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1. Einleitung 

1.1 Pathogenetische Grundlagen der Arteriosklerose 

Arteriosklerose ist eine fortschreitende Erkrankung der großen und mittleren Ar-

terien, gekennzeichnet durch die Ansammlung von Lipiden und fibrösen Elemen-

ten in der Gefäßwand. Bereits im ersten Lebensjahrzehnt bilden sich die patho-

genetischen Vorstufen der Arteriosklerose, die sogenannten fatty streak lesions, 

in der Aorta des Menschen. Sie bestehen aus subendothelialen Einlagerungen 

von Fettspeichermakrophagen, den sogenannten Schaumzellen, sowie aus Pro-

teoglykanen und Kollagenfasern. 

Im weiteren Verlauf der Erkrankung bilden sich intimale Lipidherde, die ebenfalls 

Schaumzellen enthalten und von einer fibrösen Kappe aus glatten Muskelzellen 

und Interzellularsubstanz bedeckt sind. Diese Läsionen werden als fibrous le-

sions bezeichnet (Stary et al., 1995). Durch apoptotischen Zelluntergang lipid-

speichernder Zellen mit Bildung eines lipidreichen Kerns und Ausdünnung der 

fibrösen Kappe entsteht im Verlauf dann das Atherom als Vollbild arterioskleroti-

scher Erkrankungen. Im Atherom sind Cholesterinablagerungen von Schaumzel-

len und zahlreichen Entzündungszellen umgeben. Außerdem kann es zu 

Kalkeinlagerungen kommen (Lusis, 2000). 

Abbildung 1 veranschaulicht das makroskopische Erscheinungsbild eines Athe-

roms. 

 

 

Makroskopische Darstellung einer humanen arterioskleroti-

schen Plaque an der Karotisbifurkation 

 

Bildquelle: 

http://www.flickr.com/photos/euthman/121061911/in/pool503034

59@NOO/ 
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Durch Ruptur der fibrösen Kappe des auch als Plaque bezeichneten Atheroms 

kann es zur Plättchenaggregation und Bildung eines Thrombus kommen. Je 

nach Ausmaß der Lumenstenose kann es zu klinisch manifesten Ischämien mit 

potentiell letalen Folgen wie instabiler Angina pectoris oder akutem Myokardin-

farkt kommen. Möglich sind aber auch klinisch stumme thrombotische Ereignis-

se, welche durch Organisation des thrombotischen Materials mit der Zeit eben-

falls zum Wachstum der Läsionen beitragen (Libby, 2001). Da mit der Arterio-

sklerose oftmals auch eine Destruktion der Media und Schwächung der Gefäß-

wand einhergeht, kann es auch zur Aneurysmabildung – vor allem in der abdo-

minalen Aorta – kommen (Folkesson et al., 2011). 

Für die Entstehung arteriosklerotischer Läsionen sind unter anderem die Spiegel 

an zirkulierendem low-density-lipoprotein (LDL)-Cholesterin von Bedeutung. Da 

ein Gleichgewicht zwischen der LDL-Diffusion in die Gefäßwand und seiner Ent-

fernung aus der Gefäßwand besteht, begünstigen hohe Spiegel von LDL-

Cholesterin im Plasma die Bildung subintimaler Fettdepots (Lusis, 2000). Auch 

eine gestörte Funktion der Endothelzellen, ausgelöst durch verschiedene kardio-

vaskuläre Risikofaktoren, mit Verlust der Barrierefunktion kann zu verstärkter 

Deposition von Cholesterin in die Gefäßwand führen. Die Endotheldysfunktion 

begünstigt die Rekrutierung von Leukozyten, insbesondere Makrophagen, in die 

Gefäßwand, welche dort modifiziertes Cholesterin aufnehmen und speichern und 

so zur Entstehung von vulnerablen Plaques beitragen (Eriksson, 2004). 

Die Funktionalität der Endothelzellen ist abhängig von ihrer Lokalisation im Ge-

fäßbaum: bei gleichförmigem und laminarem Blutstrom sind die Endothelzellen 

ellipsoid und gerade entlang der Gefäßwand ausgerichtet. Ist der Blutstrom da-

gegen turbulent, wie zum Beispiel in der Umgebung von Gefäßverzweigungen, 

ist ihre Form polygonal und ihre Ausrichtung zufällig. Letzterer Phänotyp ist as-

soziiert mit einer schnelleren Progression der Arteriosklerose durch höhere Per-

meabilität für LDL-Cholesterin (Gimbrone, 1999 und de Nigris et al., 2003). Dies 

deckt sich mit der Beobachtung, dass Regionen in der Nähe von Gefäßverzwei-
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gungen und damit niedriger Schubspannung (shear stress) Prädilektionsstellen 

für die Entwicklung der Arteriosklerose sind (Ku et al., 1985).  

In der Gefäßwand abgelagertes LDL-Cholesterin wird zumeist oxidativ modifi-

ziert. Oxidiertes LDL (oxLDL) führt in der Folge zu Entzündungsprozessen, die in 

hohem Maße am Fortschreiten der Arteriosklerose beteiligt sind. So werden En-

dothelzellen zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und Adhäsionsmole-

küle stimuliert. Die Expression von Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP 1) wird in 

Endothelzellen gesteigert, die Expression von Gewebsinhibitoren von Matrixme-

talloproteinasen (tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP1) wird durch 

oxLDL gehemmt und so die Degradation der Extrazellulärmatrix (extracellular 

matrix, ECM) begünstigt (Huang et al, 2001). In der Folge migrieren Monozyten 

und Lymphozyten im Rahmen des inflammatorischen Prozesses in die Arterien-

wand. Makrophagen können oxidiertes LDL über den Scavenger-Rezeptor, wel-

cher seinen Namen der Tatsache verdankt, dass er eine Vielzahl an Polyanionen 

binden kann (Brown et al., 1980), phagozytieren und werden so zu Schaumzel-

len (Fogelman et al., 1988). Oxidiertes LDL kann auch die Synthese von Stick-

stoffmonoxid (NO) in der Gefäßwand hemmen. NO ist ein wichtiger Vasodilatator 

und damit gefäßprotektiver Faktor. Die Synthese von Stickstoffmonoxid ist ein 

Maß für die physiologische Endothelfunktion. Zusätzlich hat Stickstoffmonoxid 

auch noch direkte anti-inflammatorische und antithrombotische Effekte (De Cate-

rina et al., 1995).  

Die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen wird durch Zytokine und 

Wachstumsfaktoren aus Makrophagen und T-Lymphozyten gesteuert. Die glat-

ten Muskelzellen (smooth muscle cells, SMC) der fibrösen Kappe produzieren 

und sezernieren extrazelluläre Matrixproteine (ECM-Proteine) und  tragen somit 

einerseits zum Größenwachstum einer arteriosklerotischen Läsion, andererseits 

aber auch zu deren Stabilität bei (Clarke et al., 2006). Das Auftreten thromboti-

scher Komplikationen fortgeschrittener Plaques hängt insgesamt weniger von 

dem Grad der Stenose, dafür aber stark von der Zusammensetzung der Plaque 

ab. Vergleichende pathologische Untersuchungen haben ergeben, dass instabile 
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Plaques vorwiegend dünne, kollagenarme fibröse Kappen und mehr Entzün-

dungszellen enthalten (Mann und Davies, 1996), während stabile Plaques durch 

einen hohen fibrösen Anteil und niedrigen Lipidanteil gekennzeichnet sind (Stary 

et al., 1995). 

Bei der Entstehung instabiler arteriosklerotischer Plaques hemmen von T-

Lymphozyten sezernierte Faktoren, wie Interferon-, die Synthese extrazellulärer 

Matrix-Proteine in glatten Muskelzellen. Makrophagen und Endothelzellen produ-

zieren Proteasen, welche die von SMCs produzierten Matrixproteine vermehrt 

abbauen (Libby, 1999). Insbesondere Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) degra-

dieren Kollagenfibrillen und schwächen so die Stärke der fibrösen Kappe (Suk-

hova et al., 1999). Die Expression von Matrix-Metalloproteinasen wird durch pro-

inflammatorische Zytokine induziert.  

Nach Ruptur der fibrösen Kappe binden Thrombozyten über spezifische Integrin-

rezeptoren an freigelegte Matrixmoleküle (z.B. Kollagen) oder immobilisierten 

von-Willebrand-Faktor und werden dadurch aktiviert. Darüber hinaus aktiviert die 

von Endothelzellen und Makrophagen produzierte Gewebsthrombokinase (tissue 

factor, TF) die Gerinnungskaskade. Oxidiertes LDL oder Bindung des von akti-

vierten T-Lymphozyten produzierten CD40-Liganden an das Membranprotein 

CD40 auf der Oberfläche von SMCs stimulieren die Synthese von TF (Schön-

beck et al., 2000).  

Gegenregulatorisch wird von aktivierten Endothelzellen in räumlicher Nähe zu 

frischen Blutgerinnseln Gewebs-Plasminogen-Aktivator (tissue plasminogen acti-

vator, tPA) sezerniert, welcher nach Bindung an Fibrin aus dem Thrombus die 

lokale Fibrinolyse vermittelt (Gebbink, 2009). Ist das lokale Gleichgewicht zwi-

schen gerinnungsfördernden und fibrinolytischen Substanzen ungünstig ver-

schoben, kann es durch die Ruptur der fibrösen Kappe zum kompletten Gefäß-

verschluss mit dem klinischen Erscheinungsbild des akuten Koronarsyndroms 

kommen, falls dieser Gefäßverschluss in den Herzkranzgefäßen stattfindet. 
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Bei nicht-tödlichem Verlauf eines thrombotischen Verschlusses einer Koronarar-

terie werden Thromben auf arteriosklerotischen Plaques nach einiger Zeit orga-

nisiert und resorbiert. Aus aktivierten Blutplättchen werden Wachstumsfaktoren 

freigesetzt (wie z.B. platelet derived growth factor; PDGF; oder transforming 

growth factor β; TGF-β), welche die Kollagensynthese und die Proliferation glat-

ter Muskelzellen stimulieren. So können auch klinisch stumme thrombotische Er-

eignisse zum Wachstum der Läsionen führen (Libby, 2001). Abbildung 2 veran-

schaulicht die Initiation, Progression und möglichen Komplikationen einer arterio-

sklerotischen Plaque. 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Initiation, Progression und 

Komplikation arteriosklerotischer Plaques  

Der obere Teil der Abbildung stellt einen Longitudinalschnitt durch eine Arterie 

als zeitlichen Verlauf der Arteriogenese vom Normalbefund (1) bis hin zur in-

tramuralen Lipideinlagerung (3 und 4), akuten Thrombose (5) und chronischen 

Lumenstenose (7) dar. Die untere Abbildung zeigt Querschnitte der Arterie ent-

sprechend den einzelnen Stadien der Atheromentstehung.  

Bildquelle: Armstrong et al., 2006, Seite e73. 
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Der Prozess der Bildung arteriosklerotischer Läsionen kann, pathogenetisch be-

trachtet, als Antwort auf eine externe Verletzung verstanden werden (Lusis, 

2000).  

1.2 Das Apolipoprotein-E-Knockout-Mausmodell zur Untersuchung der Pa-

thogenese arteriosklerotischer Gefäßwandveränderungen 

Verschiedene Tiermodelle sind zur Untersuchung der Pathogenese der Arterio-

sklerose entwickelt worden. In diesem Zusammenhang bietet sich die Untersu-

chung von Mäusen an, da diese relativ leicht zu halten und schnell zu züchten 

sind (Hofker et al., 1998). Obwohl Wildtyp-Mäuse spontan keine arterioskleroti-

schen Läsionen entwickeln, da sie durch ein Lipoprotein-Profil geschützt sind, in 

dem das anti-atherogene HDL überwiegt (Hofker et al., 1998), stehen mittlerweile 

verschiedene Mausmodelle zur Verfügung, an denen die Entwicklung von  

arteriosklerotischen Läsionen verfolgt werden kann. Alle diese Mauslinien entwi-

ckeln eine Hypercholesterinämie, die mit der Progression der Arteriosklerose kor-

reliert.  

So entwickelt beispielsweise die C57BL/6-Mauslinie unter Fett- und cholesterin-

reicher Diät frühe arteriosklerotische fatty-streak-Läsionen (Paigen et al., 1985). 

Die HuBTg-Maus exprimiert das menschliche apoB-Gen, welches als einziger 

Protein-Bestandteil von LDL-Partikeln die Aufnahme dieser Partikel in die Zellen 

durch den LDL-Rezeptor vermittelt (Callow et al., 1995; Purcell-Huynh et al., 

1995).  

Die LDL-Rezeptor-Knockout-Maus entwickelt erst unter fett- und cholesterinrei-

cher Diät hohe Cholesterinspiegel (>1500 mg/dl), was vor allem auf erhöhte LDL-

und IDL-Werte zurückzuführen ist (Ishibashi et al., 1994; Palinski et al., 1995). 

Die apoE-Leiden-transgene Maus exprimiert eine apoE-Variante, die auch bei 

der Typ-III-Hyperlipoproteinämie des Menschen auftritt und dort ebenfalls mit Ar-

teriosklerose assoziiert ist (van Vlijmen et al., 1994). 
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Die Apolipoprotein-E (apoE)-Knockout-Maus entwickelt unter Standardfutter arte-

riosklerotische Läsionen, die menschlichen in fast allen Stadien ihrer Entwicklung 

ähneln (Nakashima et al., 1994). Insbesondere ist hervorzuheben, dass von den 

genannten Modellen nur die apoE-Knockout-Maus im Laufe ihrer normalen Le-

bensspanne arteriosklerotische Läsionen entwickelt, während alle anderen Mo-

delle dazu eine primär fett- und cholesterinreiche Diät benötigen.  

Die Entwicklung der ApoE-Knockout-Maus geschah unabhängig voneinander in 

drei verschiedenen Laboratorien (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992; Van 

Ree et al., 1994). Die apoE-Knockout-Maus ist ein geeignetes Modell zur Erfor-

schung der Pathomechanismen der Arteriosklerose. Auf Grund des genetischen 

Defektes entwickeln die Mäuse eine Hypercholesterinämie (Plump et al., 1992), 

deren Schweregrad abhängig ist vom Cholesteringehalt der Nahrung (Nakashi-

ma et al., 1994). Interessanterweise scheinen weibliche Mause empfänglicher für 

die Hypercholesterinämie zu sein (Van Ree et al., 1994). 

Apolipoprotein E (apoE) ist ein Oberflächenbestandteil von Lipoproteinen inter-

mediärer Dichte (intermediate density lipoproteins; IDL). Es wird von LDL-

Rezeptoren erkannt und vermittelt so die Internalisierung von Cholesterin und 

Phospholipiden (Breslow, 1996). Es ist auch ein wichtiger Bestandteil von Chy-

lomikronen und Lipoproteinen sehr niedriger Dichte (very low density lipoprotein; 

VLDL) und vermittelt die rezeptorvermittelte Aufnahme dieser Partikel in Hepato-

zyten (Hofker et. al., 1998). Außerdem wird apoE von Makrophagen sezerniert 

und inhibiert die Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen (Lusis, 

2000). 

Beim Menschen ist das apoE-Gen auf Chromosom 19 lokalisiert, bei der Maus 

auf Chromosom 7 (NCBI Gene Database, 2012).  

Das humane Apolipoprotein E-Gen ist Teil eines funktionellen Genclusters, be-

stehend aus insgesamt 4 Apolipoprotein-Genen: dem apoE-Gen, dem apoC1-

Gen, dem apoC2-Gen und dem apoC4-Gen. Diese vier Apolipoprotein-Gene 

sind evolutionär miteinander verwandt (Li et al., 1988; Allan et. al., 1995). 
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Für das humane apoE-Gen wurden ein Polymorphismus mit den allelischen Va-

rianten apoE ε2, ε3 und ε4 beschrieben. ApoE ε3 ist mit einer Allel-Frequenz von 

0,77 die häufigste Isoform (De Knijff und Havekes, 1996). Diese Gene kodieren 

für die entsprechenden Plasmaproteine apoE 2, apoE 3 und apoE 4, welche ko-

dominant im Plasma vorkommen können (Davignon et al., 1988). Der Polymor-

phismus im Apolipoprotein E-Gen war und ist häufig Gegenstand epidemiologi-

scher Studien. So scheint es Assoziationen mit der Entstehung von M. Alzheimer 

(Yildiz et al., 2012), Multipler Sklerose (Yin et al., 2012), Gallenblasensteinen 

(Xue et al., 2012) und Arteriosklerose zu geben. In Bezug auf letztere konnte in 

Untersuchungen an Menschen eine Assoziation des Genotyps ε4 mit erhöhten 

Cholesterinspiegeln sowie einem vermehrten Auftreten koronarer Herzerkran-

kung gezeigt werden, während der Genotyp ε2 mit einem verringerten Risiko für 

koronare Herzerkrankung und niedrigen LDL-Plasmaspiegeln assoziiert war 

(Bennett et al., 2007; Song et al., 2004). Unter anderem löst die apoE ε3-

Variante, eine Tandem-Duplikation von 7 Aminosäuren, die menschliche Hyperli-

poproteinämie Typ III aus, die auf einer verminderten Ausscheidung von Chylo-

mikronen und VLDL beruht und mit einer frühen Arteriosklerose assoziiert ist 

(Van den Maagdenberg et. al., 1989; Wardell et. al., 1989; Georgiadou et al. 

2011).  

Besonders stark sind die Chylomikronen und VLDL-Lipoproteine im Plasma der 

apoE-Knockout-Mäuse erhöht. Die Cholesterinspiegel liegen bei Standardfütte-

rung bei 400-600 mg/dl und steigen unter fett- und cholesterinreicher Diät auf bis 

zu 1500-2000 mg/dl an (Plump et al., 1992). Die Hypercholesterinämie apoE-

defizitärer Mäuse ist somit stärker ausgeprägt als bei apoE-defizitären Men-

schen, wobei ein vollständiges Fehlen von Apolipoprotein E im Plasma beim 

Menschen bisher nur in Einzelfällen beschrieben wurde und dann in einer Hyper-

lipidämie Typ III resultiert (Ghiselli et al., 1981). Die Triglyzeridspiegel im Blut der 

apoE-Knockout-Mäuse sind dagegen erniedrigt; besonders der Triglyzeridanteil 

der VLDL-Partikel (Hofker et al., 1998), was vermutlich auf eine vermehrte Lipo-

lyse zurückzuführen ist, da apoE die Lipolyse in vivo und in vitro inhibiert (Ren-

sen und van Berkel, 1996). 
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ApoE-Knockout-Mäuse entwickeln Gefäßläsionen, die denen der menschlichen 

Arteriosklerose ähneln, wobei alle Entstehungsstadien von der Monozytenadhä-

sion bis zur fibrösen Plaque nachgewiesen werden können (Nakashima et al., 

1994; Hofker et al., 1998). Ein weiterer Vorteil des apoE-Knockout-Mausmodells 

ist, dass die Läsionen sich zu fibrösen Plaques weiterentwickeln (Breslow, 1996), 

wobei komplizierte Plaques oder Rupturen im Gegensatz zur humanen Erkran-

kung bei der Maus eher selten auftreten. Nichtsdestotrotz ist die ApoE-Knockout-

Maus das am häufigsten verwendete Mausmodell in der Arteriosklerosefor-

schung (Zaragoza et al., 2011). 

Prädilektionsstellen für die Entstehung der Arteriosklerose der apoE-Knockout-

Maus sind die Aortenwurzel, die Carotisbifurkation, die proximalen Koronararte-

rien sowie die A. brachiocephalica (Breslow, 1996). Die Plaquebildung beginnt im 

Alter von 5 Wochen mit der Monozytenadhäsion an das Endothel. Fatty streak-

Läsionen entstehen im Alter von 10 Wochen, intermediate lesions, bestehend 

aus glatten Muskelzellen und Schaumzellen, im Alter von 15 Wochen sowie fib-

röse Plaques nach rund 20 Wochen. In älteren Mäusen kommt es zur Entste-

hung von fortgeschrittenen, komplexen Läsionen mit Kalzifizierungen des fibrö-

sen Gewebes oder Zerstörung der Media und Aneurysmabildung (Breslow, 

1996). Komplizierte Läsionen mit Thrombose können dabei spontan jedoch nur 

selten beobachtet werden, wenn, dann entstehen sie am ehesten in der Prädilek-

tionsstelle A. brachiocephalica (Zaragoza et al., 2011). Hier können bei mit fett-

reicher Kost gefütterten Mäusen morphologische Kriterien erhoben werden, wel-

che bei Menschen für ein hohes klinisches Risiko stehen: Plaqueruptur, wand-

ständige Thromben, Erythrozyten oder Einblutungen in die Plaque (Bond und 

Jackson, 2011). Rupturen treten am häufigsten in den proximalen 150 µm der A. 

brachiocephalica auf (Jackson 2007) und sind selten länger als 60 µm (Jackson 

et al, 2007). Im Gegensatz zum Menschen zeigen die Koronararterien, welche 

bei Mäusen vollständig intramyokardial verlaufen, typischerweise keine instabilen 

und rupturierten Plaques, sondern häufig stenosierende arteriosklerotische 

Plaques bis hin zum vollständigen Gefäßverschluss (Williams et al., 2002). Eine 
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ischämische Kardiomyopathie lässt sich nur selten und in älteren Mäusen nach-

weisen (Nakashima et al., 1994). 

Durch eine artefiziell erzeugte Endothelverletzung ist es möglich, im Tiermodell 

die Entstehung sowie die Ruptur von Plaques an definierten Stellen zu induzie-

ren. Hierbei wird sich zunutze gemacht, dass Plaques in Gefäßen als Antwort auf 

eine Verletzung (response to injury) im Rahmen des vaskulären Remodellings 

entstehen (Ross, 1999). 

Ein frühes Beispiel in der Entwicklung von Tiermodellen ist die Ballonkatheter-

Verletzung. Hierbei wurden Ballonkatheter in die thorakale Aorta von cholesterin-

reich gefütterten Kaninchen implantiert und für 1 Monat belassen, was zu 

Plaquebildung in Bereich des Ballons führte. Durch Aufblasen des Ballons wur-

den dann die Plaqueruptur und aufsitzende Thrombose induziert (Rekhter et al., 

1998). In einem weiteren Modell wurde durch den Druck einer Gefäßklemme der 

Endothelschaden in der Aorta von apoE-KO-Mäusen mechanisch induziert 

(Reddick et al, 1998). Einen ebenfalls mechanischen Endothelschaden induzierte 

eine Arbeitsgruppe mittels Insertion einer mikrochirurgischen Nadel in bereits ge-

formte Plaques der Carotisbifurkation von apoE-KO-Mäusen, was regelhaft zu 

induzierten Rupturen der präformierten Plaques führte (Bentzon et al., 2007). 

Auch nach Induktion eines Thrombus kann eine intraluminale Plaquebildung be-

obachtet werden. Wird eine Verlangsamung des Blutflusses durch Platzierung 

einer verengenden Gefäßmanschette in der A. carotis von apoE- und LDL-

Rezeptor (LDLR)-Doppelknockout-Mäusen induziert, entstehen intimale Plaques 

(von der Thüsen et al., 2001). In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Modell wird ein chemischer Endothelschaden, gefolgt von Plättchenaggregation 

und Thrombose, durch die Applikation von Eisenchlorid induziert (Konstantinides 

et al., 2001; Schäfer et al., 2002).  
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1.3 Die Bedeutung des Plasmin-/ Plasminogen-Systems für die Pathophy-

siologie der Arteriosklerose 

Das Plasmin-/ Plasminogen-System wird im Rahmen von Gefäßverletzungen 

sowie im Rahmen von Thrombusbildung physiologischerweise im Körper akti-

viert. Der Abbau von Fibrin, z.B. bei der Auflösung von Thromben auf rupturier-

ten arteriosklerotischen Läsionen, erfolgt durch die Protease Plasmin, welche 

zuvor aus ihrer inaktiven Vorstufe aktiviert werden muss. Plasminogen kann 

durch so genannte Serin-Proteasen zu Plasmin aktiviert werden. Hierzu zählen 

der Gewebs-Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator; tPA) sowie der 

Urokinase-Plasminogen-Aktivator. Neben der Degradation von Fibrin aktiviert 

Plasmin aber auch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), eine Gruppe von Enzy-

men, die ihrerseits extrazelluläre Matrixproteine degradieren (Lijnen, 1999).  

Als Inhibitoren des Plasmin/Plasminogen-Systems treten sowohl Plasminogen-

Aktivator-Inhibitoren (plasminogen activator inhibitors; PAI), α2-Antiplasmin so-

wie Gewebsinhibitoren der Metalloproteinasen (tissue inhibitors of Metallopro-

teinases; TIMP) in Erscheinung, die allesamt zur Superfamilie der Serpine (Se-

rin-Protease-Inhibitoren; serine proteinase inhibitors) zusammengefasst werden 

(Collen, 2001). 

Abbildung 3 veranschaulicht schematisch den Aufbau des Plasmin-/ Plasmino-

gensystems. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Plasmin-/ Plasminogen-

Systems  

Die Pfeile weisen dabei auf eine Stimulierung sowie die Plateaus auf eine Inhi-

bierung des jeweiligen Stoffwechselvorgangs hin. Abkürzungen: tPA = Gewebs-

Plasminogen-Aktivator; PAI = Plasminogen-Aktivator-Inhibitor; uPA = Urokinase-

Plasminogen-Aktivator; Pro-MMPs = Pro-Matrix-Metalloproteinasen; MMPs = 

Matrix-Metalloproteinasen 

 

Aufgrund der Expression von tPA vorwiegend in Endothelzellen im Gegensatz zu 

der ubiquitären Expression von uPA in den Zellen der Gefäßwand (also auch in 

Fibrozyten, SMCs, Endothelzellen) geht man davon aus, dass tPA vorwiegend 

die Homöostase des Fibrins vermittelt, während uPA für den physiologischen Ab-

lauf der Fibrinolyse nur eine geringe Bedeutung zu haben scheint und vor allem 

an der Regulation von Zell-Migration und anderen Gewebeumbauprozessen be-
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teiligt ist (Collen, 2001). Das Plasminogen-System spielt somit bei den physiolo-

gischen Prozessen der Fibrinhomöostase und des Gefäßremodellings eine be-

deutende Rolle. Aber auch pathologische Prozesse, wie die Arteriosklerose, 

Neointimabildung, Myokardischämie, Angiogenese, Tumorwachstum und  

-metastasierung, Wundheilung und Inflammation können durch Manipulation von 

Bestandteilen des Plasmin-/Plasminogen-Systems beeinflusst werden (Collen, 

2001). 

Die Expression von tPA in menschlichen arteriosklerotischen Läsionen ist verän-

dert; so liegt tPA in der Intima und Neointima arteriosklerotischer Läsionen der 

menschlichen Aorta erniedrigt vor, in der Media aber liegt tPA, assoziiert mit glat-

ten Muskelzellen, vermehrt vor (Padró et al., 1995). 

Aus Mangel an tPA resultiert eine unzureichende fibrinolytische Reaktion (Lijnen 

et al., 1989), während bei Erkrankungen wie venösen Thromboembolien, Adipo-

sitas, Sepsis und koronarer Herzerkrankung die PAI-1-Konzentration im Plasma 

erhöht ist (Collen, 2001). 

In menschlichen arteriosklerotischen Läsionen wurden erhöhte Konzentrationen 

von PAI-1 nachgewiesen (Schneiderman et al., 1992; Lupu et al., 1993; Chomiki 

et al., 1994). 

Der Serin-Protease-Inhibitor Serp-1, ein virales Protein, das unter anderem 

Plasmin, uPA und tPA hemmt, vermindert die Entstehung von arterioskleroti-

schen Läsionen und induziert bei apoE-KO-Mäusen einen stabilen Plaque-

Phänotyp (Bot et al., 2003). 

Bei Plasminogen-Knockoutmäusen wurde eine verstärkte Arteriosklerose nach-

gewiesen (Schneiderman et al., 1992). 
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1.4 Die pathophysiologische Bedeutung des Urokinase-Plasminogen-

Aktivators im Rahmen der Arteriosklerose 

Urokinase-Plasminogen-Aktivator katalysiert die Konversion von Plasminogen in 

die aktive Protease Plasmin, welche die Degradation von Fibrin und damit eine 

Auflösung von thrombogenem Material bewirkt. Der Name Urokinase-

Plasminogen-Aktivator ist darauf zurückzuführen, dass das Molekül in hoher 

Konzentration im menschlichen Harntrakt und Urin (40-80 ng/ml) vorkommt 

(Stump et al., 1986). 

Das für den Urokinase-Plasminogen-Aktivator kodierende Gen befindet sich auf 

Chromosom 10 (q24) und enthält 11 Exons (Tripputi et. al., 1985). UPA ist ein 

Glykoprotein, das aus 411 Aminosäuren besteht. Sezerniert wird das einkettige 

Molekül (single chain uPA; scuPA), welches durch Plasmin mittels Spaltung der 

Lysin158-Isoleucin159-Bindung in zweikettiges (two chain uPA; tcuPA) überführt 

werden kann (Lijnen et al, 1987). 

Der Urokinase-Plasminogen-Aktivator besteht aus 3 Domänen (Collen, 2001): 

1. der epidermalen Wachstumsfaktor-Domäne (der NH2-Terminus), die die 

Bindung an den spezifischen uPA-Rezeptor vermittelt 

2. der Kringel-Domäne 

3. der Protease-Domäne (der COOH-Terminus), die die katalytische Triade 

enthält, die allen Serinproteasen des Plasminogen-Systems gemeinsam 

ist und aus Serin, Asparagin und Histidin besteht. 

UPA wird durch Fibroblasten, Endothelzellen sowie Monozyten bzw. Makropha-

gen synthetisiert und sezerniert (Larsson et al., 1984, Grau und Moroz, 1989). 

Die Plasmakonzentration liegt bei 2-4 ng/ml; die Halbwertszeit beträgt 5-7 Minu-

ten (Darras et al., 1986). Obwohl die Synthese von uPA durch verschiedene Bo-

tenstoffe beeinflusst wird (Nagamine et al., 1983; Pearson et al., 1987; Ziegler et 

al., 1990), unterliegt der Plasmaspiegel keiner zirkadianen Rhythmik. 
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UPA vermittelt Proteolyse, Chemotaxis, induziert Zelladhäsion sowie Zelldead-

häsion und vermag über das Zusammenspiel mit G-Proteinen sowie anderen, 

bisher nur postulierten, Rezeptoren die Genexpression zu aktivieren. Die uPA 

vermittelte Proteolyse bewirkt neben dem Fibrinabbau eine Degradation der ext-

razellulären Matrix und moduliert die Zellmigration während des Gewebsneuauf-

baus (Chapman, 1997; Binder et al., 2007). So ist uPA an der Migration von 

Makrophagen und an deren Umwandlung zu Schaumzellen von Bedeutung 

(Fuhrman, 2012). Auch für das Wachstum und die Migration von Krebszellen ist 

uPA wichtig. So zeigen uPA-Knockout-Mäuse ein verzögertes Fibrosarkom-

wachstum, mit niedrigeren Proliferations- und höheren Apoptose-Indices (Cullen 

P et al. 2003). 

UPA kann an drei verschiedene Rezeptoren binden. Der uPA-Rezeptor (uPAR) 

wird auf der Oberfläche von glatten Muskelzellen (Clowes et al., 1990), Monozy-

ten (Vassalli et al., 1985), Thrombozyten (Piguet et al., 1999) und Endothelzellen 

(Pepper et al., 1987) exprimiert. Der uPAR verstärkt die uPA-vermittelte Aktivie-

rung von Plasminogen und bewirkt eine lokale Aktivierung von Plasminogen in 

der direkten Umgebung der Rezeptor-tragenden Zellen (Ellis und Dano, 1991). 

Dies trägt zur Degradation extrazellulärer Matrix-Proteine wie z.B. Kollagen bei 

und ermöglicht so die Zellmigration und z.B. das Einwandern von SMCs in die 

Neointima (Carmeliet et al., 1998). Ein Kennzeichen migrierender Zellen ist die 

erhöhte Expression von uPA und uPAR. Der uPA-Rezeptor ist dabei am führen-

den Ende der migrierenden Zelle lokalisiert (Chapman, 1997) und vermittelt die 

Anlagerung von migrierenden Zellen an Matrixproteine (Deng et al., 2001, Alfano 

et al., 2005).   

Über die unspezifischen Rezeptoren, wie dem Asiaglykoproteinrezeptor auf He-

patozyten und dem LRP/α2-Makroglobulin-Rezeptor auf Makrophagen, wird uPA 

aus dem Blut entfernt (Conese et al., 1995; Van der Kaaden et al., 1995).  

Der Beitrag von uPA zur Arteriosklerose ist umstritten, da Studien an Tiermodel-

len widersprüchliche Ergebnisse zeigen. Einige Forschergruppen unterstützen 
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mit ihren Ergebnissen die Theorie, dass eine Überexpression von uPA die Arteri-

osklerose beschleunigt (Falkenberg et al., 2002; Cozen et al., 2004). UPA ver-

mag jedoch ebenfalls eine frühe Auflösung einer intraluminalen oder intramura-

len Thrombose zu bewirken sowie wichtige Zellmatrixbestandteile zu entfernen, 

was wiederum ein vaskulares Remodelling bewirken kann (Loskutoff et al., 

2000).  

Eine erhöhte Konzentration von uPA konnte in der Neointima, glatten Muskelzel-

len sowie Makrophagen arteriosklerotischer Läsionen der menschlichen Aorta 

nachgewiesen werden (Lupu et al., 1995; Padró et al., 1995) und korreliert mit 

dem Schweregrad der Erkrankung (Padró et al., 1995; Kienast et al., 1998).Auch 

das Auftreten einer Restenose der Koronararterien nach einer perkutanen 

transluminalen Coronarangioplastie (PTCA) korreliert positiv  mit den Plasma-

spiegeln von uPA und PAI-1 (Strauss et al., 1999). 

UPA-Knockout-Mäuse sind phänotypisch unauffällig und weisen eine normale 

Lebensspanne auf (Collen, 2001). Nach Gefäßverletzung ist die Aktivität von 

uPA in der Gefäßwand bei Mäusen (Schäfer et al., 2002) und Ratten (Clowes et 

al., 1990; Reidy et al., 1996) signifikant erhöht; zur gleichen Zeit wird die Prolife-

ration und Migration glatter Muskelzellen erhöht (Carmeliet und Collen, 1998a). 

Vermutlich trägt uPA als fibrinolytische Serinprotease ebenfalls zur der Organisa-

tion von thrombotischem Material, das im Verlauf arteriosklerotischer Plaquebil-

dung entsteht und organisiert wird, bei (Loskutoff et al., 2000).  

Ein Mangel an uPA ist ebenfalls von Bedeutung für die langfristige Prognose von 

Thrombosen. Wird beispielsweise bei Mäusen experimentell eine Thrombose der 

unteren Hohlvene erzeugt, gelingt die Thrombusauflösung und -organisation bei 

Fehlen von uPA deutlich verzögert, transplantiert man uPA-Knockoutmäuse mit 

Wildtyp-Knochenmark, wird dadurch die Thrombusgröße signifikant reduziert 

(Singh et al., 2003). UPA-Knockout- und Plasminogen-Knockout-Mäuse, bei de-

nen durch Ligatur einer Koronararterie ein Herzinfarkt erzeugt wird, zeigen im 

Gegensatz zu Wildtyp- und tPA-Knockout-Mäusen eine deutlich geringere Infilt-



 

 

26 

26 

ration des ischämischen Myokards mit Leukozyten, Endothelzellen und Fib-

roblasten (Creemers et al., 2000). Außerdem sind sie, vermutlich auf Grund einer 

geringeren fibrinolytischen Aktivität, vor einer Ventrikelruptur geschützt (Carme-

liet und Collen, 1998a). Die proteolytische Aktivität von uPA und Plasmin ist bei 

der Infarktheilung sowie bei Tumoren für die Endothelmigration und damit die 

Neoangiogenese von entscheidender Bedeutung (Glass und Witztum, 2001). 

Auch wenn für uPA sowie tPA funktionelle Schwerpunkte in der vaskulären Phy-

siologie beschrieben wurden, scheint doch eine funktionelle Überschneidung zu 

bestehen. So sind sowohl tPA- als auch uPA-KO-Mäuse lebensfähig und errei-

chen ein den Wildtypen vergleichbares Alter. Wenn aber beide Plasminogenakti-

vatoren fehlen, entwickeln die tPA-uPA-DKO-Mäuse eine signifikant verkürzte 

Lebensspanne auf Grund von generalisierter Thrombose und Organversagen 

(Carmeliet et al. 1996).  

In der Aorta von apoE-Knockoutmäusen verhindert das Fehlen von uPA (apoE-

und uPA-Doppelknockoutmäuse; DKO) die Ausbildung von Aneurysmata sowie 

die Fragmentierung von extrazellulärer Matrix und elastischen Laminae der Me-

dia. Der Schweregrad der Arteriosklerose scheint dabei durch das Fehlen von 

uPA allerdings nicht verändert zu werden (Preissner et al., 1999).  

Übereinstimmende Ergebnisse wurden in Bezug auf die glatten Muskelzellen er-

zielt. Sowohl das Fehlen des uPA-Gens als auch des Plasminogen-Gen bei 

Mäusen resultierte in einem verminderten Gehalt der Neointima an glatten Mus-

kelzellen (Carmeliet et al., 1997a und c). Ein Einfluss auf die Größe der Neoin-

timabildung ist bisher nicht belegt.  

Bei Kaninchen führte eine durch adenovirale Vektoren induzierte 1 bis 2-wöchige 

erhöhte uPA-Expression in der A. carotis zur gleichzeitigen Vasokonstriktion so-

wie nach einem Intervall von 4 Wochen zur signifikanten Erhöhung der Neointi-

mafläche und signifikanten Lumenverkleinerung sowie zu Degradation der elasti-

schen Lamina (Falkenberg et al., 2002). 
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine Vielzahl von Studien auf eine 

Beteiligung des Plasmin-/ Plasminogen-Systems an der Pathogenese der Arteri-

osklerose hindeuten. Da diese Daten zur Rolle des Plasmin-/ Plasminogen-

Systems in der Pathogenese der Arteriosklerose zum Teil widersprüchlich sind, 

ist die exakte Rolle des Plasmin-/ Plasminogen-Systems an der Entstehung von 

Arteriosklerose bislang unklar.  

 

1.5 Ziele der Arbeit 

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist nicht genau bekannt, welche Rolle Urokinase-

Plasminogen-Aktivator im Rahmen der Arteriosklerose zukommt und inwieweit 

physiologische bzw. pathophysiologische Konzentrationen dieser Protease die 

Plaquezusammensetzung sowie das Plaquewachstum beeinflussen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Auswirkungen des Fehlens von 

Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Zusammensetzung und das Wachstum 

von Gefäßläsionen bei Apolipoprotein-E-Knockout-Mäusen, ein etabliertes Tier-

modell der Arteriosklerose, untersucht.  

Dabei wurden Apolipoprotein E-defiziente Mäuse (apoE-KO) mit uPA-Gen-

defizienten Mäusen (uPA-KO) zu Doppelknockoutmäusen (apoE/uPA-DKO) ge-

kreuzt, um systematisch den Einfluss von uPA auf die Größe, zelluläre Zusam-

mensetzung und Stabilität arteriosklerotischer Plaques zu untersuchen.  

In der ersten Serie von Experimenten wurden experimentell induzierte Gefäßlä-

sionen an der A. carotis analysiert, während im zweiten Untersuchungsabschnitt 

spontan entstandene arteriosklerotische Plaques der Aortenwurzel, den Koro-

nararterien sowie der A. brachiocephalica untersucht wurden. Neben der Größe 

der Läsionen und der durch sie verursachten Lumenstenosierung wurde dabei 

insbesondere die Zellularität, der Gehalt an glatten Muskelzellen, Kollagen sowie 

Fibrinogen-/Fibrin der arteriellen Gefäßläsionen histologisch bzw. immunhisto-

chemisch analysiert und morphometrisch quantifiziert. 
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Da Plaqueruptur und -thrombose wichtige Determinanten in Bezug auf den klini-

schen Verlauf der menschlichen Arteriosklerose darstellen, widmete sich ein wei-

terer Schwerpunkt dieser Arbeit direkten und indirekten histologischen Charakte-

ristika der Plaquevulnerabilität und -ruptur in der Gegenwart und Abwesenheit 

von Urokinase-Plasminogen-Aktivator. 

 

2. Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Alle Haltungs- und Versuchsbedingungen der Tiere wurden vom Niedersächsi-

schen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit sowie der 

Tierversuchskommission der Universitätsmedizin Göttingen genehmigt und ent-

sprachen, von ihren Grundsätzen her, den nationalen Richtlinien für die Aufzucht 

und Pflege von Versuchstieren. Die apoE-KO (stock #002052) und uPA-/- (stock 

#002509) Mäuse stammen aus den Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, 

USA). Die Doppelknockoutmäuse (DKO) (apoE-KO uPA-/-) wurden durch Kreu-

zung von apoE-KO mit uPA-/- Mäusen hergestellt. 

Laut Angaben des Züchters waren apoE-KO Mäuse über einen Zeitraum von 12 

Generationen und uPA-KO Mäuse über einen Zeitraum von 8 Generationen in 

den genetischen C57Bl/6J Hintergrund zurückgekreuzt worden.  

 

2.1.1 Genotypisierung 

Zur Bestimmung des Genotyps der Nachkommen wurde genomische DNA mit 

Hilfe des „DNeasy Blood and Tissue Kits“ von Qiagen (Hilden, Deutschland) iso-

liert.  

Hierbei wurde zunächst eine Biopsie des Mäuseschwanzes von ca. 0,5 cm Län-

ge entnommen und mit 180 µl ATL-Puffer sowie Proteinase K versetzt. Diese Mi-

schung wurde für 8 Stunden bei 55 °C inkubiert, bis die Lyse des Gewebes kom-
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plett war, und anschließend mit 400 µl AL-Puffer vermischt. Das Entfernen von 

Protein und Fetten aus der Suspension erfolgte durch dreimaliges Zentrifugieren 

des lysierten Gewebes mit verschiedenen Puffern (AW 1 und AW 2) aus dem 

obengenannten Kit mit Verwerfen des Überstandes. Anschließend wurde die be-

reits aufgereinigte DNA mit AE-Puffer eluiert. 

Anschließend wurde der Genotyp mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)- ge-

mäß den folgenden Protokollen der Jackson Laboratories- bestimmt. 

 

PCR zum Nachweis des uPA-Gens: 

- Reaktionsbestandteile: 

ddH2O  1,3 µl 

10fach PE-Puffer II  5 µl 

25 mM MgCl2  4 µl 

2 mM dNTP Nukleosidtrisphosphate 5 µl 

20 µM oIMR 162 Neomycin-Primer (Vorwärtsprimer) 2 µl 

20 µM oIMR 163 Neomycin-Primer (Rückwärtsprimer) 2 µl 

20 µM oIMR 432 Plasminogen-Aktivator-Urokinase-Primer 

(Plau-Primer) 

10 µl 

20 µM oIMR 433  Plasminogen-Aktivator-Urokinase-Primer 

(Plau-Primer) 

10 µl 

5 mM loading dye DNA-Färbemittel 1,7 µl 

5 U/µl Taq Polymerase  Hitzebeständige Polymerase 0,7 µl 

Extrahierte Maus-DNA  10 µl 

 

- Amplifikationsprotokoll: 

 

Schritt 1: 95 °C 2 Minuten 

Schritt 2: 95 °C 1 Minute 

Schritt 3: 60 °C 1 Minute 

Schritt 4: 72 °C 1 Minute 
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Wiederholen von Schritt 2 bis 4 (insgesamt 30 Durchläufe) 

Schritt 5: 72 °C 10 Minuten 

Schritt 6: Auf 10 °C abkühlen und Temperatur halten 

 

Mit den spezifischen Primern oIMR 432 und 433 wird ein 153 Basenpaare gro-

ßes DNA-Fragment des uPA-Wildtyps amplifiziert. Mithilfe der Neomycin-Primer 

wird ein 337 Basenpaare großes DNA-Fragment synthetisiert, welches spezifisch 

für die uPA-Knockoutmäuse ist, bei welchen das uPA-Gen gentechnisch durch 

die sogenannte neomycin resistance cassette ersetzt wurde.  

 

PCR zum Nachweis des apoE-Gens:  

- Reaktionsbestandteile: 

ddH2O  4,26 µl 

10fach AB PRC-Puffer II   1,2 µl 

25 mM MgCl2   0,96 µl 

2,5 mM dNTP  0,96 µl 

20 µM oIMR 0180 Gemeinsamer Vorwärts-Primer 0,3 µl 

20 µM oIMR 0181 Wildtyp-Rückwärts-Primer 0,3 µl 

20 µM oIMR 0182 ApoE-KO-Rückwärts-Primer 0,3 µl 

5 mM loading dye DNA-Färbemittel 1,7 µl 

5U/µl Taq Polymerase Hitzebeständige Polymerase 0,06 µl 

Extrahierte Maus-DNA  2,0 µl 

 

- Amplifikationsprotokoll: 

 

Schritt 1: 94 °C 3 Minuten 

Schritt 2: 94 °C 30 Sekunden 

Schritt 3: 68 °C 40 Sekunden 

Schritt 4: 72 °C 1 Minute 

Wiederholen von Schritt 2 bis 4 (insgesamt 35 Durchläufe)  

Schritt 5: 72 °C 2 Minuten 
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Schritt 6: Auf 10 °C abkühlen und Temperatur halten  

 

Zwischen den Primern oIMR 0180 und oIMR 0181 ensteht ein 115 Basenpaare 

großes Amplifikationsprodukt, welches den apoE-Wildtyp kennzeichnet; zwi-

schen oIMR 0180 und oIRM 0182 entsteht das Genprodukt der apoE-KO-Maus, 

welches 245 Basenpaare groß ist.  

 

Mittels Agarosegelelektrophorese (1 %-iges Gel) wurden die jeweiligen Amplifi-

kationsprodukte getrennt, mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht sichtbar 

gemacht. So konnte der Genotyp der eingeschlossenen Versuchstiere eindeutig 

bestimmt werden.  

 

2.1.2 Diätetische Induktion einer Hypercholesterinämie 

Alle Mäuse erhielten zunächst normales Nagetierfutter (Ssniff, Soest, Deutsch-

land). Eine Gruppe von Mäusen wurde im Alter von 8 Wochen auf eine fettreiche 

Diät (high fat diet, HFD) mit 21 % Fett und 0,15 % Cholesterin (TD 88137; Harlan 

Winkelmann, Borchen) umgestellt, während den restlichen Mäusen weiterhin re-

guläres Nagetierfutter (Ssniff, Soest, Deutschland) verabreicht wurde.  

 

2.2 Induktion experimenteller Verletzungen der A. carotis mit Hilfe des Ei-

senchloridmodells 

14-18 Wochen alte Mäuse wurden der experimentellen Verletzung der Arteria 

carotis communis nach dem Eisenchloridmodell gemäß einem in der Arbeits-

gruppe etablierten Protokoll unterzogen (Konstantinides et al., 2001; Schäfer et 

al., 2002). 

Dabei wurden die Tiere durch die Inhalation von Isofluran (Forene®, Abbott, 

Wiesbaden) anästhesiert. Unter Schonung des Nervus vagus wurde die linke A. 

carotis communis freipräpariert und angeschlungen. Eine Ultraschall-Sonde (0,5 

VB; Transonic Systems), verbunden mit einem Flussmessgerät (Modell T106; 

Transonic Systems) und einem Datenaufzeichnungsprogramm (WinDaq; DATAQ 
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Instruments), wurde um die A. carotis platziert. Der initiale Blutfluss wurde schrift-

lich festgehalten. Ein 0,5 x 1,0 mm großer Filterpapierstreifen (Whatman Nr. 1) 

wurde in 10 %-iger Eisenchloridlösung getränkt und für exakt 3 Minuten auf der 

Oberfläche der A. carotis communis platziert. Nach dem Entfernen des Filterpa-

piers wurde für weitere 25 Minuten der Blutfluss beobachtet. Der Zeitpunkt des 

Nullflusses, der eine vollständige Thrombose kennzeichnet, oder eine abrupte 

Wiederherstellung des Blutflusses, als Kennzeichen einer Embolisierung, wurden 

notiert. Danach wurde die Sonde entfernt und die Wunde mit Einzelknopfnähten 

verschlossen. Die Mäuse verblieben bis zum Aufwachen auf einer 37 °C warmen 

Wärmeplatte und wurden danach in ihre Käfige zurückgebracht.  

Drei Wochen nach der Verletzung mit Eisenchlorid wurden die Mäuse erneut an-

ästhesiert und Blut zur späteren laborchemischen Analyse (s.u.) der Cholesterin- 

und Triglyzeridkonzentration aus der linken Herzkammer entnommen. Über den 

gleichen Zugang wurden die Mäuse mit 4 %-iger Zink-Formalin-Lösung über 5 

Minuten perfundiert und die Gewebe fixiert. Das thrombotische Gefäßsegment 

wurde vollständig entnommen, wobei das distale Ende einschließlich der Karo-

tisbifurkation entfernt wurde, um die Orientierung am Präparat zu ermöglichen. 

 

2.3 Morphometrische Quantifizierung experimentell-induzierter und spon-

taner arteriosklerotischer Läsionen 

Zur morphometrischen Auswertung der experimentell induzierten Läsionen an 

der A. carotis communis wurden jeweils 5 μm dicke Paraffinschnitte vorbereitet 

und mit Verhoeff‘s Elastikafärbung angefärbt. Hierfür wurden die Paraffin-

schnitte zunächst in Xylol und einer Alkoholreihe in absteigender Konzentration 

deparaffinisiert. In „Verhoeff‘s Elastic Stain Working Solution“, bestehend aus 10 

%-igem Hämatoxylin, 100 %-igem Ethylalkohol, 10 %-iger Eisenchloridlösung 

und Iodlösung im gleichen Mischungsverhältnis für 15 Minuten gefärbt; dabei er-

folgte die Schwarzfärbung der elastischen Fasern und der Zellkerne. Überschüs-

sige Farbe wurde durch Waschen unter fließendem Wasser für 20 Minuten ent-

fernt. Nach Differenzierung in 2 %-iger Eisenchloridlösung wurden die Gewebe-
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schnitte in 5 %-iger Natriumthiosulfatlösung für eine Minute platziert, kurz in des-

tilliertem Wasser gespült, dann in „van-Gieson-Lösung“ für eine Minute platziert, 

wodurch eine rote Anfärbung des Kollagen erzeugt wurde. Schließlich erfolgte 

das Entfernen anhaftenden Wassers durch Eintauchen in 95 %-igen, dann 100 

%-igen Ethylalkohol sowie Xylol.  

Mithilfe der Software ImagePro Plus (Media Cybernetics) erfolgte dann die mor-

phometrische Analyse der Gewebeschnitte. Hierzu wurden die Flächen innerhalb 

der Lamina elastica interna, der Lamina elastica externa sowie das Restlumen 

vermessen und daraus die Flächen der Neointima und Media, sowie das Intima-

Media-Verhältnis und der Grad der Lumenstenose berechnet. (vgl. Schäfer et al., 

2002; Schäfer et al., 2003)  

Dabei wurden jeweils 5 gleichmäßig verteilte Arteriensegmente im Abstand von 

200 μm zueinander untersucht und die Ergebnisse für jedes Versuchstier gemit-

telt. Die Mittelwerte sowie die Standardabweichung wurden somit aus den Er-

gebnissen von 11-17 Mäusen in jeder Versuchsgruppe ermittelt.  

Zur Beurteilung von spontan entwickelten arteriosklerotischen Plaques wurden 

apoE-Knockout sowie apoE- und uPA-Doppelknockoutmäuse mit normalem Na-

getierfutter gefüttert. Im Alter von 12 Monaten wurden diese Mäuse, gemäß dem 

oben erwähnten Procedere, tief anästhesiert und perfusionsfixiert. Ihnen wurde 

die proximale Aorta mit einem Teil des linken Ventrikels, die Herzspitze, die Bi-

furkation der Arteria carotis sowie die Arteria brachiocephalica entnommen. Die 

entnommenen Gewebe wurden für weitere 4 Stunden in 4 %-iger Zinkformalinlö-

sung aufbewahrt; danach bis zur endgültigen Paraffinfixierung in 70 %-igem 

Ethylalkohol gelagert. 

Bezüglich der Analyse der Aortenwurzel wurden serielle 5 μm dicke Paraffin-

schnitte aus Richtung des linken Ventrikels bis zur Ebene der Aortenklappen ge-

schnitten. Die arteriosklerotische Plaquefläche wurde auf den Gewebequer-

schnitten bestimmt, an denen alle 3 Aortenklappensegel sichtbar waren, was auf 

ca. 1-3 Schnitten pro untersuchter Maus der Fall war (Paigen et al., 1987; Tangi-

rala et al., 1995). Die koronare Arteriosklerose wurde an denjenigen Abschnitten 
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der Aortenwurzel untersucht, auf denen die proximalen Segmente der Koronarar-

terien sichtbar waren, was einer Anzahl von 1-2 Abschnitten pro untersuchter 

Maus entsprach (vgl. Calara et al., 2001). 

Um die Wirkungen von uPA bzw. seiner Abwesenheit auf die Stabilität der vasku-

lären Läsionen zu bestimmen, wurden serielle Schnitte durch die Brachiozepha-

larterie ausgewertet. Dieses Gefäß wurde ausgewählt, weil es laut Literatur eine 

Prädilektionsstelle bezüglich Plaquevulnerabilität und -ruptur im apoE-KO-

Mausmodell ist (s.o.). Um eine quantitative Bestimmung der arteriosklerotischen 

Läsionen der Arteria brachiocephalica vorzunehmen, wurden 30 μm dicke Ge-

fäßschnitte entlang des proximalen Gefäßanteils bis zum Abgang der rechten A. 

carotis communis gewonnen und die jeweiligen arteriosklerotischen Plaques un-

tersucht, was einer Anzahl von 3-10 Abschnitten pro Maus entsprach. Die Er-

gebnisse wurden anschließend gemittelt. Um den Schweregrad der luminalen 

Stenose zu bestimmen, wurde außerdem das freie Lumen vermessen und als 

Fraktion im Verhältnis zur Lamina elastica interna angegeben. 

 

2.4 Histologische Analyse der Plaquezusammensetzung und der Plaque-

vulnerabilität 

Über die quantitative Beurteilung der Neointimaläsionen hinaus wurden auch 

qualitative Kriterien beurteilt. In der Literatur sind mehrere Kriterien beschrieben, 

welche die Beurteilung der Stabilität einer Plaque erlauben. (Rosenfeld et al., 

2000; von der Thüsen et al., 2001; Williams et al., 2002; Johnson et al., 2005); 

diese betreffen den Kollagengehalt, den Zellgehalt und den Gehalt an glatten 

Muskelzellen sowie Fibrin der arteriosklerotischen Läsionen. Der Gehalt an Zel-

len innerhalb der einzelnen Läsionen wurde manuell beurteilt, indem auf Häma-

toxylin-Eosin-gefärbten Gewebeschnitten die Zahl der Zellkerne pro Quadratmik-

rometer neointimaler Fläche bestimmt wurde.  

Für die Hämatoxylin-Eosinfärbung wurden die Gewebeschnitte entparaffinisiert 

und rehydratisiert, dann erfolgte die blaue Kernfärbung für 3 Minuten in Häma-
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toxylinlösung. Die Differenzierung erfolgte unter fließendem Leitungswasser, 

dann die Färbung der interstitiellen Fasern sowie der Zellmembranen mit 1 %-

iger Eosinlösung für 5 Minuten. Nach Spülen unter fließendem Wasser wurden 

die Gewebeschnitte mittels einer ansteigenden Alkoholreihe dehydratisiert.  

Interstitielles Kollagen der Typen I und III wurde durch Anwendung der Picrosi-

riusrotfärbung gefolgt von Polarisationsmikroskopie dargestellt (Aikawa et al., 

1998). Für die Picrosiriusrotfärbung wurden die Paraffinschnitte entparaffinisiert 

und rehydratisiert; anschließend in Picrosiriusrotlösung (0,1 g Siriusrot in 100 ml 

1,2 %-iger wässriger Pikrinsäurelösung, Sigma Aldrich) gefärbt, dann durch kur-

zes Eintauchen in 100 %-igem Ethylalkohol sowie Xylol dehydriert. Unter dem 

Polarisationsmikroskop stellen sich dann Kollagen I und III grün-silbrig dar.  

Zur Bestimmung von intraläsionalen Hämorrhagien und Erythrozyten wurde die 

Masson’s Trichromfärbung verwendet. Hierbei werden die Zellkerne schwarz, 

Muskelfasern, Zytoplasma und Keratin rot und Kollagen blau angefärbt. Erythro-

zyten stellen sich ebenfalls rot dar. Nach Deparaffinisierung und Hydratisierung 

wurden die Gewebeschnitte mit Bouin‘s Fixative Solution (Pikrinsäure 75 ml, 37-

40 %-iges Formaldehyd 25 ml, Eisessig 5 ml) über Nacht inkubiert. Nach Wa-

schen unter fließendem Leitungswasser und destilliertem Wasser erfolgte zu-

nächst die Färbung in Weigert‘s Iron Hämatoxylin-Lösung (Sigma-Aldrich) für 10 

Minuten, anschließend in Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Lösung (90 ml 1 %-iges 

Biebrich Scarlet, 10 ml 1 %-ige saure Fuchsinlösung, 1 ml Eisessig) für 15 Minu-

ten. Zur Differenzierung wurde anschließend Phosphormolybdän-

Phosphorwolframsäure-Lösung (5,0 g Phosphomolybdänsäure, 5,0 g Phosphor-

wolframsäure, 200 ml destilliertes Wasser) verwendet. Anschließend erfolgte die 

Färbung des Kollagen durch Anilin-Blau-Lösung (2,5 g Anilin Blau, 2,0 ml Eises-

sig, 100 ml destilliertes Wasser) für 10 Minuten. Zur Differenzierung wurde 1 %-

iges Essigwasser für 5 Minuten angewandt. Anschließend erfolgte die Dehydrati-

sierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe.  
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Die Gefäßläsionen wurden auf das Vorliegen einer Plaqueruptur, definiert als Un-

terbrechung der fibrösen Kappen mit dem Eindringen von Blutbestandteilen in 

die Läsion, untersucht (Williams et al., 2004). Die Anwesenheit von intraläsiona-

len Hämorrhagien oder Erythrozyten wurde mit Hilfe von Masson-Trichrom-

gefärbten Gewebssektionen bestimmt. 

 

2.5 Immunhistochemische Analyse der Plaquezusammensetzung und der 

Plaquevulnerabilität 

Die Anwesenheit von glatten Muskelzellen wurde durch eine immunhistoche-

mische Färbung für α-Aktin  auf in Paraffin eingeetteten Arterienquerschnitten 

nachgewiesen.  

Nach Entparaffinisierung und Hydratisierung der Gewebeschnitte wurde zu-

nächst für 6 min bei 800 W in Citrat-Puffer (0,01 M, pH 6,0) inkubiert. Anschlie-

ßend erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen α-Aktin spezifischen Antikör-

per (peroxidasemarkiert; Dako, Hamburg, Deutschland; Mischungsverhältnis 

1:2), gefolgt von einer Inkubation mit Aminoethylcarbazolreagenz (AEC-Kit, Zy-

med, Berlin, Deutschland). Nach Waschen in PBS-Puffer erfolgte die Gegenfär-

bung der Zellkerne für 10 Sekunden in Gill‘s Hämatoxylin-Lösung, schließlich 

Entfernen der überschüssigen Farbreste unter Leitungswasser.  

 

Fibrinogen und Fibrin wurden mittels einer spezifischen immunhistochemi-

schen Färbung für Fibrinogen und Fibrin auf in Paraffin eingebetteten Arte-

rienquerschnitten nachgewiesen. 

Nach Entparaffinisierung und Hydratisierung wurden die Gewebeschnitte zu-

nächst mit Zitrat-Puffer (0,01 M, pH 6,0) für 6 Minuten bei 800 W inkubiert. Nach 

Abkühlen der Schnitte erfolgte die Blockade unspezifischer Bindungsstellen mit 

10 %-igem Ziegennormalserum (normal goat serum; NGS), schließlich die Inku-

bation mit dem Fibrin/Fibrinogen-spezifisch bindenden polyklonalen Kanin-

chenantikörper (Dako, Hamburg, Mischungsverhältnis 1:200). Nach Waschen in 
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phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4) erfolg-

te die Inkubation mit dem zweiten Antikörper (goat-anti-rabbit IgG, Dako, Ham-

burg, Mischungsverhältnis 1:100), dann erneutes Waschen in PBS. Die spezifi-

sche Anfärbung des gebundenen 2. Antikörpers erfolgte mittels der VectaStain 

ABC-Kits (Vector Laboratories, Burlingame, USA) und des AEC-Kits (Zymed La-

boratories, San Francisco, USA). Schließlich wurde Gill’s Hämatoxylin als Ge-

genfarbstoff eingesetzt. (vgl. Schäfer et al., 2002).  

Die α-Aktin immunpositive Fläche, die Fibrin/Fibrinogen-immunpositive Fläche 

sowie die Kappe-Neointima-Ratio wurden im Verhältnis zur Gesamtfläche der 

Neointima mit Hilfe einer computerisierten Bildanalyse (ImagePro Plus) bestimmt 

(Pynn et al., 2004). Außerdem wurden die Anzahl der Gefäßrupturen der Lamina 

elastica sowie die Anzahl der fibrösen Kappen, definiert als elastinreiche Schich-

ten innerhalb der Gefäßplaque, für jeden Schnitt bestimmt.   

 

2.6 Laborchemische Untersuchungen 

Die Bestimmung von Triglyzerid- und Cholesterinspiegel erfolgte nach Blutent-

nahme aus dem linken Ventrikel. Dann erfolgte die sofortige Verdünnung des 

Blutes mit einem Antikoagulanz (3,8 %-iges Natriumzitrat im Verhältnis 1:9); im 

Anschluss erfolgte die Plasmaseparierung durch Zentrifugation mit 3.000 Um-

drehungen pro Minute für 5 Minuten. Schließlich wurde die Konzentrationen von 

Triglyzeriden und Cholesterin mittels Spektrophotometrie ermittelt unter Einsatz 

spezifischer enzymatischer Assays (Thermo Electron Corporation, Dreieich, 

Germany). 

 

2.7 Statistische Auswertungen 

Alle kontinuierlichen Variablen wurden in der vorliegenden Arbeit als Mittelwerte 

 Standardabweichungen (SD) angegeben. 
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Unterschiede zwischen den Mittelwerten wurden mit Hilfe des unverpaarten t-

Test nach Student (GraphPad PRISM Version 4.01, GraphPad Software, Incor-

poration) analysiert. 

Korrelationen zwischen zwei Variablen wurden mit Hilfe des Pearson’schen Kor-

relationskoeffizienten r berechnet (GraphPad PRISM Version 4.01, GraphPad 

Software, Incorporation) 

Bezüglich des Vergleiches von nominalskalierten Parametern wurde der Fishers 

Exact Test angewendet (GraphPad PRISM Version 4.01, GraphPad Software, 

Incorporation).  

Das statistische Signifikanzniveau wird in der gesamten Arbeit mit p < 0,05 an-

gegeben. 

 

3. Ergebnisse 

3.1 Einfluss von Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und Zu-

sammensetzung der experimentell erzeugten Gefäßläsionen  

3.1.1. Einfluss des Fehlens von uPA auf Körpergewicht und Blutfettwerte 

Für die Erzeugung experimenteller Gefäßläsionen mit dem Eisenchloridmodell 

wurden weibliche und männliche Mäuse im Alter von 14 bis 18 Wochen verwen-

det. Es wurden insgesamt 4 verschiedene Versuchsgruppen gebildet: Apoli-

poprotein E-Knockoutmäuse (apoE-/- x uPA+/+; apoE-KO), sowie Apolipoprotein 

E x Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Doppelknockoutmäuse (apoE-/- x uPA-/-; 

DKO), welche zuvor für 6 bis 8 Wochen jeweils entweder mit normalem Nagetier-

futter oder mit Futter mit hohem Fettanteil (high fat diet; HFD) gefüttert worden 

waren. 

Um zunächst zu untersuchen, ob sich das Fehlen von Urokinase-Plasminogen-

Aktivator per se auf das Gewicht oder die Blutfettwerte der Apolipoprotein-

Knockout Mäuse auswirkt, wurden Gewicht, Serum-Cholesterin und –
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Triglyzeridspiegel  bei 12 Wochen alten Mäusen, also zum Zeitpunkt der Gewe-

beentnahme nach Induktion der Neointimabildung, erhoben. Die Ergebnisse der 

Analysen sind in Tabelle 1 dargestellt: 

 
apoE-KO  

 
 
 

(n=14) 

apoE-KO + 
HFD 

 
 

(n=11) 

DKO 
 
 
 

(n=14) 

DKO+  
HFD 

 
 

(n=13) 

Körpergewicht 

(g)  
23 + 0,9 24 + 1,6 25 + 0,6 28 + 2,8 

Plasma-
Gesamtcholesterin  

(mg/dl) 

163 + 8 480 + 24 

 

p<0,0001 vs 
apoE-KO 

190 + 10 408 + 71 

 

P<0,001 vs. 
DKO 

Plasmatriglyzeride 

(mg/dl) 

111 + 3 158 + 8 

 

p<0,005 vs. 
apoE-KO 

118 + 2 136 + 8 

 

p<0,05 vs. 
DKO 

Tabelle 1: Körpergewicht und Blutfettwerte zum Zeitpunkt der Gewebeent-

nahme 

Es ergeben sich signifikante Unterschiede in Bezug auf das Plasmagesamtcho-

lesterin zwischen Mäusen mit normaler und fettreicher Nahrung.                                                                                                   

n = Anzahl der untersuchten Tiere 

 

Hierbei zeigte sich, dass durch HFD die Gesamtcholesterinwerte sowie die Trig-

lyzeridwerte im Plasma sowohl bei apoE-KO als auch bei DKO-Mäusen gleich-

ermaßen signifikant erhöht wurden, während das Körpergewicht bei allen Ver-

suchstiergruppen ähnlich war. Das Fehlen von uPA führte weder unter Standard-

futter noch unter fettreicher Nahrung nicht zu einer Veränderung der für die Pa-

thogenese der Arteriosklerose relevanten Blutfettwerte.  
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3.1.2 Einfluss des Fehlens von uPA auf die akute thrombotische Reaktion 

nach Gefäßwandverletzung 

Um die Auswirkungen des Fehlens von uPA auf den Ablauf einer arteriellen 

Thrombose zu untersuchen, wurde die Zeit von Beginn der Applikation des Ei-

senchlorides bis zum vollständigen thrombotischen Verschluss der Arteria carotis 

bestimmt. Mittels einer Flowsonde wurde kontinuierlich der Blutfluß in der Arteria 

carotis bestimmt. Bei Abfall des Blutflusses unter 0,2 Milliliter pro Minute wurde 

der Zeitpunkt als Zeitpunkt des thrombotischen Verschlusses notiert. Kam es 

nicht zu einem vollständigen Sistieren des Blutflusses, wurde der Zeitpunkt mit 

25 Minuten notiert.  

Abbildung 4 veranschaulicht die Zeit bis zum erstmaligen kompletten thromboti-

schen Gefäßverschluss in den einzelnen Versuchsgruppen. 
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Abbildung 4: Zusammenfassende Darstellung der einzelnen und medianen 

Zeiten bis zum thrombotischen Gefäßverschluß. Es gab keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Thrombosezeiten aller Gruppen. Dargestellt sind 

Einzelwerte und der Median pro Gruppe. 

Bezüglich des Thromosezeitpunktes zeigte sich kein statistisch signifikanter Un-

terschied zwischen den vier Versuchsgruppen.  
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Als Marker für die Effektivität der endogenen Fibrinolyseaktivität wurde nach ei-

nem Beobachtungszeitraum von 25 Minuten nach Induktion der Thrombose be-

stimmt, bei wie vielen Mäusen das Gefäß noch verschlossen (definiert als Blut-

fluss unter 0,2 ml/min) bzw. wieder eröffnet war (definiert als Blutfluss über 0,2 

ml/min). Es zeigte sich, dass zu diesem Zeitpunkt 35 % der Arterien bei apoE-

KO-Mäusen (8 von 23) und 33 % bei DKO-Mäuse (9 von 28) rekanalisiert hatten. 

In den Fettfuttergruppen ergaben sich für beide Genotypen nominell niedrigere 

Werte: 0 % (0 von 10) der apoE-KO + HFD-Mäuse und 19 % (5 von 24) der 

Doppelknockout + HFD-Mäuse waren nach 25 Minuten rekanalisiert, wie in Ab-

bildung 5 graphisch illustriert.  
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Abbildung 5: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils der 

nach 25 Minuten rekanalisierten Gefäße 

 

Statistisch signifikante Unterschiede bezüglich der Rekanalisierungsrate zeigten 

sich für keine der dargestellten Gruppen.  
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3.1.3 Einfluss des Fehlens von uPA auf die chronische Neointimabildung 

nach Gefäßwandverletzung 

Drei Wochen nach der Gefäßverletzung wurde erneut der Blutfluß in der Arteria 

carotis und so die Rekanalisierungsrate bestimmt. Die entsprechenden Ergeb-

nisse sind in Abbildung 6 dargestellt.  
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Abbildung 6: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils der 

nach 3 Wochen rekanalisierten Gefäße 

Es zeigten sich zu diesem Zeitpunkt in allen Gruppen weniger Gefäße vollständig 

verschlossen als 25 Minuten nach der Gefäßverletzung. In allen Versuchsgrup-

pen waren mehr als 60 % der Arterien wiedereröffnet.  

 

ApoE-KO-Mäuse wiesen dabei mit einer Rekanalisierungsrate von 95 % (18 von 

19) den höchsten Wert auf und unterscheiden sich damit von den weiteren 

Gruppen. Bei den DKO lag die Rekanalisierungsrate mit 69 % (11 von 16) in ei-

nem tendenziell niedrigeren Bereich, ebenso wie die Rekanalisierungsraten der 

DKO + HFD-Mäuse von 64 % (14 von 22) und der apoE-KO + HFD-Gruppe mit 

77 % (10 von 13). Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen keinen der 

Versuchsgruppen.  
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Drei Wochen nach Induktion der Gefäßverletzung wurde das Gefäßgewebe ent-

nommen und die Neointimabildung an histologischen Gewebequerschnitten nach 

Färbung mit Verhoeff‘s Elastikafärbung quantifiziert.  

Abbildung 7 zeigt eine repräsentative Darstellung der Neointima einer apoE-KO 

(links) sowie einer DKO-Maus (rechts) nach 3 Wochen.  

 

  

 

Abbildung 7: Repräsentative Abbildung einer Neointima 3 Wochen nach 

Gefäßverletzung im apoE-KO- bzw. DKO-Mausmodell.  

Repräsentative Schnitte durch die Neointima einer apoE-KO-Maus (links) sowie 

der DKO-Maus (rechts. in 200facher Vergrößerung (oben) bzw. in 400facher 

Vergrößerung (unten) 

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Neointimafläche sind in Abbildung 

8 dargestellt.  
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Abbildung 8: Zusammenfassende Darstellung der Neointimaflächen 3 Wo-

chen nach Gefäßwandverletzung 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben. 

 

Zu diesem Zeitpunkt wiesen sämtliche Versuchsgruppen ein deutliches neointi-

males Wachstum auf. Die Neointima der apoE-KO Mäuse (durchschnittlich 

26.321 + 4.956 μm²) war dabei signifikant kleiner als die Neointima der DKO-

Mäuse (durchschnittlich 46.610 µm²; p=0,015) und der DKO + HFD Gruppe 

(durchschnittlich 53.820 µm²; p = 0,006).  Ebenso resultierte bei den apoE-KO-

Mäusen die Gabe von Fettfutter in einer signifikant größeren Neointima in der 

apoE-KO + HFD Gruppe (durchschnittlich 55.450; p = 0,002). Die Unterschiede 

der Neointimagröße zwischen den DKO, den DKO + HFD sowie die apoE-KO + 

HFD waren nicht signifikant.  
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Aus dem Anteil der Neointimafläche an der Gesamtfläche innerhalb der Lamina 

elastica interna ergibt sich die prozentuale Lumenstenose, welche in Abbildung 

9 veranschaulicht wird:  
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Abbildung 9: Zusammenfassende Darstellung der prozentualen Lumenste-

nose 3 Wochen nach Gefäßwandverletzung 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben.   

 
 

Es ergibt sich eine signifikant höhere Stenosierung des Gefäßlumens für DKO -

Mäuse (durchschnittlich 57,4 %) gegenüber den apoE-KO-Mäusen (durchschnitt-

lich 35,7 %; p = 0,014) sowie von DKO + HFD Mäusen (durchschnittlich 61,2 %) 

gegenüber den apoE-KO-Mäusen (p = 0,004). Auch die apoE-KO + HFD -

Gruppe zeigte eine signifikant stärkere Stenosierung des Lumens (durchschnitt-

lich 63,4 %) im Vergleich mit der apoE–KO-Gruppe (p = 0,002). Zwischen den 
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drei Gruppen DKO, DKO + HFD und apoE-KO + HFD ergaben sich keine signifi-

kanten Unterschiede.  

Veränderungen der Media waren nach Induktion der Thrombosen schon mikro-

skopisch auffällig, weshalb im Folgenden die Fläche der Media (vgl. Abbildung 

10) sowie der Intima-Media-Quotient (vgl. Abbildung 11) für die einzelnen Geno-

typen bestimmt wurden.  
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Abbildung 10: Zusammenfassende Darstellung der Mediafläche 3 Wochen 

nach Gefäßwandverletzung 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben.  

 

Die Größe der Media ist sowohl bei den DKO- Mäusen gegenüber den apoE-KO 

Mäusen signifikant reduziert. Dies gilt sowohol für die Gruppe mit Standardfutter 

(Mediafläche der DKO-Mäuse 34.960 + 5.196 µm² vs. apoE-KO-Mäuse 55.520 + 

3.068 µm²; p = 0,002), als auch für die Gruppe mit fettreichem Futter (Mediaflä-

che der DKO +  HFD-Mäuse 30.690 + 5.586 µm² vs. apoE-KO + HFD-Mäuse 

66.530 + 6.549 µm², p = 0,002).  
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Innerhalb eines Genotyps finden sich keine von der Futterart abhängigen signifi-

kanten Unterschiede bezüglich der Mediafläche. 

In einem nächsten Schritt foltge die Bestimmung des Quotienten aus der Neoin-

timafläche und der Mediafläche, des Intima-Media-Quotienten. Dieser ist in Ab-

bildung 11 dargestellt:  

apoE-KO DKO apoE-KO + HFD DKO + HFD
0

1

2

3

p=0,002

p=0,047

In
ti

m
a
/M

e
d

ia
-Q

u
o

ti
e
n

t

p=0,033

 

Abbildung 11: Zusammenfassende Darstellung des Intima-Media-

Quotienten 3 Wochen nach Gefäßwandverletzung 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben.   

 

 

Die ermittelten Intima-Media-Quotienten sind für die DKO-Mäuse gegenüber den 

apoE-KO-Mäusen signifikant erhöht (durchschnittlich 2,10 + 0,43 vs. 0,50 + 0,11, 

p = 0,002). Die gilt entsprechend auch für die Versuchsgruppen mit fettreichem 

Futter (1,84 + 0,26 vs. 0,99 + 0,23; p = 0,033). Ein weiterer signifikanter Unter-

schied ergibt sich zwischen den apoE-KO-Mäusen mit Standardfutter und den 
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apoE-KO + HFD-Mäusen (p = 0,047). Bei den den DKO ergibt sich keine Abhän-

gigkeit des Intima-Media-Quotienten vom Futter.  

 

Aneurysmabildung ist eine häufige Komplikation der Arteriosklerose und des va-

skulären Remodellings. Deshalb wurde der Gesamtdurchmesser der Carotisarte-

rien ebenfalls erfasst (vgl. Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Zusammenfassende Darstellung der Gefäßgesamtflächen 3 

Wochen nach Verletzung 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben.   

 

Die Gefäßgesamtflächen der apoE-KO-Mäuse (129.400 + 6.495 µm²) und der 

DKO-Mäuse (144.900 + 7.448 µm²) unterscheiden sich nicht signifikant. Auch bei 

zusätzlicher Gabe von Fettfutter ergeben sich keine Unterschiede zwischen 

apoE-KO + HFD und DKO + HFD (152.100 + 5696 µm² vs. 109.400 + 6443 µm²)  

Die Mause der apoE-KO + HFD-Gruppe weisen eine signifikant größere Gefäß-

gesamtfläche auf als die Mäuse der apoE-KO-Gruppe (p = 0,019). Zwischen der 
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DKO-Gruppe und der DKO + HFD-Gruppe ergeben sich keine signifikanten Un-

terschiede.  

 

Im Weiteren wurde die qualitative Zusammensetzung der Plaques näher unter-

sucht. Der Gehalt an SMCs wurde mittels einer immunhistochemischen Färbung 

für α-Aktin untersucht. Hier zeigte sich, daß Läsionen der apoE-KO-Mäuse ver-

gleichsweise viele α-Aktin-positive glatte Muskelzellen – besonders in den Kap-

pen – enthielten, während die Läsionen der Doppelknockoutmäuse vergleichs-

weise arm an α-Aktin-positiven glatten Muskelzellen und die Kappen entspre-

chend deutlich schmaler waren.  

 

Abbildung 13 zeigt ein repräsentatives Beispiel der immunhistochemischen α-

Aktin-Färbung.  

 

Abbildung 13: Repräsentative Abbildungen nach immunhistochemischer 

Anfärbung von α-Aktin innerhalb der Neointima. 

Lichtmikroskopische Darstellung der Neointima einer apoE-KO-Maus (links) so-

wie einer DKO-Maus (rechts) in der α-Aktin-Färbung (rot) in 200facher Vergröße-

rung  

 

Bei der Quantifizierung der α-Aktin-positiven Flächen wurde diese auf die Fläche 

der Neointima bezogen und als Anteil an der Neointimafläche angegeben (vgl. 

Abbildung 14):  
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Abbildung 14: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils 

der α-Aktin-positiven Flächen 3 Wochen nach Gefäßwandverletzung.  

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben. 

 
 
Zwischen den apoE-KO-Mäusen (27,02 + 6,8 %) und den DKO-Mäusen (8,36 + 

6,83 %) ergab sich kein signifikanter Unterschied in der statistischen Analyse. 

Die apoE-KO + HFD (25,75 + 4,06 %) wiesen aber, verglichen mit der DKO + 

HFD–Gruppe (7,72 + 4,73 %), eine signifikant höhere α-Aktin-positive Fläche auf 

(p = 0,028). Durch die Gabe von fettreichem Futter wurde weder im apoE-KO-

Genotyp, noch im DKO-Genotyp der Anteil an α-Aktin an der Neointima verän-

dert.  

 

Im Rahmen der experimentell induzierten Gefäßwandverletzung wird Fibrin als 

integraler Bestandteil der Thrombusbildung erzeugt. Die Persistenz von Fibrin 

innerhalb der Neointima wurde mithilfe einer immunhistochemischen Färbung für 



 

 

51 

51 

Fibrin und Fibrinogen quantifiziert. Während in den Läsionen der apoE-KO-

Mäuse nur wenig Fibrin in der Neointima nachzuweisen war, zeigten sich bei den 

DKO-Mäusen ausgedehnte fibrinreiche Areale in der Neointima.  

 

Abbildung 15 zeigt ein repräsentatives Beispiel der immunhistochemischen 

Fibrinfärbung:  

  
 

Abbildung 15: Repräsentative Abbildungen nach immunhistochemischer 

Anfärbung von Fibrinogen und Fibrin.  

Neointima einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus (rechts) in der 

Immunhistochemischen Färbung für Fibrinogen und Fibrin (rot). Vergrößerung: 

200fach 

 

 

 

In der quantitativen Analyse wurde in Abbildung 16 die Fibrin- und Fibrinogen-

positive Fläche anteilig an der Gesamtfläche der Neointima angegeben.  
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Abbildung 16: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils 

Fibrinogen und Fibrin-positiver Fläche 3 Wochen nach Gefäßwandverlet-

zung. 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler pro Versuchsgrup-

pe 3 Wochen nach Induktion der Gefäßwandverletzung. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Analyse sind ebenfalls angegeben. 

 

 
Die quantitative Analyse zeigt eine signifikante Erhöhung der Fibrin-positiven 

Fläche der DKO-Mäuse (42,84 + 5,78 %) gegenüber den apoE-KO-Mäusen 

(14,86 + 10,33 %) bei Gabe von normalem Futter (p = 0,041). Für die apoE-KO + 

HFD (18,38 + 7,03) und die DKO + HFD (30,50 + 12,29 %) ergab sich kein signi-

fikanter Unterschied. Auch die Gabe von fettreichem Futter statt Standardfutter 

führte zu keiner signifikanten Veränderung der Fibrin-positiven Fläche; dies gilt 

für beide Genotypen.  

Zusätzlich wurden die Neointima von apoE-KO und DKO-Mäusen mit normalem 

Futter sowie HFD auf das Vorhandensein von Stabilitätskriterien untersucht:  
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1. Das Verhältnis der Fläche der Neointimakappe zur Gesamtfläche der Neoin-

tima.  

2. Die Zahl der Rupturen der elastischen Laminae der Gefäßmedia; Hierbei 

wurde die durchschnittliche Anzahl der Rupturen pro Maus über insgesamt 5 

repräsentative Schnitte bestimmt. Angegeben wurde der Anteil der Mäuse mit 

durchschnittlich > 1 Ruptur der elastischen Laminae pro Schnitt an der unter-

suchten Gesamtanzahl der Mäuse.  

3. Die Größe der Fläche der Einblutungen in die Neointima wird als Anteil der 

Gesamtfläche der Neointima angegeben.  

4. Die Zahl der Zellkerne bezogen auf die Neointimafläche als Maß der Zellulari-

tät.  

 

Die Ergebnisse dieser Auswertung werden in Tabelle 2 veranschaulicht: 

 

 apoE-KO DKO apoE-KO + 
HFD 

DKO + HFD 

Kappen-
Neointima-
Verhältnis 

1,0 + 0,07 0,4 + 0,02 
 

*p=0,016 
vs. apoE-KO 

 

0,7 + 0,2 0,3 + 0,2 
 

*p=0,02 
vs. apoE-KO 

+ HFD 
 

Rupturen der 
elastischen La-
minae (%) 

21,4 (3 von 
14) 

46,7 (7 von 
15) 

 
p=0,53 

vs. apoE-KO 

11,1 (1 von 
9) 

69,2 (9 von 
13) 

 
p=0,18 vs. 
apoE-KO + 

HFD 

Einblutungen in 
die Neointima (%) 

0,3 + 0,3 11,9 + 8,1 
 

*p=0,043 
vs. apoE-KO 

2,5 + 1,7 19,3 + 9,6  
 

p=0,051 
vs. apoE-KO 

+ HFD 
 

Zellularität (10-3 
/µm²) 

4,7 + 0,3 3,0 + 0,6  
 

*p=0,021 
vs. apoE-KO 

5,1 + 0,5 2,8 + 0,5 
 

*p=0,012 
vs. apoE-KO 

+ HFD 
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Tabelle 2: Histologische Marker für Plaquestabilität/-instabilität einer Neoin-

tima 3 Wochen nach Gefäßwandverletzung 

- Kappen-Neointima-Verhältnis: Fläche der Kappe/Gesamtfläche der Neointima  

- Rupturen der elastischen Laminae: Anteil der Mäuse mit mehr als 1 Ruptur der 

elastischen Laminae pro Schnitt in % 

- Einblutungen in die Neointima: Fläche der Einblutungen  in % der Neointimaflä-

che 

- Zellularität der Neointima: Anzahl der kernhaltigen Zellen der Neointima, ange-

geben in 10-3  Zellen pro µm² Neointima] 

 

In dieser Analyse zeigen DKO-Mäuse unabhängig vom verabreichten Futter eine 

signifikante Reduktion des Kappe-Neointima-Verhältnisses. Ebenso weisen die 

DKO-Mäuse unabhängig vom Futter mehr Rupturen der elastischen Laminae 

auf, ein signifikanter Unterschied ergab sich für diesen Marker allerdings nicht. 

Die Fläche der Einblutungen in die Neointima war bei den DKO-Mäuse signifi-

kant größer als bei den apoE-KO-Mäusen bei normaler Diät. Desweiteren zeigt 

sich eine signifikante Reduktion der Zellularität der DKO-Mäuse gegenüber den 

apoE-KO-Mäuse in beiden Futtergruppen.  

 

Zusammenfassend kann man demnach feststellen, dass ein Mangel an Urokina-

se-Plasminogen-Aktivator in apoE-KO-Mäusen die Größe und den Grad der Lu-

menstenose der Neointima verstärkte, während die Mediadicke sowie die Ge-

fäßgesamtfläche reduziert waren. Darüber hinaus war auch die Plaquezusam-

mensetzung nach der experimentellen Gefäßverletzung beim Fehlen von uPA 

verändert. Insbesondere war ein Mangel an Urokinase-Plasminogen-Aktivator 

mit einer signifikant reduzierten Zellularität und Gehalt an glatten Muskelzellen 

sowie einem signifikanten Anstieg des Fibrinogen- und Fibringehaltes assoziiert. 

Die Untersuchten Surrogatparameter für die Plaquestabilität (Zellularität, Kap-

pen-Neointima-Verhältnis, Rupturen der elastischen Laminae und Einblutungen 

in die Neointima) belegen eine verminderte Plaquestabilität durch das Fehlen 

des uPA-Gens.  
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3.2.Einfluss von Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und Zu-

sammensetzung arteriosklerotischer Gefäßläsionen 

3.2.1 Einfluss von Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und Zu-

sammensetzung arteriosklerotischer Gefäßläsionen der Aortenwurzel 

Um die Rolle des Urokinase-Plasminogen-Aktivators in der Pathophysiologie sich 

spontan entwickelnder arteriosklerotischer Plaques genauer zu charakterisieren, 

wurden Gefäßquerschnitte durch die proximale Aorta, die Koronararterien und 

die Brachiozephalarterie von 12 Monate alten apoE-KO und DKO Mäusen unter-

sucht.  

Abbildung 17 zeigt repräsentative histologische Schnitte durch die Aortenwur-

zel.  

 

 

 

 

 



  

  

Abbildung 17: Repräsentative Abbildungen spontaner arteriosklerotischer 

Läsionen an der Aortenwurzel im apoE-KO- bzw. DKO-Mausmodell.  

Lichtmikroskopsiche Darstellung in Verhoeff‘s Elastikafärbung. Schnitte durch die 

Aortenwurzel einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus (rechts) in 

40facher Vergrößerung (oben) bzw. 200facher Vergrößerung (unten)  

 

Die jeweilige Plaquegröße ist in Abbildung 18 dargestellt: 
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Abbildung 18: Zusammenfassende Darstellung der Fläche arterioskleroti-

scher Läsionen an der Aortenwurzel 12 Monate alter Mäuse. 

Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung für jeden Genotyp 

bei 12 Monate alten Mäusen. Die Angabe der gemessenen Flächen erfolgt in 

µm². Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.  

 

Die durchschnittliche Plaquefläche betrug 41.172 + 5.423 µm² für die Mäuse mit 

dem apoE-KO-Genotyp und 38.714 + 4.183 µm²  für die Mäuse mit DKO-

Genotyp. Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied.  

 

Arteriosklerotische Plaques an der Aortenwurzel wiesen zudem deutliche Unter-

schiede in ihrer Zusammensetzung auf. In einer immunhistochemischen Fäbrung 

wurde der Anteil an Fibrin und Fibrinogen an der Plaquefläche bestimmt. Die 

entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt:  
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Abbildung 19: Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils 

Fibrin/Fibrinogen-positiver Flächen der arteriosklerotischen Plaques an der 

Aortenwurzel 12 Monate alter Mäuse. 

Dargestellt ist der Fibrin- und Fibrinogenanteil an der Gesamtfläche der Plaques 

in Prozent nach Genotyp sowie die zugehörige statistische Analyse. Gezeigt sind 

die Mittelwerte und die Standardabweichung.  

 
So zeigte die spezifische Färbung für Fibrin-positive Areale kein oder wenig Fib-

rin in den apoE-KO-Mäusen (12,29 + 1,85 %); dagegen entwickelten die Doppel-

knockoutmäuse große fibrinreiche Flächen (38,72 + 3,24 %) in den Plaques der 

proximalen Aorta. In der quantitativen Analyse zeigten sich signifikante Unter-

schiede der immunhistochemisch Fibrin-positiven Flächen zwischen den Geno-

typen (p = 0,002).  
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Die spezifische Färbung für α-Aktin-positive glatte Muskelzellen zeigte unabhän-

gig vom Genotyp in dieser Lokalisation nur sehr wenige α-Aktin-positive Areale in 

der Gefäßintima, wie in den repräsentativen Schnitten in Abbildung 20 gezeigt:  

  

Abbildung 20: Repräsentative Bilder nach immunhistochemischer Anfär-

bung von α-Aktin in arteriosklerotischen Plaques an der Aortenwurzel 12 

Monate alter Mäuse.  

Dargestellt sind die Plaques einer apoE-KO-Maus (links) sowie eine DKO-Maus 

(rechts) in der α-Aktin-Färbung (rot) in 200facher Vergrößerung  

 

Aufgrund des sehr geringen Anteiles wurde auf einen quantitativen Vergleich der 

α-Aktin-positiven Flächen verzichtet.  

 

Für die Bestimmung der Zellularität der Plaques wurde die Zellzahl manuell be-

stimmt. Diesbezüglich ergaben sich eine nicht signifikante Reduktion in den 

DKO-Mausläsionen, wie in Abbildung 21 gezeigt.  
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Abbildung 21: Zusammenfassende Darstellung der Zellularität arterio-

sklerotischer Plaques der Aortenwurzel 12 Monate alter Mäuse. 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Ge-

notyp.  

 

Für die apoE-KO-Mäuse ergab sich eine Zellzahl von durchschnittlich 1,88 + 0,18 

x 10-3 Zellen pro µm² Plaquefläche, für die DKO-Mäuse von 1,31 + 0,26 x 10-3 

pro µm² Plaquefläche. Bezüglich der Zellularität der Läsionen der Aortenwurzel 

ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.  

 

Zusammenfassend zeigte sich in den arteriosklerotischen Läsionen der Aorten-

wurzel kein Unterschied, was die Größe und die Zellularität der Läsionen angeht. 

Für beide Genotypen bestand ein sehr geringer Gehalt an glatten Muskelzellen. 

Der Fibrinogengehalt der Läsionen der DKO-Mäuse war gegenüber den apoE-

KO-Mäusen signifikant erhöht.  
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3.2.2 Einfluss von Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und Zu-

sammensetzung arteriosklerotischer Gefäßläsionen der Koronararterien 

 

Im Bereich der Koronararterien bildeten sich bei beiden Genotypen arterio-

sklerotische Plaques. Repräsentative Beispiele zeigt Abbildung 22:  

  

Abbildung 22: Repräsentative Abbildung arteriosklerotischer Plaques in-

nerhalb der Koronararterien 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt sind die Plaques einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus 

(rechts) in 200facher Vergrößerung in Verhoeff‘s Elastikafärbung.  

 

Die Analyse der Plaquegröße wird in Abbildung 23 gezeigt:  
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Abbildung 23: Zusammenfassende Darstellung der Gesamtfläche arterio-

sklerotischer Plaques in den Koronararterien 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Geno-

typ.  

 

Die Größe der arteriosklerotischen Plaques in den Koronararterien der Doppel-

knockoutmäuse (20.440 + 6727 µm²) unterschied sich nicht signifikant von der 

der apoE-KO-Mäuse (35.530 + 7849 µm²), war aber tendenziell etwas verringert.  

 

Die Verlegung des Lumens der Koronararterien wurde in Prozent angegeben 

und zwischen den Genotypen verglichen, wie in Abbildung 24 gezeigt:  
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Abbildung 24: Zusammenfassende Darstellung der Lumenstenose in den 

Koronararterien 12 Monate alter Mäuse . 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittleres Standardfehler abhängig vom 

Genotyp, sowie die zugehörige statistische Analyse.  

 
 
Die Lumenstenose war mit 92,0 + 2,2 % bei den Doppelknockoutmäusen signifi-

kant erhöht gegenüber den apoE-KO-Mäusen mit 80,0 + 3,6 % (p = 0,026).  
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Die Fläche der Media wurde in den arteriosklerotischen Koronararterien ebenfalls 

analysiert und in Abbildung 25 graphisch dargestellt:  
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Abbildung 25: Zusammenfassende Darstellung der Mediafläche in den Ko-

ronararterien 12 Monate alter Mäuse. 

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Ge-

notyp sowie die zugehörige statistische Analyse.  

 

Die Mediafläche der Doppelknockoutmäuse (7.915 + 1.637 µm²) war gegenüber 

der der apoE-KO-Mäuse (19.540 + 3.932 µm²) signifikant verringert (p = 0,026). 

Für das Intima-Media-Verhältnis ergab sich dagegen kein signifikanter Unter-

schied, wie in Abbildung 26 angegeben.  
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Abbildung 26: Zusammenfassende Darstellung des Intima-Media-

Quotienten in den Koronararterien 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt ist der Mittelwert sowie der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp.  

 

Der Intima-Media-Quotient betrug 1,83 + 0,19 für die apoE-KO-Mäuse sowie 

2,78 + 0,66 für die DKO-Mäuse. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Genotypen.  

 

Als Gefäßgesamtfläche der Koronararterien wurde die Fläche innerhalb der La-

mina elastica externa vermessen und dargestellt, wie Abbildung 27 demons-

triert:  
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Abbildung 27: Darstellung der Gefäßgesamtfläche in den Koronararterien 

12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt ist der Mittelwert sowie der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp.  

 

Die Gefäßgesamtfläche betrug bei den apoE-KO-Mäusen 64.100 + 13.630 µm², 

bei den DKO-Mäusen 31.680 + 16.340 µm².  

Es ergabt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.  

 

In der α-Aktin-Färbung zeigten die Plaques der Koronararterien die auch für 

menschliche arteriosklerotische Läsionen typische Ansammlung von glatten 

Muskelzellen in den Kappen der Plaque. Repräsentative Schnitte zeigt Abbil-

dung 28, die zugehörige morphometrische Analyse zeigt Abbildung 29:  



 

 

66 

66 

  

Abbildung 28: Repräsentative Bilder nach immunhistochemischer Anfär-

bung von α-Aktin in arteriosklerotischen Plaques der Koronararterien 12 

Monate alter Mäuse  

Dargestellt sind die Koronararterie einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-

Maus (rechts) in 200facher Vergrößerung.   
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Abbildung 29: Zusammenfassende Darstellung der α-Aktin-positiven Flä-

chen arteriosklerotischer Koronarplaques.  

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Ge-

notyp, sowie die zugehörige statistische Analyse.  
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Mittels quantitativer Analyse ließ sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Genotypen bezüglich des α-Aktin-Gehaltes nachweisen (p=0,040).  

Der immunhistochemisch nachgewiesene Gehalt an Fibrin und Fibrinogen wird in 

Abbildung 30 dargestellt:  
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Abbildung 30: Zusammenfassende Darstellung der Fibrin- und Fibrinogen-

positiven Flächen arteriosklerotischer Koronarplaques.  

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Ge-

notyp, sowie die zugehörige statistische Analyse.  

 

Der Fibrin- und Fibrinogengehalt war signifikant Größer bei Doppelknockoutmäu-

sen im Vergleich zu den apoE-KO-Mäusen (25,9 ± 4,5 gegenüber 3,4 ± 0,5 % 

der Gesamtfläche der Läsion; p = 0,007).  

 

Die Zellularität der koronaren Plaques ist in Abbildung 31 dargestellt:  
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Abbildung 31: Zusammenfassende Darstellung der Zellularität arterio-

sklerotischer Koronarplaques.  

Dargestellt sind der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom Ge-

notyp, sowie die zugehörige statistische Analyse.  

 

Die koronaren Plaques von Doppelknockoutmäusen waren außerdem durch eine 

niedrigere Zellularität charakterisiert (1,8 ± 0,5 gegenüber von 4,0 ± 0,6 x 10-³ 

Zellen pro μm² bei apoE-KO Mäusen; p = 0,045).  

 

Zusammenfassend zeigen die spontanen atherosklerotischen Plaques der 

Coronararterien der Doppelknockoutmäuse eine größere Stenosierung des Ge-

fäßlumens, eine kleinere Mediafläche, einen niedrigeren Anteil an α-Aktin-

positiven glatten Muskelzellen, einen höheren Anteil an Fibrin und Fibrinogen 

sowie eine geringere Zellularität als die apoE-KO-Kontrollen.  
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3.2.3 Einfluss von Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und Zu-

sammensetzung arteriosklerotischer Gefäßläsionen der Brachiozephalarte-

rien 

 

In den Brachiozephalarterien sowohl der apoE-KO- als auch der DKO-Mäuse 

bildeten sich spontan ebenfalls arteriosklerotische Plaques nach 12 Monaten. 

Repräsentative Beispiele sind in Abbildung 32 dargestellt:  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 32: Repräsentative Abbildung arteriosklerotischer Plaques an 

der A. brachiocephalica 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt sind die Plaques einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus 

(rechts) in 200facher Vergrößerung (links) bzw. 100facher Vergrößerung 

(rechts). Verhoeff‘s Elastikafärbung. Die Pfeile im rechten Bild weisen auf fibröse 

Kappen innerhalb der Neointima hin.   

 

Die Ergebnisse der morphometrischen Analyse der Plaqueflächen wird in Abbil-

dung 33 dargestellt:  
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Abbildung 33: Darstellung der Plaquefläche in den Brachiozephalarterien 

12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt werden der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp.  

Auf der Ebene der Brachiozephalarterie betrug die mittlere Plaquefläche 180.351 

± 11.264 μm² bei Doppelknockoutmäusen im Vergleich zu 120.114 ± 23.960 μm² 

bei apoE-KO Mäusen. Dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant.  

 

Die Lumenstenose wird für die Brachiozephalarterien in Abbildung 34 darge-

stellt:  
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Abbildung 34: Darstellung der Lumenstenose in den Brachiozephalarterien 

12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt werden der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp sowie die Ergebnisse der statistischen Analyse.  

 

Eine größere Lumenstenose wurde in der Abwesenheit von Urokinase-

Plasminogen-Aktivator beobachtet (67 ± 3,0 % gegenüber von 45 ± 7 %; p = 

0,035).  

Wie auch bei der Aortenwurzel zeichneten sich die brachiozephalen Plaques von 

Doppelknockoutmäusen nicht durch eine signifikante Reduktion der Zellularität 

aus, obwohl eine Tendenz zu einer niedrigeren Zellzahl zu beobachten war (1,7 

+ 0,4 x 10-3 Zellen pro μm² gegenüber von 3,4 + 1,4 x 10-3 Zellen pro μm² bei p = 

0,39), nicht gezeigt. Die α-Aktin immunpositive Fläche war jedoch in den DKO 

reduziert. Eine beispielhafte immunhistochemische Färbung für α-Aktin in dieser 

Lokalisation veranschaulicht Abbildung 35, die Mittelwerte und statistische Ana-

lyse zeigt Abbildung 36: 
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Abbildung 35: Repräsentative Abbildung arteriosklerotischer Plaques in 

der A. brachiocephalica 12 Monate alter Mäuse nach immunhistochemi-

scher Färbung für α-Aktin.  

Darstellung eines arteriosklerotischen Plaques in der A. brachiocephalica einer 

apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus (rechts) in 200facher Vergröße-

rung (links) sowie 100facher Vergrößerung (rechts).  
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Abbildung 36: Darstellung der α–Aktin-positiven Fläche in den Brachioze-

phalarterien 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt werden der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp sowie die Ergebnisse der statistischen Analyse.  
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Es zeigte sich, dass brachiozephale Plaques der Doppelknockoutmäuse eine re-

duzierte α-Aktin immunpositive Fläche aufwiesen (2,3 ± 0,6 gegenüber von 4,5 ± 

0,5 %; p = 0,012). 

Da eine höhere Plaquestabilität mit hohem Gehalt an Kollagen und glatten Mus-

kelzellen assoziiert ist, und ein funktioneller Zusammenhang zwischen Migration 

von glatten Muskelzellen und Kollagensynthese besteht (Rocknick, 1998), wurde 

ebenfalls eine Kollagenbestimmung mittels Siriusrot-Polarisationsmikroskopie 

durchgeführt. Diese ergab in Übereinstimmung mit den obigen Befunden eine 

2,6-fache Reduktion des interstitiellen Kollagengehaltes bei Plaques von Doppel-

knockoutmäusen im Vergleich zu denen von apoE-KO Mäusen (P = 0,009), wie 

in Abbildung 37 gezeigt.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 37: Repräsentative Abbildung nach Picrosiriusrotfärbung einer 

arteriosklerotischen Plaque in der A. brachiocephalica 12 Monate alter 

Mäuse.  

Dargestellt sind die Plaque einer apoE-KO-Maus (links) sowie einer DKO-Maus 

(rechts) in 200facher Vergrößerung (Picrosiriusrotfärbung, Polarisationsmikro-

skopie). Pfeil: interstitielles Kollagen.  

 

Wenn man sowohl apoE-KO-Mäuse als auch die DKO-Mäuse innerhalb des glei-

chen Genotyps analysiert, besteht eine signifikant positive Korrelation zwischen 

dem α-Aktin- und dem Kollagengehalt der arteriosklerotischen Läsionen (r = 

0,554 bei p < 0,05). 
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Darüber hinaus zeigte sich, dass, wie auch bereits an den anderen untersucten 

Lokalisationen, ein Mangel an Urokinase-Plasminogen-Aktivator mit einer ver-

mehrten Akkumulation von Fibrin und Fibrinogen in den brachiozephalen Läsio-

nen assoziiert war. Dies wird in Abbildung 38 illustriert.  

 

 

Abbildung 38: Darstellung der Fibrin- und Fibrinogen-positiven Fläche in 

den Brachiozephalarterien 12 Monate alter Mäuse.  

Dargestellt werden der Mittelwert und der mittlere Standardfehler abhängig vom 

Genotyp. 

 

Es ergab sich eine 12,1 + 7,4 % immunpositiven Fläche pro Plaquegesamtfläche 

bei den DKO-Mäusen im Vergleich zu 6,7 + 3,2 % bei apoE-KO Mäusen, p = 

0,045). Die Analyse von seriellen Schnitten von apoE-KO und Doppelknockout-

mäusen ergab außerdem eine hochsignifikante negative Korrelation zwischen 

dem α-Aktin- Gehalt einerseits und Fibrin- und Fibrinogen-Gehalt andererseits (r 

= -0,791 bei p < 0,001). 

Zusammenfassend lässt sich demnach festhalten, dass ein Mangel an Urokina-

se-Plasminogen-Aktivator den Schweregrad einer Lumenstenose von arterio-

sklerotischen Plaques der Brachiozephalarterien bei apoE-KO Mäusen verstärk-

te. Das Fehlen von Urokinase-Plasminogen-Aktivator war außerdem mit einem 
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reduzierten Gehalt an glatten Muskelzellen und interstitiellem Kollagen sowie ei-

nem erhöhten Gehalt an Fibrin und Fibrinogen assoziiert.  

3.3 Einfluss des Urokinase-Plasminogen-Aktivators auf die Stabilität arte-

riosklerotischer Läsionen 

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse könnte man annehmen, dass arterio-

sklerotische Läsionen, die in Urokinase-Plasminogen-Aktivator defizitären apoE-

KO-Mäusen entstehen, eine verstärkte Vulnerabilität bezüglich einer Plaque-

ruptur aufweisen. Mittels der Masson‘s Trichromfärbung lassen sich die Stabili-

tätszeichen besonders gut untersuchen (vgl. Abbildung 39).      

Ein systematischer Vergleich der histologischen Kriterien bezüglich Plaqueinsta-

bilität der Brachiozephalarterie bestätigte diese Hypothese, wie Tabelle 3 veran-

schaulicht. 

 apoE-KO DKO 

Kappen-Neointima-
Verhältnis 

0,37 + 0,05 0,21 + 0,04 

 

*p=0,03 

Rupturen der elasti-
schen Laminae (%) 

50 % (8/16) 78 % (7/9) 

 

p=0,23 

 

Einblutungen (%) 
13 % (2/16) 67 % (6/9) 

 

*p<0,01 

Zellularität 
0,5 + 0,2 1,8 + 0,5 

 

*p=0,02 

 
Tabelle 3: Histologische Marker für Plaquestabilität/-instabilität 

arteriosklerotischer Plaques in der A. brachiocephalica 

- Kappen-Neointima-Verhältnis: Fläche der Kappe/Gesamtfläche der Neointima 
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- Rupturen der elastischen Laminae: Anteil der Mäuse mit mehr als 1 Ruptur der 
elastischen Laminae pro Schnitt an der Gesamtzahl in % 

- Einblutungen: Anteil der Mäuse mit Einblutungen in die Plaques an der Ge-
samtzahl in % 

- Zellularität: Anzahl der kernhaltigen Zellen in der Neointima/Fläche der Neoin-
tima, angegeben in 10-3 Zellen pro µm²  

 

So bestand ein signifikant reduziertes Kappen/Intima-Verhältnis bei Doppel-

knockoutmäusen im Vergleich apoE-KO Mäusen. Einblutungen in die Neointima 

wurden bei 6 von 9 (67 %) Doppelknockoutmäusen im Vergleich zu 2 von 16 (13 

%) apoE-KO Mäusen beobachtet (p<0,01; Tabelle 3).  

Zusätzlich wurden buried fibrous caps, wie in Abbildung 32 zu sehen, signifikant 

häufiger in Läsionen von Doppelknockoutmäusen beobachtet (p <0,02).  

Außerdem zeigte sich, dass die Anzahl der Rupturen der elastischen Laminae 

negativ mit dem Kollagengehalt der Läsionen korrelierte (r = -0,615 bei p <0,02). 

Außerdem konnte eine spontane Ruptur der fibrösen Kappen bei 3 von 9 (33 %) 

Doppelknockoutmäusen im Vergleich zu 1 von 12 (8 %) apoE-KO Mäusen fest-

gestellt werden. Beispielhaft ist die spontane Plaqueruptur einer DKO-Maus in 

Abbildung 39 dargestellt.  
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Abbildung 39: Repräsentatives Beispiel einer Plaqueruptur bei einer DKO-
Maus.  
Die Ruptur der fibrösen Kappe, welche die Plaque bedeckt, wurde häufiger bei 
DKO- als bei apoE-KO Mäusen beobachtet, was zum Einstrom von Erythrozyten 
(*) und thrombotischem Material (**) in die Läsion geführt haben könnte. Die lin-
ken Abbildungen zeigen eine Masson’sche Trichromfärbung, die rechten eine 
Verhoeff’sche Elastikafärbung. Pfeile weisen auf die unterbrochene Aussen-
schicht der fibrösen Kappe. Vergrößerung 100-fach (A und D), 200-fach (B und 
E) oder 400-fach (C und F). 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Studie wurde systematisch die Auswirkung eines geneti-

schen Mangels an Urokinase-Plasminogen-Aktivator auf die Größe und zelluläre 

Zusammensetzung von Gefäßläsionen im Mausmodell untersucht. Wir verwen-

deten dabei experimentell mittels des Eisenchlorid-Modells induzierte Neointi-

maläsionen sowie spontan entstandene atherosklerotische Plaques in apoE-KO-

Mäusen. Die Plaquegröße und Plaquezusammensetzung wurden histologisch 

und immunchistochemisch untersucht.  

 

In einigen Gruppen erfolgte zusätzlich zur Untersuchung der uPA-Defizienz die 

Gabe von HFD. Dies erfolgte, um die Neointimabildung in der apoE-KO-Maus zu 

verstärken und mögliche Genotyp-abhängige Unterschiede so weiter zu unter-

streichen. Die Verabreichung von HFD erhöhte sowohl in den apoE-Knockout- 

als auch in den Doppelknockoutmäusen die Blutfettwerte, während sich das Kör-

pergewicht nicht signifikant veränderte. Dabei stieg das Plasmagesamtcholeste-

rin in den Doppelknockoutmäusen etwa um das Zweieinhalbfache an, während 

die Plasmatriglyzeride nur leicht um etwa 20 % anstiegen (vgl. Tab. 1). Extrem 

hohe Plasmacholesterinlevel nach Fütterung einer HFD sind charakteristisch für 

die apoE-KO-Maus beschrieben (Nakashima et al., 1994). 

 

Ein Defizit von uPA zeigte keinen Einfluss auf das Gewicht und die Blutfettwerte 

der apoE-Knockout-Mäuse. Ein indirekter Einfluss von uPA auf die Thrombose-

entstehung und  Arterioskleroseentstehung über die Induktion höherer Plasmali-

pidlevel kann in der vorliegenden Arbeit somit ausgeschlossen werden; die 

Plasmalipidspiegel sind abhängig vom apoE-Genotyp und vom Futtertyp, nicht 

aber vom uPA-Genotyp.  
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4.1 Urokinase-Plasminogen-Aktivator und arterielle Thrombose  

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss des Fehlens von uPA nach 

Thrombusinduktion mittels einer Endothelschädigung durch Eisenchlorid in der 

A. carotis von apoE-Knockoutmäusen untersucht. Ein Teil der Mäuse erhielt da-

zu eine HFD, ein Teil normales Nagetierfutter.  

Dabei fand sich kein signifikanter Unterschied für die Mittelwerte der Thrombose-

zeiten zwischen den verschiedenen Gruppen (vgl. Abb.4).  

In einer vorangegangenen Studie (Schäfer et al., 2002) unter Verwendung des 

Eisenchloridmodells wiesen die uPA-KO-Mäuse eine kürzere Thrombosezeit auf 

als Wildtypmäuse (9,1 ± 0,5 Minuten vs. 11,1 ± 0,4 Minuten, p <0,001). Grund-

sätzlich zeigen sich in der vorliegenden Studie mit 11,9 ± 1,4 Minuten (apoE-KO) 

bzw. 16.77 ± 1.4 Minuten (uPA-KO) vergleichbare, tendenziell aber insgesamt 

längere Thrombosezeiten als in der vorangegangenen Studie. Möglicherweise 

liefert die Methode jetzt leicht abweichende Ergebnisse aufgrund des zusätzli-

chen Fehlens von uPA oder Unterschieden im genetischen Hintergrund der 

Mäuse trotz Rückkreuzung. Denkbar ist ausserdem eine Untersucherabhängig-

keit in Bezug auf die lokale Dosis des Eisenchlorids im Endothel oder andere Va-

riablen der Operationstechnik.   

Vergleichbar sind die von uns gemessenen Thrombosezeiten mit einer Studie, 

welche ebenfalls mittels Eisenchloridmodell den Einfluss von PAI-1 auf die arte-

rielle Thrombose in apoE-KO-Mäusen untersuchte (Zhu et al., 2001). Mit einer 

cholesterinreichen Nahrung ernährte apoE-KO-Mäuse entwickelten in einem 

ähnlichen Zeitraum (12,7 ± 2,8 min) wie in der vorliegenden Studie thromboti-

sche Verschlüsse. Mit normalem Futter ernährte Tiere wiesen dagegen signifi-

kante längere Zeiten bis zum thrombotischen Verschluss auf (22,3 ± 1,7 Minu-

ten). Im Gegensatz den Ergebnissen von Zhu et al. sowie zu einer früheren Un-

tersuchung unserer Arbeitsgruppe (Schäfer et al., 2003) führte die Gabe von 

HFD in der vorliegenden Arbeit nicht zu einer Verkurzung der Zeit von Beginn 
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der Applikation des Eisenchlorides bis zum vollständigen thrombotischen Ver-

schluss der Arteria carotis. 

Auch eine vorausgegangene Studie mit WT (Wildtyp) -Mäusen und apoE-KO-

Mäusen konnte für beide Genotypen kein Effekt der Fütterung mit HFD auf die 

Thrombosezeiten nachweisen (Schäfer et al., 2003).  

Bei Menschen erhöhen pathologisch erhöhte Triglyceridlevel bei bestimmten 

Zielgruppen bekanntermaßen das Risiko für die Entstehung von venösen 

Thrombosen (Doggen et al., 2004). In einer matched pair-Studie an Männern 

zeigte sich ein erhöhtes Risiko für einen Myokardinfarkt bei erhöhten Plasma-

spiegeln an α2-Antitrypsin, Plasminogen, PAI-1 und t-PA (Meltzer et al., 2010), 

dies war allerdings nur für α2-Antitrypsin unabhängig von den weiteren Risikofak-

toren metabolisches Syndrom und Rauchen nachweisbar. Diese Diskrepanzen 

werden hauptsächlich den unterschiedlichen Verfahren zur Adjustierung von 

Confoundern in den einzelnen Studien zugeschrieben (Meltzer et al., 2009). 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die von uns ermittelten Thrombosezeiten 

im in der Literatur für das gewählte Modell beschriebenen Bereich lagen. Wir 

konnten keine Unterschiede in den Thrombosezeiten – weder bei Abwesenheit 

von uPA, noch bei erhöhten Plasmalipidleveln – nachweisen.  

 

4.2 Urokinase-Plasminogen-Aktivator und Fibrinolyse 

In der vorliegenden Studie wurden 25 Minuten nach Thromboseinduktion sowie 3 

Wochen nach Thromboseinduktion erneut der Blutfluss der A. carotis gemessen. 

Erwartungsgemäß waren in allen Versuchsgruppen 3 Wochen nach Thrombus-

induktion weniger Gefäße vollständig verschlossen als 25 Minuten nach Throm-

businduktion.  

Die Rekanalisierungsraten nach 25 Minuten unterschieden sich nicht zwischen 

den einzelnen Genotypen, die Gabe von Fettfutter resultierte in einer tendenziel-

len Verringerung der Rekanalisationsraten ohne statistische Signifikanz für alle 

Genotypen (vgl. Abbildung 5).  
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Nach insgesamt 3 Wochen haben sich die Rekanalisierungsraten für alle Grup-

pen deutlich erhöht. Statistisch signifikante Unterschiede zeigen sich weiterhin 

nicht zwischen den Genotypen und den Futtertypen (vgl. Abbildung 6). 

Bei den DKO-Mäusen lag die Rekanalisierungsrate nach 3 Wochen mit 69 % in 

einem niedrigeren Bereich als bei den apoE-KO-Mäusen (95%), aber noch etwa 

doppelt so hoch wie die Rekanalisierungsraten nach 25 Minuten. Das Fehlen von 

uPA scheint also die Rekanalisierung von Gefäßen nach Thrombose zu vermin-

dern, aber nicht vollständig zu unterbinden.  

Interessant ist, dass die Rekanalisierungsrate nach 3 Wochen für die apoE-

KO+HFD-Gruppe mit 77 % in einem ähnlichen Bereich liegt wie die der DKO so-

wie DKO-HFD-Gruppe, aber niedriger als die der apoE-KO-Gruppe. Möglicher-

weise hemmt hier die cholesterinreiche Fütterung die Fibrinolyseaktivität der 

apoE-KO-Maus und antagonisiert so den Effekt des Vorhandenseins von uPA in 

diesem experimentellen Modell.  

Hierfür spricht, dass in einer vorangegangenen Studie die Rekanalisierungsrate 

25 Minuten nach Verletzung von apoE-KO+HFD-Mäusen mit 12 % ebenfalls sehr 

niedrig war (Schäfer et al., 2003). In der gleichen Studie zeigten etwa die Hälfte 

(51 %) der Wildtypmäuse nach 25 Minuten offene Gefäße, durch die Gabe von 

HFD wurde diese Rate signifikant verringert. Indem die Versuche mit sehr jungen 

Tieren und normalem Futter wiederholt wurden, konnte das Fehlen von apoE als 

wesentlicher Faktor für die arterielle Thrombose sowie persistierende Gefäßver-

schlüsse ausgeschlossen werden.  

In der gleichen Studie werden Hinweis darauf untersucht, dass eine verstärkte 

Expression von PAI-1 zu einem thrombogenen Phänotyp im apoE-KO-

Mausmodell führt.  

Der Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 führt zu einer Hemmung des Plasminogen 

Aktivators, der über die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin in die Regula-

tion des fibrinolytischen Systems eingreift. Zhu et al. konnten in einer Vergleichs-

studie von apoE und PAI-1-Doppelknockoutmäusen mit apoE-KO-Mäusen unter 

Nutzung des Eisenchloridmodells eine erhöhte Thrombusneigung und Throm-
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buspersistenz bei Vorhandensein von PAI-1 feststellen. Der Grund liegt vermut-

lich in der PAI-1 vermittelten Hemmung der Entfernung bzw. Auflösung von 

thrombozytenreichen Verschlüssen, die im Folgenden Wachstumsfaktoren an die 

Gefäßwandzellen aussenden (Zhu et al., 2001).  

So war erwartungsgemäß auch in der vorliegenden Studie das Fehlen von uPA 

mit einer verschlechterten Auflösung von Thromben und konsekutiv einer höhe-

ren und persistierenden Lumenstenose assoziiert.  

Ähnliche Daten konnten auch bei venösen Thrombosen im Mausmodell generiert 

werden: Bei uPA-KO Mäusen mit Thrombose der unteren Hohlvene ist die 

Thrombusauflösung und -organisation stark verlangsamt. Das Fehlen von tPA 

hatte dabei interessanterweise keinen Einfluss auf diese Merkmale. Nach einer 

Knochenmarktransplantation von Wildtypknochenmark in die uPA-defizienten 

Tiere verringerte sich die Größe der Thromben beträchtlich (Singh et al., 2003). 

TPA und uPA haben bekanntermaßen verschiedene Rollen in der vaskulären 

Physiologie inne. So vermittelt tPA vorwiegend die Auflösung von Fibrin im Rah-

men einer Gefäßverletzung, uPA aktiviert vor allem zellgebundenes Plasminogen 

und induziert so eine perizelluläre Proteolyse, die in Degradation von Matrixpro-

teinen resultiert (Lijnen, 2002).  

Zusammenfassend kann also gesagt werden dass das Fehlen von uPA in der 

vorliegenden Studie nicht zu schlechterer Fibrinolyse im Moment der Verletzung, 

aber zu verschlechterter Rekanalisation von Thromben mit konsekutiv stärkerer 

Neointimabildung und Lumenstenose führt. Dies könnte darauf beruhen, dass 

uPA über die Vermittlung von Zellmigration die Entfernung von intraluminalen 

sowie intramuralen Thromben erleichtert (Carmeliet et al., 1998b; Lijnen et al., 

1998; Deng et al., 1996; Stefansson und Lawrence, 1996).  
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4.3 Urokinase-Plasminogen-Aktivator und Neointimabildung 

Wir untersuchten histologisch die Größe der Neointimaläsionen und die resultie-

rende Stenosierung des Gefäßlumens der A. carotis 3 Wochen nach Gefäßver-

letzung mit Hilfe des Eisenchloridmodell.  

Dabei entwickelten die mit Standardfutter gefütterten Mäuse DKO-Mäuse eine 

signifikant stärktere Lumenstenose gegenüber den mit Standardfutter gefütterten 

apoE-KO-Mäusen (vgl. Abbildung 6 und 7). Es liegt also nahe, dass in unserem 

Modell das Fehlen von uPA als eigenständiger Faktor die intimale Hyperplasie 

verstärkt. Dieser Effekt scheint unabhängig vom weiteren genetischen Hinter-

grund aufzutreten und nur teilweise additiv zu weiteren Risikofaktoren (apoE-KO, 

HFD) zu sein.  

Desweiteren konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Abwesen-

heit von uPA im Rahmen des vaskulären Remodellings mit einer signifikant klei-

neren Mediafläche einhergeht. Dieser Effekt zeigte sich unabhängig vom Futter.  

Ausserdem zeigten wir, dass die Gefäßgesamtflächen von DKO-Mäusen signifi-

kant kleiner sind als die von apoE-KO-Mäusen. Bei Zugabe von Fettfutter war 

der Effekt noch tendenziell vorhanden, aber nicht mehr statistisch signifikant.  

 

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Mausstudien, in denen arterielle 

Gefäße mechanisch oder elektrisch geschädigt wurden, um eine Neointimabil-

dung zu erzeugen und in denen bei uPA-Defizienz eine geringere Neointimabil-

dung und geringere Lumenstenose beobachtet wurde (Carmeliet et al., 1997a; 

Stefansson und Lawrence, 1996). Dieser Unterschied ist möglicherweise durch 

das verwendete Modell zur Thromboseinduktion erklärbar, in beiden genannten 

Modellen war der Endpunkt Thrombose keine beständige Größe, während das 

von uns verwendete Eisenchlorid-Modell durch die Schädigung des Endothels 

und der Medialschicht der Arterienwand charakterisiert ist. Hervorzuheben ist die 

daraus resultierende reproduzierbare Formation von okklusiven thrombozyten-

reichen Thromben, die sich über einen Zeitraum von drei Wochen schrittweise 
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auflösen bzw. organisieren (Konstantinides et al., 2001; Farrehi et al., 1998). Es 

ist von Wichtigkeit, die Kinetik der intravaskulären Thrombenentstehung, seine 

Organisation und Auflösung als einen Teil des vaskulären Remodellingprozesses 

mit einzubeziehen (Schäfer et al., 2002). In der Studie von Carmeliet et al. zeig-

ten die uPA-defizienten Mäuse nach elektrischer Endothelverletzung eine Akku-

mulation der glatten Muskelzellen an den Rändern der Gefäßverletzung (Carme-

liet et al., 1997a), aber eine fehlende Einwanderung in das nekrotische Zentrum. 

Übereinstimmend wurde eine reduzierte Migration von SMCs in die Neointima 

auch in dieser Studie beobachtet, was bei uns in einer weitgehenden Persistenz 

der thrombotischen Lumenverlegung resultierte.  

Weitere Studien belegen, dass es - je nach gewähltem Modell und Lokalisation 

der Neointimainduktion - scheinbar widersprüchliche Ergebnisse in Bezug auf die 

Größe der resultierenden Neointima auch bei anderen Faktoren des fibrinolyti-

schen Systems geben kann. So fanden Zhu et al. eine reduzierte Neointimabil-

dung von PAI-1-Knockoutmäusen (Zhu et al., 2001), während die Gruppe um 

Carmeliet eine stärkere Neointimabildung nachweisen konnte (Carmeliet et al., 

1997c). Ausserdem scheint PAI-1 die Neointimabildung in der A. carotis nach 

Thrombusinduktion durch photochemischen Endothelschaden zu verstärken 

(Eitzman et al., 2000). Dass von Neointimabildung nicht automatisch auf Athero-

skleroseentstehung geschlossen werden kann, wird in der gleichen Studie eben-

falls belegt: apoE-KO-Mäuse entwickelten ähnliche atherosklerotische Läsionen 

des Aortenbogens in Abwesenheit wie in Anwesenheit des PAI-1-Gens.  

Beim Menschen vergrößern sich im Rahmen des vaskulären Remodelling als 

Reaktion des Gefäßes auf einen pathologischen Reiz Intima (inward remo-

delling), Media und Gefäßgesamtgröße (outward remodelling). In vielen Situatio-

nen werden vergrößerte Gefäßgesamtdurchmesser durch intralumnale Stenosen 

bedingt und dienen als Kompensationsmechanismus zur Reduktion von shear 

stress (Tronc et al., 1996). In menschlichen Koronararterien ist die Intima-Media-

Dicke (intima media thickness; IMT) mit kompensatorischem outward remodelling 

assoziiert (Korshunov und Berk, 2003).  
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In der vorliegenden Studie wiesen auch die Koronararterien der untersuchten 

Mäuse bei Fehlen des uPA-Gens einen signifikant kleineren Gefäßdurchmesser 

auf. Dieses Ergebnis stimmt mit unseren Beobachtungen bei den artefiziell er-

zeugten Gefäßläsionen der Aa. Carotes überein und steht überdies im Einklang 

mit weiteren Studien, die einen Beitrag von uPA zum outward remodelling von 

Gefäßen nahelegen; so wurde uPA ebenfalls mit der Entstehung von Aneurys-

mata und Plaquerupturen in Verbindung gebracht. 

In einer experimentellen Studie bei hypercholesterinämischen apoE-KO-Mäusen 

wurden durch Gabe von Angiotensin II die Entstehung von Bauchaortenaneu-

rysmata regelhaft induziert; Im Genotyp apoE-KO und uPA-KO kam es unter den 

gleichen Versuchsbedingungen zu signifikant geringerer Aneurysmabildung 

(Deng et al., 2003).  

In acht Patienten mit Aneurysma wurde mittels in situ Hybridisierung die Expres-

sion von fibrinolytischen Genen untersucht. Alle Gewebeproben zeigten spezifi-

sche Entzündungsherde, die von Makrophagen infiltriert waren, welche vermehrt 

uPA exprimierten (Schneidermann et al., 1995).  

Im Mausmodell sind die vaskulären Remodellingprozesse aber nicht vollstandig 

mit denen im Menschen vergleichbar. So zeigt sich bei kompletter Unterbre-

chung des Blutflusses in Mäusen durch Ligation der A. carotis eine Verringerung 

des Gefäßgesamtdurchmessers sowie eine Vergrößerung der Mediafläche 

(Kumar und Lindner, 1997). Dieses Remodelling wurde kürzlich mit erhöhter Ex-

pression von Matrix-Metalloproteinasen in den Gefäßen sowie ansteigenden 

Zellzahlen assoziiert (Godin et al., 2012). Sowohl die Migration von Zellen als 

auch die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen ist von uPA abhängig und 

fehlt daher bei uPA-KO-Mäusen weitgehend, was die oben dargestellten Ergeb-

nisse erklärt.  

Neben den beschriebenen Effekten durch uPA-Knockout zeigt sich in der vorlie-

genden Studie ausserdem ein Effekt der HFD auf die Neointimabildung bzw. die 

resultierende Lumenstenose. Dieser war besonders deutlich beim apoE-Genotyp 
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ausgeprägt. Die ohnehin vermehrte Lumenstenose der DKO-Mäuse wurde durch 

die HFD nicht weiter verstärkt.  

Die cholesterinreich ernährten apoE-KO-Mäuse der Gruppe von Zhu et al. zeig-

ten ebenfalls ein verstärktes neointimales Wachstum gegenüber apoE-KO-

Mäusen mit normalem Futter, wahrend WT-Kontrolltiere kein Neointimawachs-

tum entwickelten. Die Ergebnisse von Zhu et al. sowie unsere eigenen deuten 

darauf hin, dass neben einer arteriellen Verletzung ein gestörter Lipidstoffwech-

sel eine intimale Hyperplasie verstärkt (Zhu et al., 2001). 

 

4.4 Urokinase-Plasminogen-Aktivator und Arteriosklerose 

Thrombose ist ein kritisches Ereignis in der Pathophysiologie der menschlichen 

Arteriosklerose (Virmani et al., 2000; Libby, 2001) und die komplexen Interaktio-

nen zwischen Thrombozyten, Gerinnungs- und fibrinolytischen Faktoren sowie 

Zellen der Gefäßwand selbst und deren Organisation spielen eine ausschlagge-

bende Rolle während der arteriosklerotischen Krankheitsentwicklung (Libby, 

2001; Phipps, 2000).   

Deshalb wurden in dieser Arbeit zusatzlich zu experimentell erzeugten Neointi-

malasionen auch spontan entstandene arteriosklerotische Plaques der Koronar-

arterien, der Aortenwurzel und der A. brachiocephalica 12 Monate alter apoE-KO 

Mäuse untersucht.  

In den Koronararterien war das Fehlen des uPA-Gens ist mit einer verGrößerten 

Neointimaflache sowie einer schwerwiegenderen Lumenstenose assoziiert. Die 

Mediafläche sowie die Gefäßgesamtfläche der koronaren Plaques war hingegen 

in den DKO-Mäusen deutlich kleiner als in den apoE-defizienten Kontrolltieren. 

Des Weiteren waren die koronaren Plaques der DKO-Mäuse von einer geringe-

ren Zellularität. Diese Plaques wiesen außerdem weniger α-Aktin positive glatte 

Muskelzellen und einen erhöhten Gehalt an Fibrin und Fibrinogen auf.  

Die Plaques der Aortenwurzel zeigten keine signifikanten Größenunterschiede, 

keine Unterschiede in der Zellularität und keine Unterschiede in der Zahl der α-
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Aktin-positiven Muskelzellen, die insgesamt sehr niedrig war. Der Fibrin- und Fib-

rinogengehalt war für den DKO-Genotyp gegenüber dem apoE-KO-Genotyp sig-

nifikant erhöht.  

Die Flächen der Plaques in der Brachiozephalarterie der Doppelknockoutmäuse 

waren im Vergleich zu apoE-KO-Mäusen etwa eineinhalbfach vergrößert und es 

zeigte sich eine höhergradige Lumenstenose. Auch hier zeigt sich eine reduzier-

te Zahl α-Aktin positiver glatter Muskelzellen, einer reduzierter Kollagengehalt 

sowie ein erhöhter Gehalt an Fibrin und Fibrinogen.  

Die Bedeutung von uPA für die Pathogenese der Arteriosklerose ist kontrovers. 

Sowohl uPA-RNA als auch PAI-1-RNA konnten in arteriosklerotischen Läsionen 

von apoE-KO-Mäusen mittels in-situ-Hybridisierung in SMCs und Makrophagen 

nachgewiesen werden, während diese Zellen in gesunden Gefäßabschnitten 

kaum RNA von uPA und PAI-1 aufwiesen (Xiao et al., 1997). Dies weist auf die 

Bedeutung des Fibrin- und Fibrinogensystems bzw. des Plasmin und Plamino-

gensystems für die Arteriogenese hin. Die gleiche Studie zeigte, dass in apoE-

KO-Mäusen das Fehlen des Plasminogengens die Entstehung von arteriosklero-

tischen Plaques begünstigt, so dass für das Fehlen von uPA ebenfalls ein proar-

teriogener Effekt vermutet werden kann. Diese Hypothese wird durch die vorlie-

genden Daten gestützt.  

Im Gegensatz dazu zeigten apoE-KO-Mäuse, deren Makrophagen uPA überex-

primierten, ebenfalls eine verstärkte Entstehung arteriosklerotischer Läsionen an 

der Aortenwurzel sowie eine Dilatation des Aortenwurzelbereiches (Kremen et 

al., 2008, Cozen et al., 2004).  

Die Transplantation von Knochenmarksstammzellen uPA-überexprimierender 

Mäuse in apoE-KO-Mäuse resultierte in signifikant vergrößerten Plaques der 

Aorta und der Aortenwurzel im Vergleich zu einer Transplanation mit Knochen-

marksstammzellen von uPA-Wildtyp-Mäusen. Bei dieser Studie ließ sich in den 

Makrophagen der Neointima einer signifikante höhere uPA-Expression  nachwei-

sen (Krishnan et al., 2009). In der gleichen Arbeit führte die Transplanation von 
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uPA-KO-Knochenmark in uPA-Wildtyp- und apoE-KO-Mäuse zu einer Reduktion 

der Atherosklerose in der Aorta.  

Eine weitere Studie konnte in transgen uPA-überexprimierenden Gefäßen von 

Kaninchen eine Gefäßkonstriktion sowie eine erhöhte Lumenstenose zeigen 

(Falkenberg et al., 2002). Die Überexpression von Urokinase-Plasminogen-

Aktivator war mit einem Verlust an Lumenfläche von etwa 44 % und einer star-

ken Verengung der Arterie assoziiert. Passend zu den von uns vorgelegten Da-

ten war die Media bei uPA-Überexpression verdickt.  

In einer Studie an humanen Koronararterien wurde eine Korrelation zwischen der 

Expression von uPA und dem Vorliegen und Schwere von arteriosklerotischen 

Läsionen ermittelt. Das Vorliegen eines kausalen Zusammenhanges kann dar-

aus aber nicht abgeleitet werden (Kienast et al., 1998).  

Von besonderer Bedeutung scheint bei der Pathogenese der Arteriosklerose das 

lokale Expressionsmuster der verschiedenen Plasminogen-Aktivatoren zu sein. 

Eine quantitative Analyse von uPA und Plasminogen konnte zeigen, dass das 

uPA-Antigen in der Intima der arteriosklerotischen Läsionen verstärkt exprimiert 

wurde. Eine Enzymaktivität in intimalen oder medialen Extrakten konnte in die-

sem Zusammenhang nicht detektiert werden. Da ein Überschuss an PAI-1 in den 

intimalen Schichten arteriosklerotische Läsionen der menschlichen Aorta charak-

terisiert, scheint die Plasminogen-Aktivator-Aktivität durch eine verstärkte PAI-1 

Expression und Akkumulation lokal begrenzt beziehungsweise mindestens teil-

weise antagonisiert zu sein (Padro et al., 1995). 

In einer entsprechenden Studie konnte gezeigt werden, dass apoE- und Plasmi-

nogen-KO-DKO größere Plaques im Aortenbogen entwickelten als die apoE-KO-

Kontrollgruppe. Diese Plaques waren sehr schaumzellreich und vor allem im Be-

reich der kleineren Biegung des Aortenbogens und der proximalen Aorta lokali-

siert (Xiao et al., 1997).  
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In einer weiteren Studie wurde die uPA-Expression in arteriosklerotischen 

menschlichen Läsionen untersucht (Lupu et al., 1995). Auf drei Ebenen wurde 

die uPA-Expression analysiert: mRNA, Protein sowie Enzymaktivität. Es zeigte 

sich, dass uPA vor allem in Makrophagen und glatten Muskelzellen innerhalb der 

menschlichen arteriosklerotischen Läsionen nachweisbar ist. Ein Beitrag zur Pa-

thogenese der Arteriosklerose wird diskutiert, da bis zu zwei- bis fünffach erhöhte 

uPA-Spiegel in menschlichen arteriosklerotischen Arterien ermittelt wurden. Lo-

kale uPA-Spiegel scheinen mit der Schwere der Krankheit zu korrelieren (Padro 

et al., 1995; Lupu et al., 1995; Kienast et al., 1998; Falkenberg et al., 1998).  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl in humanen als auch tierexperi-

mentellen Studien Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Arterioskle-

roseentstehung und der uPA-Expression existieren. In humanen arterioskleroti-

schen Läsionen ist ein erhöhtes Vorkommen von uPA nachgewiesen worden, 

welches aber möglicherweise funktionell durch eine ebenfalls erhöhte PAI-1-

Expression antagonisiert wird. Sowohl eine genetische Überexpression von uPA 

als auch, wie in unserer Studie, ein Fehlen des uPA-Gens wurden in tierexperi-

mentellen Studien mit vermehrter Intimaproliferation in Verbindung gebracht. 

 

4.5 Urokinase-Plasminogen-Aktivator und Plaqueinstabilität 

So widerspruchlich die bisherigen Studien die quantitative Beeinflussung der 

Entstehung arteriosklerotischer Plaques durch uPA charakterisieren, so deutlich 

weisen die Ergebnisse einer Vielzahl von Studien auf einen signifikanten Beitrag 

von uPA zum Stabilitätserhalt von Plaques sowie zum vaskulären Remodelling 

hin. 

Ein Mangel an Urokinase-Plasminogen-Aktivator ist in der vorliegenden Studie 

mit einer deutlichen Reduktion der Zellularität der Läsion assoziiert; dies galt so-

wohl für die experimentell erzeugten als auch für die spontanen atheroskleroti-

schen Läsionen. Die Zellularität der untersuchten arteriosklerotischen Plaques 

unterschied sich nur signifikant für die Plaques der Koronararterien; die Zellulari-
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tät der Aortenwurzelläsionen und der A. brachiocephalica war bei den beiden 

Genotypen nicht-signifikant unterschiedlich.  

Diese Ergebnisse bestätigen die Ergebnisse einer vorangegangenen Arbeit aus 

der gleichen Arbeitsgruppe, in der nach Eisenchlorid-induzierter Thrombose uP-

A-KO-Mäuse ca. 65 % weniger Zellen in der Neointima aufwiesen als Wild-

typmäuse. Nur knapp 5 % Zellen wurden in der Media ermittelt (Schäfer et al., 

2002).  

Zellen innerhalb atherosklerotischer Plaques sind hauptsächlich glatte Muskel-

zellen sowie Makrophagen, letztere wurden in der vorliegenden Arbeit nicht un-

tersucht. Der Anteil an SMCs wurde mittels der spezifischen Färbung für α-Aktin 

ermittelt. Auch hier ergibt sich sowohl bei den experimentell erzeugten Läsionen 

als auch bei den arteriosklerotischen Läsionen ein verringerter Anteil bei Fehlen 

von uPA. In Bezug auf die im Mausmodell besonders rupturgefährdeten Plaques 

der A. brachiocephalica wurde die α-Aktin immunpositive Fläche in Korrelation zu 

dem Kollagengehalt untersucht. Es konnte eine positive Korrelation zwischen 

dem α-Aktin und dem Kollagengehalt ermittelt werden.  

Die glatten Muskelzellen sind die hauptsächlichen Produzenten von Kollagen, 

welches für die Stabilisierung der Kappe verantwortlich ist. Der Verlust dieser 

wichtigen Zellen zieht sowohl eine Schwächung der Kappen als auch den Verlust 

der extrazellulären Matrixintegrität nach sich und ist daher ein entscheidender 

Faktor hinsichtlich der Plaquevulnerabilität (Libby, 2001; Cullen P et al., 2003).  

 

In den von uns untersuchten Läsionen zeigt sich das Fehlen des uPA-Genotyps 

durchweg mit einem erhöhten Anteil von Fibrin und Fibrinogen assoziiert. In den 

experimentell erzeugten Läsionen zeigt sich dieser Unterschied besonders aus-

geprägt, aber auch für spontane arteriosklerotische Läsionen der Aortenwurzel, 

der Koronararterien sowie der A. brachiocephalica ist er signifikant. In den arteri-

osklerotischen Läsionen der A. brachiocephalica zeigt sich darüberhinaus auch 

eine negative Korrelation zwischen dem Gehalt an α-Aktin und dem an Fib-

rin/Fibrinogen.  
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Die lokale Proliferation und die Migration von glatten Muskelzellen werden als 

Schlüsselereignisse während der Entstehung arteriosklerotischer Läsionen ver-

standen (Ross, 1986). Sie werden durch verschiedene Wachstumsfaktoren sti-

muliert (Ross, 1991). Das Plasminogen-Aktivator/Plasmin System reguliert durch 

proteolytische Aktivierung die Aktivität der Wachstumsfaktoren (Flaumenhaft et 

al., 1993). Daruber hinaus trägt es zur proteolytischen Degradierung der Extra-

zellulärmatrix – für welche in unserem Modell Fibrin/Fibrinogen exemplarisch be-

stimmt wurder - bei, welche eine Grundvoraussetzung für die Migration der glat-

ten Muskelzellen ist (Sperti et al., 1992). Die durch uPA/uPAR vermittelte Proteo-

lyse läuft dabei streng lokalisiert ab und ermöglicht so die Regulation der Migrati-

on von SMCs und Makrophagen in die Neointima (Fuhrman, 2012).  

So ist auch in vitro eine verminderte Migrationsfähigkeit uPA-defizienter SMCs 

(Carmeliet et al., 1997a) und von Makrophagen (Krishnan et al., 2009) belegt.  

Im Migrationsassay kann die Migration von SMCs in Anwesenheit von Endothel-

zellen durch einen gerichteten Fluss induziert werden. Dieser Effekt kann durch 

gezieltes Eingreifen im uPA-MMP-System verändert werden. So wird durch ei-

nen uPA-Antagonist sowie einen MMP-Antagonist die Migration der SMCs ge-

hemmt, in PAI-1-KO-SMCs ist die Migration verstärkt (Cullen JP et al., 2004).  

Carmeliet et al. konnten in ihrer Studie zur Induktion von Neointima in uPA-KO 

ein verringertes Wachstum von glatten Muskelzellen eine Woche und zwei Wo-

chen nach der Läsionsinduktion zeigen. Dabei war die Proliferation der Muskel-

zellen in der Media in den uPA-defizienten Mäusen um fast 60 % reduziert im 

Vergleich zum Wildtyp. Eine geringere Abnahme (ca. 14 %) konnte für die 

Proliferation in der Neointima gezeigt werden. Nach äußerlicher Gefäßverletzung 

bei Wildtypmäusen migrieren die glatten Muskelzellen innerhalb der Media und 

entlang des Lumens von den unverletzten Seiten in das nekrotische Zentrum. 

Innerhalb von 3 Wochen konnte eine deutliche Neointima durchgehend im vorher 

verletzten Segment detektiert werden. Im Gegensatz dazu entwickelten die uPA -

KO Mäuse nur eine Neointima entlang des Verletzungsrandes. Die glatten Mus-

kelzellen wanderten dabei nicht bis in das nekrotische Zentrum ein. tPA-
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defiziente Tiere zeigten diese Effekte nicht, weswegen diese Studie den Zusam-

menhang zwischen der Neointimabildung und uPA deutlich macht (Carmeliet et 

al., 1997a). Da die Anzahl an Makrophagen, die die verletzte Stelle erreichen, 

unter einem uPA-Mangel vermindert war, scheint die uPA-Aktivität einen profun-

den Effekt auf die Entzündungsreaktion zu haben. Dabei ist die Aufgabe der 

Makrophagen nicht nur die Entfernung und der Abbau von nekrotischem Gewe-

be, sondern auch die Erleichterung der Reparatur der Myofibrillen (Lluís et al., 

2001). Die Mechanismen, die den Effekt von uPA auf das Gefäßremodelling 

vermitteln, umfassen sowohl die Plasmingenerierung als auch die Aktivierung 

von Matrixmetalloproteinasen (Carmeliet et al., 1997b). Des Weiteren könnte 

uPA auch direkt die Zellmigration und die Adhäsion beeinflussen, indem es mit 

seinem zellulären Rezeptor (uPAR) interagiert und somit die Bindung der Zellen 

an Vitronektin stimuliert oder aber auch ihre Interaktion mit den Integrinrezepto-

ren moduliert (Chapman et al., 1997; Czekay et al., 2003; Binder et al., 2007).  

 

Im Widerspruch zu unseren Daten ergaben Studien mit uPA-überexprimierenden 

Tieren keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der Plaques in Bezug auf Ge-

halt an Fibrinogen und Fibrin, die Zelldichte, den Kollagengehalt und den α-Aktin-

Gehalt (Falkenberg et al., 2002; Cozen et al., 2004). Grund hierfür könnte sein, 

dass uPA bereits in physiologischen Konzentrationen in der Lage ist, das vor-

handene Plasminogen vollständig zu aktivieren.  

Ähnliche Ergebnisse wurden auch in uPA-überexprimierenden Kaninchen nach 

Endothelverletzung erhoben. In der entsprechenden Studie resultierte die Über-

expression von uPA zwar in verstärktem Intimawachstum und dickeren Arterien-

wänden, es zeigte sich aber kein Unterschied in der Zusammensetzung der 

Neointima in Bezug auf Fibrinogen- und Fibringehalt, Zelldichte, Makrophagen-

anteil und Zellproliferation (Falkenberg et al., 2002).  

Zellularität und Kollagengehalt sind ein Marker für die Rupturgefährdung arterio-

sklerotischer Plaques. In unseren Untersuchungen berücksichtigten wir weitere 

histologisch etablierte Marker und konnten in den neointimalen, vor allem aber 
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auch den spontan arteriosklerotischen Läsionen von DKO-Mäusen histologische 

Zeichen von Plaqueinstabilität zeigen. Dieser Effekt war besonders deutlich an 

einer Prädilektionsstelle für vulnerable Plaques im apoE-KO-Tiermodell (Williams 

et al., 2002), der A. brachiocephalica. In der Studie von Williams et al. starben 

über 65 % der apoE-KO-Mäuse innerhalb von 29 Wochen unter einer fettreichen 

Diät an einem plötzlichen Herzstillstand und zeigten thrombotisches Material im 

Lumen der Coronararterien, welches durch die Perfusion nicht entfernt wurde. 

Mehr als die Hälfte aller Tiere zeigten akute Rupturen der arteriosklerotischen 

Brachiozephalplaques. Dabei waren die fibrösen Kappen dünner und die instabi-

len Plaques größer. Ein weiteres Merkmal der akuten Plaqueruptur war die Ein-

blutung in die Läsionen (Williams et al., 2002). Verdeckte fibröse Kappen entste-

hen nach Abheilen von Rupturen und deren Blutungen und ihr Merkmal ist eine 

gesteigerte Zellularität der Plaques (Johnson et al., 2005). Unbemerkte Rupturen 

verursachen dadurch einen prozentualen Anstieg der Stenose und charakterisie-

ren das Fortschreiten der Arteriosklerose (Burke et al., 2001). 

Die Ruptur von arteriosklerotischen Plaques ist der häufigste Grund des plötzli-

chen Herzstillstands und trägt zu 60 % zum plötzlichen Tod durch Thrombose 

bei. Die Ruptur ereignet sich in Plaques mit dünnen fibrösen Kappen, einem ent-

scheidenden Merkmal für Instabilität, und kann schließlich in Thrombose resultie-

ren (Davis et al., 1985, Davis, 1992; Falk et al., 1995).  

In den uPA-defizienten Mäusen dieser Arbeit war das Kappen-zu-Intima-

Verhältnis reduziert, Einblutungen in die Neointima traten verstärkt auf und 

Rupturen der elastischen Laminae wurden vermehrt bei diesen Tieren ermittelt. 

Dreimal mehr verdeckte fibröse Kappen deuteten auf verheilte Rupturen hin.  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass zumindest an den untersuchten Orten 

die stabilisierenden Effekte von uPA gegenüber einem direkten Abbau der Kap-

pen und der damit verbundenen Destabilisierung der Plaques überwiegen. Grund 

hierfür ist vermutlich die uPA-abhängige Zellmigration und die Kollagenprodukti-

on durch die glatten Muskelzellen. Physiologische Konzentrationen von uPA 
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scheinen in dem von uns gewählten Modell durch den Erhalt einer gewissen 

Zelldichte in den Plaques deren Stabilität zu sichern.  

 

Gegensätzlich beschreiben Carmeliet et al. in einer Studie, dass an der Ruptur 

von Läsionen, wie zum Beispiel Aneurysmata der Aorta, wahrscheinlich Mat-

rixmetalloproteinasen (MMPs) und auch uPA beteiligt sind. MMPs werden als in-

aktive Zymogene (pro-MMPs) sezerniert und müssen im extrazellulären Kompar-

timent aktiviert werden. Plasmin, welches ebenfalls aus dem Zymogen Plasmi-

nogen durch uPA generiert wird, konnte in vitro als Aktivator der MMPs nachge-

wiesen werden. Die Analyse von apoE-uPA-DKO-Mäusen deutete darauf hin, 

dass die uPA-Defizienz vor Mediazerstörung und Aneurysmabildung schützt. Als 

möglicher Mechanismus wurde von den Autoren eine reduzierte Plasmin-

abhängige Aktivierung der pro-MMPs vorgeschlagen. Plasmin könnte demnach 

ein pathophysiologisch signifikanter Aktivator der pro-MMPs sein und ein Ziel für 

innovative therapeutische Strategien zur Prävention der Gefäßschädigung der 

Aorta darstellen, indem die uPA-Genfunktion kontrolliert wird (Carmeliet et al., 

1997b).  

Cozen et al. beschrieben, dass nach etwa 11 Wochen die transgenen Tiere, wel-

che apoE-defizient waren und uPA überexprimierten, spontan starben. Die histo-

logischen Untersuchungen ergaben deutliche Hinweise für Herzinfarkt, signifi-

kante Stenosen und vollständige Gefäßverschlüsse der proximalen koronaren 

Arterien. Die Arterienlumen waren dabei mit Schaumzellen verschlossen. Es 

konnten jedoch weder Blutungen innerhalb der Plaque, noch intraluminale 

Thromben oder Rupturen der Aorta festgestellt werden. Die Autoren gehen da-

von aus, dass Herzrhythmusstörungen zu frühzeitigem Tod geführt haben (Co-

zen et al., 2004). Diese Studie deutet darauf hin, dass uPA zur Integrität von ar-

teriosklerotischen Plaques beiträgt. 

Bezüglich der teilweise widersprüchlichen Ergebnisse, sowohl was die quantitati-

ven als auch die qualitativen Effekt von uPA auf Arteriosklerose im Tiermodell 

angeht, bleibt zu vermuten, dass dies der Heterogenität der Tiermodelle sowie 
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die Heterogenität der Induktion von Läsionen und untersuchten Prädilektionsstel-

len für Arteriosklerose zuzuschreiben ist.  

Bezüglich der Modelle, die die Überexpression von uPA verwenden, ist es denk-

bar, dass eine bestimmte zelluläre Konzentration von uPA zu einer Veränderung 

der Zusammensetzung der Läsionen führt, oberhalb derer kein Effekt zu erken-

nen ist. Ähnlich unphysiologisch ist eine Untersuchung mit dem vollständigen 

Fehlen des uPA-Gens.  

Ebenfalls ist es denkbar, dass der Einfluss von uPA auf die Zusammensetzung 

von Plaques der proximalen Aorta geringer ist als auf Plaques anderer Lokalisa-

tionen, auch in unserem Modell zeigten sich bezüglich der Plaques der Aorten-

wurzel ja kaum Unterschiede. Grundsätzlich wirft sowohl die Verwendung uPA-

transgener Tiere als die Verwendung von Knockout-Tiermodellen die Frage auf, 

ob die Ergebnisse nach starker Überexpression bzw. dem vollständigen Fehlen 

von uPA auf die physiologischen Bedingungen, z.B. in humanen arterioskleroti-

schen Läsionen, übertragbar sind. 

Möglicherweise würden innovative Tiermodelle mit uPA-Knockdown, in denen 

eine Restkonzentration an uPA vorhanden ist, zur weiteren Identifizierung der 

molekularen Mechanismen beitragen. 
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5. Zusammenfassung 

 

Arteriosklerose ist die Ursache für nahezu die Hälfte aller Todesfälle in den west-

lichen Industrienationen einschließlich Deutschland. Die jüngste veröffentlichte 

systematische Auswertung der Todesfallzahlen bezieht sich auf das Jahr 2011, 

in welchem in Deutschland von insgesamt 852.328 Todesfällen 37 % auf Herz-

und Kreislauferkrankungen zurückzuführen sind (Gesundheitsberichterstattung 

des Bundes, 2011). Myokardinfarkte stellen mit 6 % aller Todesfälle die zweit-

häufigste (nach der chronischen koronaren Herzkrankheit) Einzelursache inner-

halb dieser Gruppe dar. Epidemiologisch sind also die Plaquebildung im Rahmen 

der Arteriosklerose sowie komplizierend nach Ruptur vulnerabler Lasionen ent-

stehende Thrombosen von großer Bedeutung.  

Arteriosklerotische Läsionen des Menschen weisen eine erhöhte Expression von 

uPA in der Gefäßwand auf (Lupu et al., 1995; Padro et al., 1995; Kienast et al., 

1998). Die Rolle von uPA in der Pathogenese der Arteriosklerose ist und war da-

her Gegenstand klinischer und experimenteller Untersuchungen. Zur Klärung der 

zugrundeliegenden Mechanismen wurden Zellkulturversuche sowie Tiermodelle 

entwickelt, die der menschlichen Arteriosklerose möglichst weitgehend ähneln.  

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand des apoE-Knockout-Mausmodells so-

wie des Eisenschloridmodells mittels einer chemischen Endothelschädigung der 

Einfluss von uPA auf Thrombose, Fibrinolyse, vaskuläres Remodelling und die 

Entwicklung arteriosklerotischer Plaques untersucht. 

Die Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Einfluss von uPA auf die Thrombose 

von Gefäßen nach Endothelschaden. Auch die Rekanalisation der thrombosier-

ten Gefäße als Parameter für die intravaskuläre Fibrinolyse war nach 20 Minuten 

sowie nach 3 Wochen statistisch unverändert. Es zeigte sich aber ein Effekt auf 

das vaskuläre Remodelling und die Organisation intraluminaler Thromben nach 

Endothelschädigung.  
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Neointimale Läsionen entwickeln sich in Abwesenheit von uPA in den apoE-KO-

Mäusen stärker als in der apoE-KO-Kontrollgruppe, es resultierte einer stärkere 

Stenosierung des Gefäßlumens. Die Mediafläche sowie die Gesamtfläche der 

Gefäße in DKO-Mäusen waren hingegen kleiner als in den apoE-KO-Kontrollen. 

Spontane arteriosklerotische Läsionen wurden bei 12 Montae alten Mäusen in 

verschiedenen Lokalisationen (Koronararterien, proximale Aorta, A. brachioce-

phalica) untersucht. Eine größere Lumenstenose zeigte sich dabei in zwei Loka-

lisationen (Koronararterien und A. brachiocephalica), in der proximalen Aorta un-

terschied war die Größe der arteriosklerotischen Plaques nicht unterschiedlich 

zwischen Doppelknockoutmäusen und Kontrollgruppe. Eine Verringerung der 

Mediafläche war für die Koronararterien ebenfalls zu beobachten (in den anderen 

Lokalisationen nicht untersucht), eine Verringerung der Gefäßgesamtfläche war 

nicht signifikant nachweisbar.  

Die Zusammensetzung von experimentell erzeugter Neointima und arteriosklero-

tischen Plaques wurden in Hinblick auf Zellularität, Gehalt an SMCs, Fibrinogen-

gehalt und Kollagengehalt untersucht. Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass 

das Fehlen von uPA zu deutlich zellärmeren Lasionen führt. Dieser Effekt war für 

die experimentell erzeugten Läsionen, Koronararterien und A. brachiocephalica 

signifikant nachweisbar. Insbesondere der Anteil glatter Muskelzellen war in den 

DKO-Mäusen vermindert. Dies war signifikant nachweisbar in den experimentell 

erzeugten Läsionen, den Koronararterien und der A. brachiocephalica, in letzte-

rer Lokalisation war auch der Gehalt an Kollagen stark vermindert. Der Kollagen-

gehalt korrelierte hier signifikant mit dem Gehalt an SMCs. Hingegen lag Fibrino-

gen in allen untersuchten Lokalisationen in den Plaques signifikant vermehrt vor. 

Die Untersuchung verschiedener histologischer Parameter für Plaqueinstabilität 

wie das Verhältnis der Kappe zur Neointimagesamtgröße, Einblutungen in die 

Plaques und Rupturen der elastischen Laminae der Media und buried fibrous 

caps zeigte sowohl für die experimentell erzeugten Gefäßläsionen als auch für 

die A. brachiocephalica das vermehrte Vorkommen von Zeichen der Plaquein-

stabilität in DKO-Mäusen. 
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In der vorliegenden Arbeit zeigen also apoE-KO-Mäuse bei zusätzlichem Fehlen 

des uPA-Gens eine stärkere Plaquebildung sowie vermehrte Zeichen für Plaque-

instabilität. Die könnte durch die Bedeutung von uPA nicht nur für die Fibrinolyse, 

sondern ebenso für die (perizelluläre) Proteolyse und die Migration glatter Ge-

fäßmuskelzellen begründet sein.  
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6..Anhang:  

Aus dieser Arbeit entstandene Veröffentlichungen: 

Veröffentlichungen als Originalarbeit in einer wissenschaftlichen Zeit-

schrift mit Peer review Verfahren:  

1. Dellas C, Schremmer C, Hasenfuss G, Konstantinides SV, Schäfer K 

(2007): Lack of urokinase plasminogen activator promotes progression 

and instability of atherosclerotic lesions on apolipoprotein E-knockout 

mice. Thromb Haemost 98, 220 - 227 

 

Veröffentlichungen als Poster und Abstracts:  

1. Schäfer K, Schremmer C, Dellas C, Konstantinides S. Lack of urokinase 

plasminogen activator promotes instability of vascular lesions in apolipo-

protein E-knockout mice.  

Posterpräsentation auf dem Jahreskongress der Gesellschaft American 

Heart “Scientific Sessions 2004”, New Orleans 

Als Abstract in: Circulation (Suppl) 2004; 110, III-124 - III-125 

 

2. Schremmer C, Schäfer K, Dellas C, Konstantinides S. Urokinase-

Plasminogen-Aktivator fördert die Stabilität vaskulärer Läsionen in Apoli-

poprotein E-Knockout Mäusen. 

Posterpräsentation auf der 71. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft 

für Kardiologie, Mannheim, 2005 

Als Abstract veröffentlicht in: Z Kardiol 2005; 94 (Suppl 1), P675 
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