: LDLR -/- Yucatan Minipig Herzklappen mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, MPO, CD3 und CD31. In 
Übersichtsdarstellung Färbungen in HE und EvG. Positive Zellen in CD3 
markiert 
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Abbildung 24: LDLR-/- Yucatan Minipig-Herzklappe EvG 

 

 

Abbildung 25: LDLR-/- Yucatan Minipig-Herzklappe smA peripher 
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Abbildung 26: LDLR -/- Yucatan Minipig-Herzklappe Iba peripher 

 

Oben dargestellt sind nun die Präparate der hypercholesterinämen LDLR-/- 

Yucatan-Minipigs. Die Architektur der Herzklappe mit Spongiosa und Fibrosa ließ 

sich erneut in der EvG-Färbung deutlich erkennen (Vgl. Abb. 23 EvG und 24).  

Im Vergleich zum Wildtyp auffällig waren die nun nicht mehr lediglich verstreuten 

Makrophagen innerhalb des Klappenapparates. Sie kamen vermehrt als 

Anhäufungen zur Darstellung (Vgl. Abb. 23 Iba und 26). Dieses Makrophagen-

Nest war insbesondere basisnah zu beobachten. Auffällig ebenfalls, dass sich 

die Ansammlung von Makrophagen auf Bereiche Spongiosa projizierten. Die 

Spongiosa ist der Teil der Herzklappe, der den Scherkräften des Blutes bei 

Klappenöffnung ausgesetzt ist.  

Glatte Muskelzellen kamen im Vergleich zum Wildtypen versprengt auch peripher 

in der Herzklappe vor. Auch hier insbesondere im Bereich der Spongiosa. (Vgl. 

Abb. 23 smA und 25) 
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In Bezug auf die Färbungen für ki67, MPO oder CD3 ergaben sich keine 

Unterschiede zum Wildtyp. Ki67 und MPO-positive Zellen konnten nicht 

nachgewiesen werden. CD3-positive T-Lymphozyten vereinzelt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Myokard 

Auch im Bereich des Myokards wurden, mit Ausnahme von Färbungen für MPO, 

entsprechende immunhistochemische Färbungen, wie zuvor, durchgeführt. Auch 

hier wurden dabei lediglich Proben der LDLR -/- Yucatan minipigs verwendet. 

Erneut kommen nur die Präparate in HE und EvG gänzlich zur Darstellung. Bei 

den immunhistochemischen Färbungen steht der Fokus auf auffälligen 

Abschnitten der Präparate.  
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Yucatan Minipig Wildtyp-Myokard 

   

  

   

    

   

    

   

Abbildung 27: Yucatan Minipig Wildtyp-Myokard mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, CD3 und CD31. In Übersichtsdarstellung 
Färbungen in HE und EvG. Positive Zellen in Iba und CD3 markiert. 
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Oben dargestellt sind die Präparate des Myokards des Wildtyps der Yucatan 

Minipigs.  Das Myokard besteht aus Kardiomyozyten, einkernigen Zellen, die an 

ihren Enden an den Glanzstreifen durch Haftkontakte und tight-junctions 

verbunden sind. Durchzogen wird das Myokard vom bindegewebigem 

Endomysium, kleinste Gefäße beherbergt. 

In den durchgeführten Färbungen fanden sich entsprechend glatte Muskelzellen 

in Blutgefäßen (Vgl. Abb. 27 smA) Außerhalb dieser waren keine positiven Zellen 

für smA nachweisbar. Dasselbe gilt für CD31-positive Zellen. Innerhalb des 

Myokards durchzogen feinste Stränge CD31-positiver Zellen die Kardiomyozyten 

(Vgl. Abb. 27 CD31).  

Es fanden sich ebenfalls Makrophagen innerhalb des Myokards. Positive Zellen 

für Iba traten dabei insbesondere peri- und intravaskulär auf, sowie vereinzelt von 

größeren Gefäßen entfernt (Vgl. Abb. 27 Iba).  CD3-positive Zellen ließen sich 

außerhalb des Gefäßsystems nicht im Myokard darstellen. Ebenfalls nicht zur 

Darstellung kamen ki67 positive Zellen (Vgl. Abb. 27 CD3 und ki67). 
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LDLR -/- Yucatan Minipig-Myokard: 

   

  

   

    

   

    

   

Abbildung 28: LDLR-/- Yucatan Minipig-Myokard mit Färbung gemäß den 
Beschriftungen für smA, Iba, ki67, CD3 und CD31. In Übersichtsdarstellung 
Färbungen in HE und EvG. Positive Zellen in Iba und CD3 markiert. 
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Abbildung 29: LDLR-/- Yucatan Minipig-Myokard Iba; man erkennt diffus im 
Myokard verstreut Makrophagen. Nebenbefundlich zeigt sich oben rechts im Bild 
ein intravaskulärer Plaque 

 

Abbildung 30: LDLR-/- Yucatan Minipig-Myokard Iba in höherer Vergrößerung; 
man erkennt die verstreuten positiven Zellen im Myokard (Vgl Abb. 27 Iba und 
Abb. 28) 
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In den Präparaten des Myokards der LDLR-/- Yucatan-Minipigs kam es im 

Vergleich zum Wildtyp insbesondere in der Färbung von Makrophagen (Iba) und 

T-Lymphozyten (CD3) zu Unterschieden. 

Auch innerhalb des Myokards kam es beim hypercholesterinämen Schwein zu 

einer deutlich erhöhten Anzahl positiver Zellen für Iba. Dabei war dies 

unabhängig von der Nähe zu größeren Gefäßen. Das Myokard erschien wie 

gesprenkelt durch die entsprechende Färbung. (Vgl. Abb. 28 Iba, 29 & 30) 

Für CD3-positive Zellen entfiel der Unterschied weniger deutlich, doch auch hier 

fanden sich vermehrt Zellen außerhalb des Gefäßsystems. (Vgl. Abb. 28 CD3) 

Bei den restlichen immunhistochemischen Färbungen konnten keine 

Unterschiede festgestellt werden.  

Obwohl nicht beabsichtigt, konnte in der Färbung des Myokards, wie in Abb. 29 

ersichtlich, ein intravaskulärer Plaque dargestellt werden. Die 

atherosklerotischen Veränderungen, die in dieser Dissertation in den 

Koronararterien dargestellt wurden, schienen also auch kleinere Gefäße der 

kardialen Vaskularisation zu betreffen.  
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6. Diskussion 

 

Sowohl das LDLR-/-, als auch das D374Y-PCSK9- Yucatan-minipig stellen neu 

in Erscheinung getretene Großtiermodelle bzgl. Atherosklerose dar, im Sinne der 

Ausbildung einer Hypercholesterinämie. Ein regelhafter Gebrauch dieser Modelle 

steht noch aus, sodass eine Bestätigung und Erweiterung vorangegangener 

Untersuchungen Ziel dieser Doktorarbeit waren.  

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte eine erweiterte histopathologische und 

genetische Untersuchung kardialer Strukturen entsprechender Modelle. Hierfür 

wurden Proben aus Koronararterien, Herzklappen und Myokard 

immunhistochemischen Färbungen unterzogen, sowie bestimmte 

Genexpressionen mittels qRT-PCR untersucht.   

Als Limitation ist zu nennen, das nicht zwischen männlichen und weiblichen 

Schweinen differenziert wurde. Intersexuelle Unterschiede wurden nicht 

beleuchtet.  

Des Weiteren ist als Limitation hervorzuheben ist, dass bei der Entnahme der 

Proben keine genauen Angaben zum Entnahmeort gemacht wurden. Dies ist 

insbesondere bei den Proben der Herzklappen von Bedeutung, da im Nachgang 

nicht zwischen Taschen- und Segelklappe unterschieden wurde. 

Bei der histologischen Untersuchung ist insbesondere auf mögliche Rotationen 

der Herzklappen im Fixierungsprozess hinzuweisen. 

 
 

 

 

 

 



 
 

84 
 
 

6.1 Vergleich von Maus und Schwein 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Großtiermodelle der Atherosklerose im 

Schwein verwendet. In der Einleitung wurden zudem gängige Kleintiermodelle 

der Maus beleuchtet. Die Notwendigkeit der Verwendung und Weiterentwicklung 

von Großtiermodellen sollen durch Betrachtung von Vor- und Nachteilen der 

jeweils verwendeten Spezies im Folgenden diskutiert werden.  

 

Limitationen des Maus-Modells 

 

Die gesunde Maus entwickelt keine spontane Atherosklerose. (Moghadasian et 

al., 2001) 

Das Lipidprofil von Mäusen unterscheidet sich in gesunden Mäusen enorm von 

Menschen. Sie sind von Natur aus sehr resistent gegenüber Atherosklerose. Ein 

Großteil des Cholesterins wird in der Maus an HDL gebunden transportiert. Die 

atherogenen LDL und VLDL nehmen nur einen kleinen Teil im Lipoprotein-Profil 

der Mäuse ein. (Emini Veseli et al., 2017; Getz & Reardon, 2012; Priyadharsini, 

2015; Silva et al., 1994) 

 

Abbildung 31: Prozentuale Verteilung der Lipoprotein-Fraktion im Vergleich 
(Xiangdong et al. 2011) 
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Zudem erfolgt die Regulation des Lipoprotein-Profils der Maus über teilweise 

andere Mechanismen als beim Menschen.  

Im Mausmodell fanden Forscher keine Expression des Cholesteryl-Ester-

Transfer-Proteins. Barter et al. assoziierten diese Erkenntnis mit erhöhten HDL 

Spiegeln, sowie verminderten LDL-Spiegeln im Plasma und verminderter 

Ausbildung koronararterieller Plaques. (Barter et al., 2003; Moghadasian et al., 

2001) 

Der Gefäßaufbau der Maus unterscheidet sich von dem des Menschen. Während 

beim Menschen und größeren Säugetieren bereits in der Intima der Gefäßwand 

VSMC und vermehrt bindegewebige Proteine in der Extrazellulärmatrix zu finden 

sind, folgt in der Maus auf das Endothel direkt die Lamina elastica interna. Bei 

der Ausbildung der fibrösen kappe fortgeschrittener Plaques, müssen die VSMC 

bei der Maus deshalb aus dem Bereich der Media in die Intima migrieren, 

während beim Menschen bereits VSMC vorhanden sind. Des Weiteren ist die 

Media von Mäusen dünner, als die des Menschen und es fehlen Vasa vasorum. 

(Jacob F. Bentzon et al., 2006; Y. T. Lee, Lin et al., 2017; J. Shim et al., 2016; 

Xu, 2004) Allgemein findet sich in der Gefäßwand von Mäusen eine geringere 

Anzahl an Zellen. Die koronar-arterielle Gefäßwand der Maus hat ca. 3000 Zellen 

weniger, als ein vergleichbarer menschlicher Gefäßabschnitt. (Xu, 2004) 

Histopathologisch unterschied sich der Aufbau früher atherosklerotischer 

Plaques in der ApoE-/- Maus vom Menschen. Im Menschen erschienen 

Schaumzellen früher Plaques in intimale VSMC eingebettet zu sein, wohingegen 

diese VSMC im Mausmodell fehlten. (Jacob Fog Bentzon & Falk, 2010; J. Shim 

et al., 2016)  

Unterschiede, die die Translation erschweren, finden sich auch im Bereich der 

kardiovaskulären Physiologie. So fanden sich beispielsweise Unterschiede in der 

Elektrophysiologie des Herzens (London, 2001) und hämodynamischen 

Parametern, wie Herzfrequenz, Blutdruck und Scherkräften an der Gefäßwand 

(Fuster et al., 2012; James R. Turk & M. Harold Laughlin; Suo et al., 2007). 

Bedingt durch die kleine Größe der Gefäße eignen sich Mäuse schlecht für 
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wiederholte Blutentnahmen, Bildgebung oder Entnahme von Gefäßproben 

(Millon et al., 2014; J. Shim et al., 2016).  

Da die Atherosklerose, wie oben beschrieben,  bestimmt ist durch ein 

chronisches inflammatorisches Geschehen, stellt sich zudem die Frage, ob die 

Unterschiede im Immunsystem von Mensch und Maus eine Translation zulassen 

(Kapourchali et al., 2014; Mestas & Hughes, 2004).  

Betrachtet man das ApoE-/- oder LDLR-/- Modell der Maus, fanden sich nur 

selten instabile und/oder koronare Plaques (Emini Veseli et al., 2017; Fuster et 

al., 2012; Getz & Reardon, 2012). Beides sind gefürchtete Manifestationen der 

Atherosklerose im Menschen. In weiterentwickelten Modellen, wie z.B. im ApoE-

scavenger-receptor B1 Knockout (SR-B1 -/- ) Modell konnten sowohl die 

Entwicklung fortgeschrittener Plaques, als auch spontane Plaquerupturen in den 

Koronarien mit Ausbildung eines Myokardinfarkts beobachtet werden (Braun et 

al., 2002). Neben den Limitationen des ApoE-/- Modells kamen hier jedoch 

weitere dazu, wie beispielsweise eine beeinträchtigte Thrombozytenfunktion 

durch Ausschalten des SR-B1 (Nofer & van Eck, 2011), was die Translation 

zusätzlich erschwert. 

Schweine-Modell 

 

Durch die bereits genannten Limitationen ist die Übertragbarkeit vom 

Kleintiermodell auf den Menschen mit Problemen behaftet, insbesondere im 

Bereich von Therapiestudien, Präventionsmaßnahmen oder Diagnostik (Emini 

Veseli et al., 2017). So versagten therapeutische Ansätze, wie beispielsweise der 

Einsatz von Succinobucol und Varespladib, in Phase 3 Studien, die zuvor im 

Kleintiermodell erprobt wurden und dort anti-atherosklerotische Eigenschaften 

zeigten (Agarwala et al., 2013).  

Gottlieb und Lalich zeigten an über 2000 Schweine-Aorten, dass Schweine, im 

Gegensatz zu den am meisten verwendeten Kleintiermodellen, spontane 

Atherosklerose entwickelten. (GOTTLIEB & LALICH, 1954) 
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Durch größere phylogenetische Nähe, die großen Ähnlichkeiten in der Anatomie, 

dem Herz-Kreislaufsystem, der Physiologie und Größe des Herzens und der 

Gefäße, sowie dem des Menschen ähnlichen Lipoproteinprofils, erscheint das 

Schwein als ideales Großtiermodell, um die Schwierigkeiten der Übertragbarkeit 

zu lösen (Hamamdzic & Wilensky, 2013; Hryhorowicz et al., 2020; James R. Turk 

& M. Harold Laughlin). In Bezug auf kardialen Output, Puls und Blutdruck sind 

sie auf den Menschen übertragbar (James R. Turk & M. Harold Laughlin). Im 

Schwein fand sich eine hohe Homologie bezüglich der Genomsequenzen und 

Struktur der Chromosomen (Lunney, 2007). Schweine sind, wie Menschen, 

Allesfresser und die Reaktion des vaskulären Systems auf erhöhten Fettgehalt 

der Nahrung gleichen sich (Hamamdzic & Wilensky, 2013). Insbesondere bei 

Minipigs können durch ihre Größe, im Gegensatz zu Kleintiermodellen, 

intravaskuläre Interventionen, Diagnostik und Therapien in ähnlichem Setting 

erfolgen, wie beim Menschen (Y. T. Lee, Laxton et al., 2017; Mushenkova et al., 

2019; Poulsen et al., 2018; van Houten et al., 2019). So konnte am LDLR-/- 

Yucatan-Minipig die Wirkung der inzwischen zugelassenen Bempedoinsäure 

untersucht werden (Burke et al., 2018). Am LDLR+/- Yucatan-Minipig wurde der 

Effekt von Statinen erfolgreich untersucht (Amuzie et al., 2016). Der starke 

Einfluss veränderter Scherkräfte auf die Entwicklung fortgeschrittener 

Atherosklerose in Koronararterien wurde von Pedrigi et al. am D374Y-PCSK9-

Yucatan-Minipig erforscht (Pedrigi et al., 2015). Durch Verwendung von 

Schweinemodellen könnte gleichzeitig präklinische und klinische Forschung 

betrieben werden (J. Shim et al., 2016). Durch die Größe ließen sich 

Probenentnahmen erleichtern und repetitiv durchführen (Sturek et al., 2020). 

Auftretende atherosklerotische Läsionen finden sich an den gleichen Stellen, wie 

beim Menschen und zeigen ähnliche Charakteristika. (Priyadharsini, 2015) 

Nachteilig am Schwein sind höhere Haltungskosten und Anforderungen an die 

Haltung. Genmanipulationen sind im Schwein schwieriger durchzuführen und 

benötigen mehr Zeit, als bei Kleintiermodellen. In Arzneimittelstudien muss mit 

höheren Substanzmengen gearbeitet werden, was wiederum mehr Kosten nach 

sich zieht. (Priyadharsini, 2015; Sturek et al., 2020) Schweinen fehlt zudem 

sowohl CETP und Lp(a) im Lipoproteinstoffwechsel. Auch kamen im Schwein 

kaum spontane Plaquerupturen vor und die Zeit bis zur Ausbildung 
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fortgeschrittener Plaques ist vergleichsweise lang. (Mushenkova et al., 2019; J. 

Shim et al., 2016) 

 

Yucatan-Minipigs sind aufgrund ihrer Ähnlichkeit zum Menschen in Bezug auf 

Größe, Gewicht, Anatomie, Physiologie und Genetik ein vielfältig genutztes 

Modell in der kardiovaskulären Forschung (Davis et al., 2014). Im Bereich 

kardialer Kapazitäten, Trainingseffekte und Versorgung durch Kollateralen im 

experimentellen kardialen Infarkt-Modell sind Yucatan-Minipigs mit dem 

Menschen vergleichbar (James R. Turk & M. Harold Laughlin). Die bekannte 

Herkunft und Genetik erleichtern ihren Einsatz (J. Shim et al., 2016).  
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6.2 Histologische Untersuchung der Herzen von LDLR-/- 

Yucatan-Minipigs und D374Y-PCSK9 Yucatan-Minipigs  

 

Ausgehend von einer Literaturrecherche auf PubMed erfolgte bei den LDLR-/- 

Yucatan minipigs und DY374-PCSK9 nach meinem Kenntnisstand bisher keine 

erweiterte immunhistochemische Untersuchung atherosklerotischer Läsionen 

der Koronargefäße, der Herzklappen oder des Myokards. Die entstandenen 

Ergebnisse sollten entsprechend als Anfang einer weiterhin notwendigen 

Forschung gesehen werden.  

 

Koronararterien 

 

Im Vergleich zum Wildtyp eines Yucatan-minipigs fanden sich sowohl im LDLR-

/-, als auch im D374Y-PCSK9 Yucatan-minipig in den Koronararterien 

atherosklerotische Veränderungen. Diese ließen sich entsprechend der 

Klassifikation nach Stary dem Stadium IIa-III zuordnen (Stary et al., 1995; Stary 

et al., 1994).  

Histopathologisch konnten für beide Modelle deutliche intimale Verdickungen 

festgestellt werden, die durch deutliches Mehrvorhandensein glatter 

Muskelzellen und Makrophagen innerhalb der Tunica intima der Gefäßwände 

erklärt werden konnte. Auch T-Lymphozyten traten gehäuft intimal auf.  

Vergleicht man die erhobenen Daten mit den Daten von Davis et al. und Al-

Mashhadi et al.  so kam es auch in den Proben dieser Dissertation zur Bildung 

fortgeschrittener atherosklerotischer Plaques. Die Ausbildung von 

atherosklerotischen Läsionen im Koronargefäß konnte bestätigt werden. Diese 

schienen jedoch weniger fortgeschritten zu sein, als vorbeschrieben. 

Hämorrhagische Läsionen konnten nicht dargestellt werden. (Al-Mashhadi et al., 

2013; Davis et al., 2014)  
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Histopathologisch auffällig waren die Ansammlung von glatten Muskelzellen. 

Dabei erschienen diese nicht allein an der luminalen Seite, sondern durchzogen 

die ganze Breite der Intima innerhalb des Plaques, teilweise überlappend mit den 

Gebieten positiver Zellen für Makrophagen-Marker. In den Ergebnissen dieser 

Arbeit fanden sich bei LDLR-/- Schweinen zudem positive Zellen für den 

Makrophagen-Marker im Bereich der Media. Dies stützt vorangegangene 

Annahmen, dass Teile der Schaumzellen aus glatter Gefäßmuskulatur 

hervorgehen, die einen phänotypischen Wandel durchgehen. (Chistiakov et al., 

2016; Dubland & Francis, 2016; Feil et al., 2014; F. Zhang et al., 2021)  

Ein Auftreten von T-Lymphozyten konnte in beiden Modellen festgestellt werden. 

In tieferen intimalen Abschnitten konnte dies jedoch nur im LDLR-/- Schwein 

beobachten werden. Die Rolle von T-Lymphozyten in der Genese der 

Atherosklerose war bisher insbesondere in Mäusemodellen erfolgt. Dort wurde 

ihnen eine bedeutende Rolle in der Regulation der Atherosklerose 

zugeschrieben. (Saigusa et al., 2020; Schäfer & Zernecke, 2020)  

Der Einfluss von neutrophilen Granulozyten auf die Atherosklerose ist in den 

vergangenen Jahren ebenfalls ins Blickfeld der Forschung geraten. 

Insbesondere durch Aktivierung des Endothels und Bildung eines pro-

inflammatorischen Settings innerhalb der Gefäßwand. (Bonaventura et al., 2019; 

Silvestre-Roig et al., 2020; Warnatsch et al., 2015) Histopathologisch ließen sich 

in den Proben dieser Arbeit jedoch keine neutrophilen Granulozyten im Plaque 

nachweisen.  

 

Vergleicht man die hier verwendeten Modelle so könnte ein Vorteil in der 

Verwendung von LDLR-/- Modellen gegenüber D374Y-PCSK9-Modellen die vom 

hepatischen LDL-Rezeptor und LDL-Werten unabhängigen Funktionen von 

PCSK9 sein. In Studien konnte der Einfluss von PCSK9 unter anderem auf 

Makrophagen und die Expression von Rezeptoren auf der Zelloberfläche 

nachgewiesen werden (Giunzioni et al., 2016). Zudem wird eine Assoziation mit 

der Höhe des Blutdrucks und mit Expression von ApoE und VLDL vermutet 

(Mousavi et al., 2009; Tran et al., 2015). 
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Insbesondere im verwendeten LDLR-/- Modell könnte die Rolle der T-

Lymphozyten weiter erforscht werden. Dabei erscheint die Durchführung einer 

Subgruppenanalyse notwendig und geboten.    Durch längere Haltung der Tiere 

könnten noch weiter fortgeschrittene Plaques entstehen, um weitere Stadien der 

Atherosklerose inklusive Plaqueruptur zu beobachten. Zu bedenken bleiben 

dabei die bereits genannten Limitationen des Schweins an sich. 

 

Myokard 

 

Immunhistochemisch auffällig war im Myokard der LDLR-/- Yucatan-minipigs ein 

deutlich erhöhtes Vorkommen von Iba-positiven Makrophagen. Diese erschienen 

diffus im Myokard. Das Myokard an sich, ist ein mit vielen Gefäßen durchzogenes 

Gewebe.  

Das Vorhandensein einer gewissen Menge an Makrophagen im Myokard stellt 

einen physiologischen Zustand dar. Diese sind größtenteils embryonaler 

Herkunft und verbleiben im Herzmuskel für den Fall einer Verletzung. Neben 

diesen können jedoch auch über das Blut Makrophagen ins Myokard 

einwandern. Im Lauf des Lebens werden manche der embryonalen 

Makrophagen durch eingewanderte ersetzt. Diese zeigen meist pro-

inflammatorische Eigenschaften. Insgesamt spielen Makrophagen eine 

herausragende Rolle im Fall einer kardialen Verletzung, Entzündungs- oder 

Anpassungsreaktion. Sie sind maßgeblich an kardialer Fibrose beteiligt. Hierbei 

können die Stimuli vielfältig sein. Eine entsprechende Reaktion kann 

beispielsweise durch Hypoxie im Rahmen eines Infarktes, bei infektiöser oder 

nicht-infektiöser Myokarditis, oder bereits durch arterielle Hypertension getriggert 

sein. (Lafuse et al., 2020; Maruyama & Imanaka-Yoshida, 2022; Oishi & Manabe, 

2016) 

Für einen Infarkt oder myokardiale Fibrose ließen sich in den hier verwendeten 

Proben kein Hinweis finden. Die genetische Untersuchung im LDLR-/- Schwein 

zeigte sogar eine verminderte Expression für Col3a1 an. Den abschließenden 

Grund für das vermehrte Vorhandensein der Makrophagen in den hier 
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untersuchten Myokardproben lässt sich aufgrund der großen Anzahl der 

möglichen Stimuli nicht bestimmen. Zur Frage, ob bereits die reine 

Hypercholesterinämie Auslöser dafür sein kann, benötigt es weitere 

Untersuchungen. Insbesondere sollten dabei andere Stimuli gleichgeschaltet 

werden. Eben diese, z.B. die arterielle Hypertension, wurden in den Proben 

dieser Dissertation nicht betrachtet. Des Weiteren sollte dann die Identifizierung 

der Subklassen der Makrophagen erfolgen, um die genauen Aufgaben 

gefundener Zellen zu identifizieren. Eine solche Subklassenanalyse war in dieser 

Arbeit nicht erfolgt.  

 

Herzklappen 

 

In dieser Arbeit erfolgte ebenfalls die histopathologische Untersuchung der 

Herzklappen von LDLR-/- Yucatan minipigs. 

Eine Assoziation zwischen Aortenklappenstenose und Atherosklerose ist Teil der 

Forschung und wird angenommen. Die genauen pathophysiologischen Vorgänge 

bei der Entstehung der Aortenklappenstenose sind dabei nicht zur Gänze geklärt. 

Die Aortenklappenstenose in frühen Stadien scheint dabei der Entstehung 

atherosklerotischer Läsionen zu folgen. (Boudoulas et al., 2015; O'Brien et al., 

1996; Rajamannan et al., 2011) 

Entsprechende Ergebnisse konnten auch in dieser Arbeit festgestellt werden. 

Auffällig waren Makrophagen-Akkumulationen auf der den Scherkräften des 

Blutes zugewandten Seite der Herzklappen im Bereich der Spongiosa. 

Pathophysiologisch passt dies zur Phase der endothelialen Dysfunktion in der 

Genese der Atherosklerose. (Cunningham & Gotlieb, 2005; Y. Liu et al., 2013) 

Das vermehrte diffuse Vorhandensein smA exprimierender Zellen auf 

histologischer Ebene im Bereich der Makrophagen-Akkumulation in der 

Spongiosa ähnelt dem vermehrten Auftreten von VSMC im Bereich 

atherosklerotischer Plaques. Wie auch in der Diskussion um die genetische 

Expression von Acta2 in den Gewebeproben der LDLR-/- Schweinen 

beschrieben wird, zeigte die Hälfte der valvulären interstitiellen Zellen 
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kalzifizierter menschlicher Aortenklappen eine Expression von smA (X. Liu et al., 

2021). Die nun beobachteten Zellen mit Expression von smA könnten nun 

einerseits der Link zur Atherosklerose darstellen im Falle glatter 

Gefäßmuskelzellen, andererseits der beginnende Wandel von interstitiellen 

Fibroblasten hin zu Myofibroblasten, welche in fortgeschrittenen 

Aortenklappenstenosen gefunden wurde. Eine genauere Untersuchung im 

LDLR-/- Yucatan-minipig erscheint sinnvoll und sollte zur weiteren Forschung 

herangezogen werden. 

Bisherige Tiermodelle zur Erforschung der kalzifizierten Aortenklappenstenose 

beschränkten sich zu großen Teilen auf Mausmodelle oder andere 

Kleintiermodelle. Mäuse besitzen jedoch Herzklappen, die nur aus einer 

histologisch abgrenzbaren Schicht bestehen und nicht, wie beim Menschen oder 

beim Schwein, aus drei Schichten. Die Übertragbarkeit von Studien im 

Mausmodell ist entsprechend eingeschränkt. Bisherige Schweinemodelle waren 

zumeist diätisch bedingte hypercholesterinämische Schweine, die in 

histologischen Untersuchungen zwar phänotypische Veränderungen aufwiesen, 

die zu frühen Aortenklappenstenosen passen, jedoch kaum entzündliche 

Reaktionen aufwiesen, wie sie im Menschen vorkommen. (Goody et al., 2020; 

Honda et al., 2014; Ngo et al., 2011; Niepmann et al., 2019; Sider et al., 2011) 

Diese entzündlichen Veränderungen sind im LDLR-/- Yucatan-Minipig vorhanden 

und stellen somit eine Verbesserung bisher verwendeter Schweinemodelle dar. 

Zu Kalzifizierungen kam es jedoch auch in den hier verwendeten 

Großtiermodellen nicht, sodass davon auszugehen ist, dass nur initiale 

pathophysiologische Veränderungen in diesen Großtiermodellen zu erforschen 

sind. Weitere Beobachtungen sind notwendig, ob es bei längerem Leben der 

Schweine zur Ausbildung entsprechender Stenosen kommt. Problematisch 

könnte dabei ein eventuelles Versterben der Tiere aufgrund der 

atherosklerotischen Gefäßveränderungen sein.  

Bis heute gibt es keine pharmakologische Möglichkeit den Kalzifizierungsprozess 

in Aortenklappenstenosen zu unterbinden (Goody et al., 2020). Forschung an 

frühen, nicht kalzifizierten Aortenklappenstenosen erscheint demnach wichtiger 

denn je. Eine Untersuchung früher Klappenstenosen an lebenden 
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Großtiermodellen war bisher selten möglich. Die hier verwendeten 

Großtiermodelle, insbesondere das LDLR-/- Modell an Yucatan-Minipigs, 

könnten als die notwendige Grundlage für weitere Forschung dienen.  
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6.3 Untersuchung der Herzen von LDLR-/- Yucatan-Minipigs und 

D374Y-PCSK9 Yucatan-Minipigs auf veränderte genetische 

Expressionsmuster 

 

Es ist, nach meinem Kenntnisstand, das erste Mal, dass Proben der 

Koronararterien, des Myokards und der Herzklappen dieser Großtiermodelle auf 

die Expression von Lgals3, miRNA29b, Acta2 und Col3a1 hin untersucht wurden. 

Aufgrund der relativ geringen Probenzahl, insbesondere der Proben von D374Y-

PCSK9 Yucatan-Minipigs, sollten die Ergebnisse jedoch mit Bedacht betrachtet 

werden.  

Als wichtige Limitation ist zu nennen, dass im Rahmen der Probengewinnung 

und -verarbeitung ganze Abschnitte von Geweben herangezogen wurden, um 

die benötigten Mengen zur qRT-PCR zu erhalten. Entsprechend ist davon 

auszugehen, dass nicht allein der histopathologisch veränderte Teil der 

Gewebeproben der qRT-PCR zugeführt wurden. Fehlendes Erreichen des 

Signifikanzniveaus könnte auf diese Tatsache zurückzuführen sein. Dies fällt 

insbesondere bei den verwendeten Proben der D374Y-PCSK9-Minipigs für 

Lgals3 auf. Hier zeigen sich sowohl Ausreißer im Sinne einer vermehrten 

Expression, als auch Werte , die dem Wildtypen nahezu gleichen.  

Durch Verwendung spezifischerer Methoden wie beispielsweise Single-Cell-

RNA-Sequencing, könnte die Genexpression einzelner Zelltypen gezielt 

untersucht werden. Dadurch könnten noch genauere Einblicke in die 

pathophysiologischen Unterschiede z.B. der VSMC gewonnen werden.   
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Koronararterien 

In den koronararteriellen Proben zeigte sich nur bei den LDLR-/- Yucatan-

Minipigs mit einer signifikant erhöhten Expression von Lgal3 ein verändertes 

genetisches Expressionsmuster. Bei den anderen Genen und insgesamt bei den 

D374Y-PCSK9 Yucatan-Minipigs konnte keine signifikante Veränderung im 

Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen festgestellt werden.  

 

LGALS3 

LGALS3 kodiert für Galectin-3. Galectin-3 findet sich in vielen menschlichen 

Geweben, wie beispielsweise in Immunzellen, endothelialen und epithelialen  

Zellen. Es findet sich sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern und an der 

Zelloberfläche, wodurch es in einer Vielzahl von Prozessen beteiligt ist. Hierzu 

zählen Regulation von Inflammation, mRNA-Splicing, Zelldifferenzierung und 

immunologische Vorgänge. Der Einfluss auf verschiedenste Erkrankungen wie 

und Krebsarten ist Teil aktueller Forschung. (Dong et al., 2018) Galectin-3 ist 

zudem interessant, da es in verschiedensten Erkrankungen als Serum-Biomarker 

erforscht wird und dabei kaum Abhängigkeit von Alter oder Geschlecht zeigt. 

(Schindler et al., 2016) In früheren Untersuchungen konnten im Serum von 

Patienten mit angiographisch gesicherter KHK erhöhte Werte für Galectin-3 

nachgewiesen werden. (Aksan et al., 2016) Vergleicht man Patienten mit stabiler 

KHK und instabiler KHK so fanden sich im Serum von Patienten mit instabiler 

KHK erhöhte Galectin-3 Werte (Falcone et al., 2011). In atherosklerotischen 

fortgeschrittenen Läsionen konnte im Menschen eine erhöhte Expression von 

Galectin-3 festgestellt werden (Nachtigal et al., 1998; Papaspyridonos et al., 

2008). Galectin-3 kann Atherosklerose durch Förderung von Inflammation, 

Chemotaxis, Lipid-Endozytose, Remodeling der EZM, Kalzifizierung und 

oxidativen Stress verstärken (Aksan et al., 2016; Gao et al., 2020; Menini et al., 

2013). Auch in atherosklerotischen Tiermodellen wurden Plaques auf Galectin-3 

untersucht. In verschiedenen Modellen der Maus konnte vermehrt Galectin-3 in 

atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen werden. Bei genetischer Deletion 
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von Lgals3 oder pharmakologischer Hemmung von Galectin-3 zeigten sich dabei 

seltener atherosklerotische Läsionen. (Blanda et al., 2020; MacKinnon et al., 

2013) Auch in hypercholesterinämischen Kaninchen wurden in Proben der 

Aorten eine erhöhte Expression von Lgals3 nachgewiesen (Arar et al., 1998). Die 

Ergebnisse dieser Doktorarbeit verdeutlichen damit, dass das Großtiermodell 

LDLR-/- Yucatan-Minipigs auch im Bereich der genetischen Expression von 

Lgals3 menschenähnliche Veränderungen zeigt und sich dementsprechend zur 

weiteren Erforschung der Rolle von Galectin-3 in der Entstehung und 

Progression atherosklerotischer Läsionen eignet. Dies ist insbesondere durch 

teilweise widersprüchliche Ergebnisse bezüglich fraglicher atheroprotektiver 

Eigenschaften von Galectin-3 im Mausmodell geboten (Di Gregoli et al., 2020; 

Iacobini et al., 2009). Auch vor diesem Hintergrund wäre eine genauere 

Untersuchung bspw. durch Single-Cell-RNA-Sequenzing hilfreich. 

 

COL3A1 

Die EZM von Gefäßwänden besteht zu großen Teilen aus Kollagen. Kollagen 

Typ 3 macht dabei ca. 30% des vaskulären Kollagens aus. (Manon-Jensen et al., 

2016)  Dem Remodeling der EZM wird in der Pathogenese atherosklerotischer 

Erkrankungen eine bedeutende Rolle zugeschrieben. (Kong et al., 2013) Die 

Untersuchung von COL3A1 ist zudem durch bekannte Interaktionen mit 

Thrombozyten interessant. (Kuivaniemi & Tromp, 2019) In beiden hier 

verwendeten Großtiermodellen zeigte sich keine signifikante Änderung der 

Expression von Col3a1 in den Gefäßen. In früheren Untersuchungen konnte 

gezeigt werden, dass fibröse Plaques zu einem Großteil aus Kollagen Typ 1 und 

3 bestehen (Shekhonin et al., 1987). Im Rahmen der Progression 

atherosklerotischer Läsionen konnte eine relative Abnahme von Kollagen Typ 3 

beobachtet werden (Murata et al., 1986). Zudem fanden sich in vulnerablen 

Plaques vermehrt fragmentierte Kollagenfasern (Reimann et al., 2017). In einer 

anderen Studie wurden rupturierte mit nicht-rupturierten Plaques der Carotiden 

verglichen. Hierbei fanden die Forscher heraus, dass in den rupturierten Plaques 

unter anderem COL3A1 signifikant vermindert exprimiert wurde (H. Wang et al., 
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2019). Kong et al. fanden heraus, dass in Patienten, welche einen Myokardinfarkt 

erlitten hatten, in der angrenzenden Aorta COL3A1 vermindert exprimiert wurde. 

In Patienten, die eine stabile KHK hatten, war die Expression ohne signifikante 

Unterschiede (Kong et al., 2013). Die hier verwendeten Modelle entwickelten 

zwar fortgeschrittene atherosklerotische Läsionen, jedoch kam es zu keinen 

Rupturen. Die Ergebnisse decken sich also mit anderen Studien, wonach erst im 

Verlauf der Erkrankung mit signifikanten Veränderungen der Expression von 

COL3A1 zu rechnen ist.  

 

miRNA29b 

Weder im D374Y-PCSK9-Yucatan-Minipig, noch in LDLR-/- Yucatan-Minipigs 

zeigte sich ein verändertes Expressionsmuster für miRNA29b.  In vorherigen 

Studien, beispielsweise an hypercholesterinämischen ApoE-/- Mäusen, konnte 

bei HFHC-Diät eine erhöhte Expression von miRNA29b in der Aorta beobachtet 

werden (Zhu et al., 2014). In frühen atherosklerotischen Plaques aus 

menschlichen Koronararterien konnte ebenfalls eine erhöhte Expression von 

miRNA29b festgestellt werden. Jedoch wurden dafür nur Proben aus drei 

Patienten herangezogen. (R. Wang et al., 2015) OxLDL, welches im Rahmen der 

Pathogenese der Atherosklerose entsteht, führte in vitro zu einer 

Hochregulierung der miRNA29b (Chen et al., 2012). Die regulatorischen 

Funktionen der miRNA29b auf die Plaquestabilität wurden ebenfalls untersucht 

und nachgewiesen (Laffont & Rayner, 2017). Die fehlende vermehrte Expression 

in dieser Doktorarbeit fällt demnach aus der Reihe und entspricht nicht den 

Erwartungen. Gründe dafür könnten einerseits die geringe Probenzahl sein, 

andererseits auch die Tatsache, dass in der Untersuchung komplette 

Gefäßabschnitte untersucht wurden und nicht explizit atherosklerotische 

Plaques. In weiteren Untersuchungen an diesen Modellen sollte bezüglich der 

Expression von miRNA29b das Augenmerk stärker auf Proben direkt aus 

Läsionen liegen, um ggf. die in Mausmodellen und Mensch bekannten 

Veränderungen zu beobachten. 
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ACTA2: 

Das Gen ACTA2 kodiert für alpha-smooth-muscle-actin (alpha-smA) und ist 

Bestandteil glatter Muskelzellen und Myofibroblasten (S.-M. Yuan, 2015). VSMC 

machen den Hauptteil der Intima media eines Blutgefäßes aus. (Shi et al., 2020) 

In den hier untersuchten Proben konnte keine signifikant veränderte Expression 

von Acta2 festgestellt werden. In früheren Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass im Rahmen des phänotypischen Wandels der VSMC in der 

Pathogenese der Atherosklerose ein Verlust von kontraktilen Elementen und 

Markern glatter Muskelzellen, wie alpha-smA, der VSMC stattfindet (Bennett et 

al., 2016; Lacey et al., 2019; Shankman et al., 2015; Tabas et al., 2015). Dabei 

scheint die Expression von alpha-smA abhängig vom Krankheitsstadium und der 

Lokalisation in der Gefäßwand zu sein. In menschlichen Proben aus der Aorta 

ascendens von Patienten mit koronarem Bypass konnten erhöhte Werte für 

alpha-smA festgestellt werden, trotz makroskopisch fehlender Veränderungen 

(Forte et al., 2018). So wurde eine verstärkte Bildung von alpha-smA im Bereich 

der fibrösen Kappe beobachtet (Allahverdian et al., 2018). In fortgeschrittenen 

Läsionen der ApoE-/- Maus hingegen exprimierten intimale VSMC nahezu kein 

alpha-smA mehr (Tabas et al., 2015). Histopathologisch zeigte sich in den hier 

durchgeführten Untersuchungen eine sich zu bilden beginnende fibröse Kappe. 

Dass die Expression von Acta2 keine signifikanten Änderungen aufweist, könnte 

dadurch erklärt werden, dass nicht spezifische Regionen der Gefäßwand einzeln 

betrachtet wurden, sondern die Gefäßwand als Ganzes. So könnten verstärke 

Expression im Bereich der fibrösen Kappe und verminderte Expression durch 

den phänotypischen Wandel sich gegenseitig aufheben. Eine gezieltere 

Untersuchung der einzelnen Gefäßwandschicht und Plaqueschichten könnte 

genaueren Aufschluss geben.   
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Myokard 

 

Im Myokard fand sich nur im LDLR-/- Yucatan-Minipig bei der Untersuchung von 

Col3a1 ein signifikant vermindertes Expressionsmuster. Alle anderen 

untersuchten Gene zeigten sowohl im LDLR-/-, als auch im D374Y-PCSK9  

Yucatan-Minipig keine signifikanten Unterschiede. 

 

LGALS3 

LGALS3  bzw. das darin kodierte Galectin-3 steht in Assoziation zu mehreren 

fibrotischen Erkrankungen wie Leber- und Nierenfibrose (Yu et al., 2013). In 

gesundem Myokard wird LGALS3 kaum exprimiert. Kommt es jedoch zu 

Gewebsverletzung, so wird es in der initialen Phase der Reparatur hochreguliert. 

Eine dauerhafte Überexprimierung scheint mit Fibrose assoziiert zu sein. 

(Suthahar et al., 2018) Galectin-3 induziert Inflammation, die Proliferation 

kardialer Fibroblasten, die Bildung von Kollagen und kardiale Dysfunktion in 

Modellen für Herzinsuffizienz und kardiale Hypertrophie (Y.-H. Liu et al., 2009; 

Sharma et al., 2004). In Myokard von Patienten, welche aufgrund einer 

Aortenklappenstenose einen Aortenklappenersatz erhielten, fanden Zhou et al. 

erhöhte Expresisonsmuster für Galectin-3 und hatten eine positive Korrelation 

zum Ausmaß der myokardialen Hypertrophie und kardialen Fibrose in diesen 

Patienten (Zhou et al., 2016). Im Modell des kardialen Remodellings im Rahmen 

arterieller Hypertonie konnten Yao et al. ebenfalls eine positive Korrelation mit 

frühem kardialen Remodelling feststellen (Yao et al., 2016). 

Weder im Myokard von LDLR-/-, noch  im Myokard von D374Y-PCSK9-Yucatan-

Minipigs konnten erhöhte Werte für Lgals3 festgestellt werden. Dies stützt die 

Hypothese, dass mehrere Faktoren und u.a. eine Gewebsverletzung notwendig 

sind, um kardiale Fibrose zu bedingen. Alleinige Hypercholesterinämie und 

vermehrtes Vorhandensein von Makrophagen im Myokard scheinen in unseren 

Großtiermodellen keinen ausreichenden Stimulus für eine Überexpression von 

Lgals3 und entsprechend für Fibrose zu sein. 
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COL3A1 

Kollagen Typ 3 ist zusammen mit Typ 1 der hauptsächlich vorkommende 

Kollagentyp der myokardialen EZM (Souza, 2002). Die Expression von COL3A1 

in myokardialem Gewebe war in bisherigen Studien insbesondere im Rahmen 

der Forschung zum kardialen Remodeling nach Infarkt oder kardialer Fibrose 

untersucht worden. Hierbei zeigten sich beispielsweise unterschiedliche 

Expressionsmuster im Rahmen der dilatativen, der valvulären und ischämischen 

Kardiomyopathie, mit der höchsten Expression in der dilatativen, gefolgt von der 

ischämischen Kardiomyopathie. (Herpel et al., 2006) Auch in der restriktiven 

Kardiomyopathie fanden sich erhöhte Werte für COL3A1 (Kuivaniemi & Tromp, 

2019). Umso bemerkenswerter ist die signifikant verminderte Expression im 

Myokard der LDLR-/- Yucatan-Minipigs. Diese steht konträr zu den bekannten 

und erwarteten Ergebnissen, auch wenn histologisch keine kardiale Fibrose 

nachweißbar war. Eine verminderte Expression war im späten Verlauf des 

kardialen Remodeling zugunsten von Kollagen Typ 1 bereits beobachtet worden 

(Uchinaka et al., 2018). Dass eine Hypercholesterinämie, verbunden mit einem 

vermehrten Auftreten von Makrophagen im Myokard, zu einer Veränderung der 

Zusammensetzung der EZM führt, sollte in weiteren Studien untersucht werden.  

Aufgrund der geringen verwendeten Probenzahl sollten diese Ergebnisse auch 

am gleichen Modell mit einer größeren Zahl an Proben verifiziert werden.  

 

miRNA29b 

Weder im D374Y-PCSK9-Yucatan-Minipig noch in LDLR-/- Yucatan-Minipigs 

zeigte sich ein verändertes Expressionsmuster für miRNA29b. In vitro zeigten 

sich nach hypoxischer Schädigung verminderte Werte für miRNA29b in 

Kardiomyozyten (Cai & Li, 2019). Sowohl in vitro, als auch in vivo, konnte im 

Mausmodell die Beteiligung der miRNA29b am post-myokardinfarkt Remodeling 

durch kardiale Fibroblasten festgestellt werden. Allgemein scheinen die kardialen 

Fibroblasten Hauptort der Expression der miRNA 29b zu sein. (van Rooij et al., 

2008) Verminderte Werte für miRNA29b sind bei einer Vielzahl fibrotischer 

Erkrankungen zu beobachten (Lars Maegdefessel et al., 2014). Im Gegensatz zu 
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den genannten Beispielen konnte im Myokard der hier verwendeten Modelle 

keine verstärkte Fibrose, Infarzierung oder Hypoxie nachgewiesen werden. Eine 

fehlende Veränderung der miRNA29b überrascht demnach nicht und deckt sich 

mit bisherigen Erkenntnissen. Eine alleinige Hypercholesterinämie ohne 

kardiales Ereignis scheint nicht ausreichend zu sein, um eine kardiale Fibrose zu 

initiieren oder Änderungen in der Expression von miRNA29b zu verursachen.  

 

ACTA2 

Für die Expression von Acta2 konnte in keiner der hier untersuchten 

Gewebeproben eine veränderte Expression festgestellt werden. In gesundem 

Myokard befindet sich eine Vielzahl an ruhenden Fibroblasten-ähnlichen Zellen. 

Im Fall einer Verletzung des Myokards, beispielsweise durch einen 

Myokardinfarkt, kommt es durch Ausschüttung und Freisetzung 

inflammatorischer Stoffe zur Aktivierung dieser Zellen. Allgemein benötigt ein Teil 

der Fibroblasten in heilendem Gewebe die Fähigkeit zur Kontraktion. Dies wird 

unter anderem durch die vermehrte Bildung von alpha-smA bewerkstelligt. 

(Shinde et al., 2017) Aktivierte Myofibroblasten sind nach Humeres et al. die 

Hauptproduzenten für Matrix-Proteine und Matrix-Makromoleküle. In fibrotischen 

Herzen finden sich viele alpha-smA exprimierende Myofibroblasten. (Humeres & 

Frangogiannis, 2019). Direkt nach der Schädigung des Myokards werden sie 

aktiviert und exprimieren teils große Mengen an alpha-smA. Fehlt die Verletzung, 

so exprimieren die ruhenden Fibroblasten kein alpha-smA. (Humeres & 

Frangogiannis, 2019; Shinde et al., 2017). Weder Alter, noch Diabetes mellitus 

konnten die ruhenden Fibroblasten aktivieren (Humeres & Frangogiannis, 2019). 

Die Ergebnisse aus den hier durchgeführten Experimenten decken sich mit den 

bisherigen Erkenntnissen, dass eine Verletzung des Myokards notwendig ist, um 

eine Aktivierung der ruhenden Fibroblasten und entsprechend erhöhte 

Expression von Acta2 zu bewirken. Auch eine alleinige Hypercholesterinämie ist 

kein ausreichender Stimulus dafür. Unterstützt werden die Ergebnisse der 

genetischen Untersuchung vom fehlenden histopathologischen Nachweis 

myokardialer Fibrose. 
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Herzklappen 

 

In den untersuchten Herzklappen zeigten sich im LDLR-/- Yucatan-Minipig 

signifikante Änderungen für COL3A1, welches vermindert exprimiert wurde, und 

Lgals3, welches vermehrt exprimiert wurde. Alle anderen untersuchten Gene 

zeigten sowohl im LDLR-/-, als auch im D374Y-PCSK9 Yucatan-Minipig keine 

signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle. 

 

LGALS3:  

Durch den Wandel der vermuteten Pathogenese in kalzifizierten 

Aortenklappenstenosen hin zu einem initial der Atherosklerose ähnlichen 

Geschehen und der Rolle von LGALS3 bzw. Galectin-3 in atherosklerotischen 

Läsionen wurden auch an menschlichen Herzklappen die Expression von 

Galectin-3 untersucht.  

Im Gegensatz zu Serumuntersuchungen bei Patienten mit KHK (s.o.) konnte bei 

Patienten mit Aortenklappenstenosen anhand der Serumwerte für Galectin-3 

keine Aussage bezüglich Schwere oder Funktion der Aortenklappenstenose 

festgestellt werden (Arangalage et al., 2016). Dennoch wurde in Proben von 

Patienten mit höhergradiger kalzifizierter Aortenklappenstenose in den Klappen 

eine vermehrte Expression von Galectin-3 festgestellt. Es war maßgeblich am 

Kalzifizierungsprozess der Aortenklappen beteiligt. Galectin-3 stimulierte in vitro 

interstitielle Bindegewebszellen der Herzklappen, die daraufhin vermehrt Marker 

für Inflammation, Fibrose und Kalzifikation zeigten.(Sádaba et al., 2016) Sun et 

al. erforschten in atherosklerotische Läsionen, dass Galectin-3 über eine 

Hochregulierung von Sortilin zu Makrokalzifizierungen in den Plaques bewirkte 

(Z. Sun et al., 2019). Auch in dem in dieser Doktorarbeit verwendeten Modell mit 

LDLR-/- Yucatan-Minipigs wurde diese erhöhte Expression festgestellt. Die Rolle 

von Galectin-3 an der Entstehung und Progression von kalzifizierten 

Aortenklappenstenosen könnte in diesem Modell weiter beleuchtet werden.  

 



 
 

104 
 
 

COL3A1-Expression 

Die EZM gesunder Aortenklappen des Menschen besteht zu ca. 70% aus 

Kollagen Typ 1 und zu ca. 25% aus Kollagen Typ 3. Der Gesamtanteil von 

Kollagen am Gesamt-Protein macht dabei rund 90% aus. In erkrankten, 

stenosierten Klappen wurden jedoch nur Werte von ca. 40% in weichem Gewebe 

und nur 10% in kalzifizierten Arealen gemessen. (Eriksen et al., 2006) Miura et 

al. konnten in stenosierten Aortenklappen einen drastischen Rückgang des 

vorhandenen Kollagen Typ 1 feststellen (Miura & Katoh, 2016). In mehreren 

Studien wurde jedoch eine erhöhte genetische Expression von COL1A1 

festgestellt, sodass insgesamt von einem erhöhten Umsatz der Kollagene und 

von einem Remodelling der EZM in stenosierten Aortenklappen auszugehen ist. 

(Bossé et al., 2009; Eriksen et al., 2006; Hutson et al., 2016; Sádaba et al., 2016) 

Hutson et al fanden jedoch keine erhöhte Expression von COL1A1 (Hutson et al., 

2016). Zur Expression von COL3A1 in stenosierten Herzklappen zeigten 

bisherige Studien keine einheitlichen Ergebnisse. Während Bossé et al. eine 

unveränderte Expression von COL3A1 feststellten, fanden Eriksen et al. in 13 

von 30 untersuchten kalzifizierten stenosierten Herzklappen eine leicht erhöhte 

Expression und in 17 von 30 eine fehlende Expression (Bossé et al., 2009; 

Eriksen et al., 2006). Sádaba et al. fanden hingegen eine signifikant erhöhte 

Expression von COL3A1 in kalzifizierten Aortenklappen (Sádaba et al., 2016). 

Die Herzklappen der in dieser Doktorarbeit untersuchten LDLR-/- Yucatan-

Minipigs zeigten, wie oben beschrieben, eine signifikant verminderte Expression 

an COL3A1. Die Ergebnisse stehen damit im Gegensatz zu den bisherigen 

Ergebnissen aus Studien am Menschen. Zu beachten ist jedoch, dass in 

bisherigen Studien meist bereits fortgeschritten erkrankte Herzklappen 

untersucht wurden, in dieser Studie die Herzklappen nur im Anfangsstadium 

einer möglichen stenosierenden Herzklappenerkrankung verwendet wurden. Die 

in dieser Doktorarbeit verwendeten D374Y-PCSK9-Yucatan-Minipigs zeigten 

keine veränderte Expression von Col3a1. Die Veränderung der EZM ist ein 

Kennzeichen der kalzifizierten Aortenklappenstenose. Die Ergebnisse dieser 

Doktorarbeit könnten auf ein differentes Remodelling der EZM zu Beginn der 

Erkrankung hinweisen. 
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Um die Rolle und Expression verschiedener Kollagene in der 

Krankheitsentstehung und Progression zu bestimmen, bedarf es weiterer 

Forschung.   

 

miRNA29b 

Weder im D374Y-PCSK9-Yucatan-Minipig noch in LDLR-/- Yucatan-Minipigs 

zeigte sich ein verändertes Expressionsmuster für miRNA29b. Der Einfluss von 

miRNA29b auf die Produktion verschiedener Gene der EZM wurde bereits in 

vielen Studien untersucht. So reguliert miRNA29b u.a. die Expression von 

COL1A1, COL1A2, COL3A1, Elastin, Fibronectin-1 und Fibrillin-1 (Ulrich et al., 

2016; van Rooij et al., 2008). Durch miRNA29b-Agonisten konnte beispielsweise 

die Bildung von Elastin in Fibroblasten und VSMC vermindert werden (Suárez & 

Fernández-Hernando, 2012). Eine Beteiligung der miRNA29b am Remodelling 

der EZM im Rahmen der Pathogenese stenosierender Klappenerkrankungen 

wurde, nach meinem Kenntnisstand, noch nicht untersucht. Histopathologisch 

zeigten sich in den hier verwendeten Schweinemodellen frühe pathologische 

Veränderungen der Herzklappen. Auch auf Genexpressionsebene konnte bei 

LDLR-/- Yucatan-Minipigs eine Änderung der Kollagenexpression festgestellt 

werden. Diese Änderung geht jedoch ohne signifikante Änderung der miRNA29b-

Expression einher. Dadurch lässt sich mutmaßen, dass zumindest in den frühen 

Phasen der Entstehung stenosierender Klappenerkrankungen, das extrazelluläre 

Remodelling außerhalb der Kontrolle der miRNA29b steht. Beachten sollte man 

jedoch, dass dies keine Aussagen bezüglich später kalzifizierter 

Aortenklappenstenosen zulässt. Die Untersuchung fortgeschrittener 

Klappenstenosen auf miRNA29b, welche auch als Masterregulator der Fibrose 

bezeichnet wird (O'Reilly, 2016), sollte Teil der zukünftigen Forschung sein.  
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ACTA2 

Für die Expression von ACTA2 konnte, wie auch in den Koronarien und dem 

Myokard, in keiner der hier untersuchten Gewebeproben eine veränderte 

Expression festgestellt werden. Dies überrascht, da histologisch im LDLR-/- 

Yucatan-minipig ein vermehrtes Vorkommen smA-positiver Zellen beobachtet 

werden konnte. Erneut muss auf die Limitation dieser Arbeit hinsichtlich der 

Probengewinnung und Verarbeitung als mögliche Ursache hingewiesen werden. 

In etwa der Hälfte der valvulären interstitiellen Zellen (VIC) aus menschlichen 

kalzifizierten Aortenklappenstenosen finden sich eine Expression von alpha-smA 

(X. Liu et al., 2021). In stenosierten Klappen differenzieren sich VIC und 

Fibroblasten zu Myofibroblasten, was durch eine vermehrte Bildung von alpha-

smA gezeigt werden konnte. Sie produzieren EZM und führen dadurch zu einer 

Verdickung und Fibrose der Klappe. (Goody et al., 2020; Helske et al., 2007) Lu 

et al. vermuteten, dass der Ursprung der Osteoblasten-artigen Zellen in den 

Myofibroblasten liegen könnte, nachdem sie in explantierten porcinen 

kalzifizierten Herzklappenprothesen eine verstärkte Bildung von alpha-smA 

beobachteten (Lu et al., 2018). In den hier durchgeführten Untersuchungen 

wurden jedoch keine kalzifizierten Klappen untersucht, sondern lediglich frühe 

Klappenveränderungen. Dabei decken sich die Ergebnisse mit den Ergebnissen 

von Porras et al. In deren Studie fand sich, trotz histologisch verdickter 

Herzklappen im Rapacz-Schweinemodell, keine veränderte Expression von 

alpha-smA. Zu den initialen Veränderungen in der Pathogenese stenosierender 

Klappenerkrankungen gehören demnach hauptsächlich inflammatorische 

Prozesse mit kollagenem Remodelling. Eine Untersuchung der valvulären 

Expression von Acta2 im Schweinemodell sollte zusätzlich zu einem späteren 

Zeitpunkt der Erkrankung erfolgen, um die Expressionsmuster im 

Krankheitsprogress zu bestimmen.  
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7. Zusammenfassung 

 

Atherosklerotisch bedingte Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit, sind 

in unserer Gesellschaft weit verbreitet. Die Forschung in dem Menschen 

ähnlichen Organismen in diesem Gebiet erscheint unerlässlich. Bisherige 

Tiermodelle, insbesondere Kleintiermodelle wie Maus oder Kaninchen sind in 

ihrer Übertragbarkeit jedoch teilweise stark eingeschränkt. Durch große 

phylogenetische Ähnlichkeiten und der Möglichkeit gezielter Interventionen 

wurden in den letzten Jahren Großtiermodelle am Schwein etabliert. In dieser 

Arbeit wurden die Modelle von LDLR -/- Yucatan-minipigs und D374Y-PCSK9 

Yucatan-minipigs sowohl mittels immunhistochemischer Färbungen als auch 

bezüglich ihrer Expression spezieller Gene mittels qRT-PCR mit dem Fokus auf 

Koronararterien, Herzklappen und Myokard gezielt erweitert untersucht. 

Immunhistochemisch wurden bezüglich Myokard und Herzklappen lediglich 

Proben der LDLR-/- Schweine untersucht. Ziel war dabei die Feststellung 

pathophysiologischer Ähnlichkeiten der Atherosklerose zum Menschen, sowie 

die Befundung möglicher weitere Pathologien, die durch die entstandene 

Hypercholesterinämie getriggert wurden. Bei der Genexpression wurde u.a. 

Augenmerk auf die miRNA29b, als mögliches Target zukünftiger Therapien, 

gelegt. Diese wurde in mehreren vorangegangenen Arbeiten mit kardialer 

Fibrose und atherosklerotischen Plaques im Menschen in Verbindung gebracht.   

Histopathologisch zeigten in beiden Modellen die Koronararterien 

fortgeschrittene atherosklerotische Läsionen, jedoch ohne beim Menschen 

typischen Kalzifizierungen oder Komplikationen wie Plaquerupturen. Genetisch 

zeigten sich im Bereich der Expression von Galectin-3 eine, dem Menschen 

ähnliche, signifikante Erhöhung im LDLR-/- Schwein. Die miRNA29b verblieb 

ohne auffälliges Expressionsmuster in beiden Modellen.  

Im Myokard der LDLR-/- Schweine fand sich histopathologisch eine auffällige 

Verteilung und Mehrzahl von Makrophagen. Genetisch zeigte sich eine 

verminderte Expression von Kollagen Typ 3. Die Ergebnisse stehen konträr zu 
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den Erwartungen einer möglichen kardialen Fibrose. Der Zusammenhang 

zwischen Hypercholesterinämie, kardialer Makrophagen und kardialer Fibrose 

bedürfen weiterer gezielter Untersuchungen. Im untersuchten Myokard fand sich 

kein verändertes Expressionsmuster für miRNA29b. 

Im Bereich der Herzklappen fanden sich im LDLR-/- Schwein Ansammlungen von 

Makrophagen und smA-exprimierenden Zellen im Bereich der dem Blutfluss 

ausgesetzten Seite der Klappe. Genetisch fand sich eine erhöhte Expression von 

Galectin-3, sowie verminderte Expression von Kollagen Typ 3. Diese Ergebnisse 

ähneln stark Ergebnissen anderer Untersuchungen an menschlichen 

kalzifizierten Aortenklappenstenosen. Eine Grundlagenforschung der 

kalzifizierten Aortenklappenstenose als möglicherweise atherosklerotisch 

bedingte Erkrankung ist geboten und in ihrer initialen Phase der Genese am 

LDLR-/- Yucatan-minipig möglich.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf, dass insbesondere das LDLR-/- 

Yucatan-minipig als ein valides Modell zur Forschung am Formenkreis der 

atherosklerotisch bedingten Erkrankungen dienen kann. Die dargestellten 

Ergebnisse sollten jedoch nur als Beginn einer detaillierteren Untersuchung 

gesehen werden. Neben der fortgeschrittenen Forschung an der koronaren 

Herzkrankheit ist dabei insbesondere der Bedarf einer Grundlagenforschung der 

stenosierenden Herzklappenerkrankungen hervorzuheben. 
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