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Kurzreferat 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der lysosomale LDL-Transfer von Makrophagen auf glatte 

Gefäßmuskelzellen unter hypoxischen Bedingungen untersucht und eine entsprechende 

Methodik etabliert.  

Glatte Gefäßmuskelzellen einer GFP-Maus wurden für 10 Tage mit Alexa Fluor 594-

konjugiertem acetylierten LDL beladenen Makrophagen kokultiviert. Im Anschluss an die 

Färbung erfolgte die Fluoreszenzmikroskopie anhand einer Vielzahl vordefinierter Bildpunkte 

und mithilfe eines automatisierten Mikroskops. Die high-content Analyse der Daten erfolgte 

semiautomatisch unter Verwendung eines eigens entwickelten Algorithmus (pipeline) für das 

open-source-Programm CellProfiler mit anschließender Validierung durch manuelle 

Nachkontrolle.  

Durch die Automatisierung ließ sich eine beträchtliche Arbeitserleichterung bei gleichzeitig 

hoher Objektivität, Validität und Reproduzierbarkeit erzielen. In der Auswertung komplexer 

fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen ist sowohl die Nutzung von open-source-

Programmen als auch die kombinierte Vorgehensweise mit semiautomatischer 

Bildsegmentierung und manueller Nachkontrolle anderen Verfahren überlegen.  

Es konnte gezeigt werden, dass auch unter hypoxischen Bedingungen der Transport von 

Lipid-geladenen Lysosomen aus Makrophagen in glatte Gefäßmuskelzellen stattfindet. Die 

weitere Aufklärung dieses potentiell proatherogenen Mechanismus bietet ein 

vielversprechendes therapeutisches Potential. 
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2. Abkürzungsverzeichnis 
 

AcLDL   Alexa Fluor 594-konjugiertes acetyliertes Low Density Lipoprotein  

AGE   Advanced glycation end products 

AK   Antikörper 

CP   CellProfiler 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

D10F+   Zellkulturmedium für glatte Gefäßmuskelzellen 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

FCS   Fetales Kälberserum 

FITC   Fluorescein(isothiocyanat) 

GFP   Green fluorescent protein 

GMZ   Gefäßmuskelzellen 

iPACs    Inter-pseudopodial axis connections 

LDL   Low Density Lipoprotein 

MeOH   Methanol 

MMC   Mitomycin C 

MP   Makrophagen 

NAD(P)H  Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat) 

OSAS   Obstruktives Schlafapnoesyndrom 

OSEs   Oxidation-specific epitopes 

PAMPs  Pathogen-associated molecular pattern molecules 

PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung 

PFA   Formaldehydlösung (in PBS gelöstes Paraformaldehyd) 

rcf   Relative centrifugal force, relative Zentrifugalkraft 

RGB   Rot-Grün-Blau-Farbraum 

ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 

RT   Raumtemperatur 

SEM   Standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes 

TIF(F)   Tagged Image File Format 

TNT   Tunneling nanotubes 

ZVI   Zeiss Vision Image 
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3. Einführung 

3.1. Die Atherosklerose 
 
Die Atherosklerose bezeichnet eine chronisch entzündliche Erkrankung der Intima von 

Blutgefäßen, welche pathogenetisch verantwortlich für eine Vielzahl ischämischer Ereignisse 

ist. Hierzu gehören unter anderem die Angina pectoris, Herzinfarkte oder ischämische 

Schlaganfälle.1 Seit den 1960er Jahren konnte die Mortalität kardiovaskulärer Erkrankungen 

durch wissenschaftliche Erkenntnisse und Fortschritte in Bereichen der Prävention, invasiven 

Kardiologie, Chirurgie sowie gerätegebundenen und medikamentösen Therapie ständig 

gesenkt werden.2 Dennoch waren kardiovaskuläre Erkrankungen im Jahr 2010 für etwa 15,6 

von 52,8 Millionen Todesfälle weltweit verantwortlich. Damit stellen diese mit circa 29,6 % die 

häufigste Todesursache dar. Betrachtet man lediglich die ischämische Herzerkrankung, den 

ischämischen Schlaganfall, Aortenaneurysmen und die periphere arterielle 

Verschlusskrankheit, so verstirbt jährlich noch immer fast ein Fünftel aller Menschen 

(10,1 Millionen) an Erkrankungen, welche zum überwältigenden Teil direkt auf die 

Atherosklerose zurückzuführen sind.3 Obwohl die zunehmende Verbreitung des westlichen 

Lebensstils mit einer erhöhten Prävalenz der Atherosklerose einhergeht,4 konnten 

entsprechende Gefäßwandveränderungen bereits an ägyptischen Mumien nachgewiesen 

werden.5 Allein die Lebenszeitprävalenz für die koronare Herzerkrankung bei 

40- bis 79-Jährigen beträgt laut der Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland von 

2013 etwa 9,3 % (Frauen: 6,4 %; Männer: 12,3 %) und ist mit denen anderer Industrieländer 

vergleichbar.6 Der Atherosklerose kommt aufgrund ihrer hohen Prävalenz eine enorme 

wirtschaftliche Bedeutung zu. Im Jahr 2010 betrug die geschätzte Summe aller direkten und 

indirekten Kosten aufgrund von kardiovaskulären Erkrankungen in den Vereinigten Staaten 

von Amerika etwa 503,2 Milliarden US-Dollar. Dagegen waren die Gesamtkosten für benigne 

und maligne Neoplasien mit 228 Milliarden US-Dollar im Jahr 2008 nicht einmal halb so 

hoch.7 

Pathophysiologisch liegt der Atherosklerose eine hochgradig komplexe chronische 

Entzündung innerhalb der Gefäßwand zu Grunde. Als Risikofaktoren für die Entwicklung und 

das Fortschreiten der Erkrankung sind unter anderem erhöhte Konzentrationen von low 

density lipoprotein (LDL) sowie Homocystein im Blut, freie Sauerstoffradikale bzw. 

Nikotinabusus, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, eine genetische Prädisposition, 

infektiöse Mikroorganismen wie Herpesviren und Chlamydia pneumoniae als auch advanced 

glycation end products (AGE) identifiziert worden, wobei dem LDL hierbei die wichtigste 

Rolle zukommt.8,9 In den letzten Jahrzehnten wurden enorme Fortschritte bei der 

Erforschung der Atherosklerose erzielt. Dennoch werden bis heute fundamentale Abläufe in 
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der Pathogenese dieser bedeutenden Erkrankung nur unzureichend verstanden, wodurch 

sich die Entwicklung zielgerichteter therapeutischer Strategien schwierig gestaltet.8,10,11 

 

3.2. Die atherosklerotische Plaque 
 
Das Voranschreiten der Atherosklerose kann vereinfacht in mehrere Phasen unterteilt 

werden. Initial kommt es zu einer Retention von cholesterinreichem Apolipoprotein B im 

subendothelialen Raum. Prädilektionsstellen sind insbesondere Regionen, an welchen 

aufgrund von Verzweigungen oder Biegungen von Arterien Turbulenzen und verminderte 

Scherkräfte wirken und somit eine endotheliale Dysfunktion begünstigt wird.12  

Durch Modifizierung des LDL durch Oxidation,13 Glykierung,14 Aggregation,15 Integration in 

Immunkomplexe16 oder Verbindung mit Proteoglycanen17 ähnelt es sowohl pathogen-

associated molecular pattern molecules (PAMPs) als auch damage-associated molecular 

pattern molecules, sogenannten DAMPs, wodurch eine lokale Entzündungsreaktion 

hervorgerufen wird.11 Es kommt zu einer Aktivierung von Endothelzellen und glatten 

Gefäßmuskelzellen (GMZ). Unter Expression diverser Adhäsionsmoleküle18 und 

Chemokine19 sammelt sich eine Vielzahl proinflammatorischer Zellen innerhalb der Intima an, 

welche mitunter auch eine wichtige antiinflammatorische Rolle spielen können.20 Neben 

Monozyten bzw. aus Monozyten gereiften Makrophagen (MP) beteiligen sich T-Zellen, 

B-Zellen, dendritische Zellen, Mastzellen und die glatten GMZ selbst an der allgemeinen 

Entzündungsreaktion. Zusätzlich akkumulieren sowohl Lipide als auch extrazelluläre 

Bestandteile. 

Die ersten sichtbaren Läsionen werden als sogenannte fatty streaks bezeichnet und sind seit 

langem bekannt.21,22 Sie finden sich bereits in jungen, prinzipiell gesunden Individuen23 und 

bestehen vor allem aus Lipid-beladenen Makrophagen, welche aufgrund ihrer Morphologie 

auch als Schaumzellen bezeichnet werden. Die Genese der Schaumzellen ist nicht 

hinreichend geklärt. Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass vor allem die 

Transmigration von Monozyten die primäre Quelle von Schaumzellen darstellt. Es sollen 

jedoch auch glatte GMZ als Quelle von Schaumzellen in Frage kommen, indem sie 

einerseits aus der Media in die Intima migrieren und dort LDL aufnehmen,24 andererseits 

möglicherweise aus Makrophagen transdifferenzieren können.25 Das Ausbilden von 

schaumzelltypischen Eigenschaften in glatten GMZ nach Aufnahme Lipid-geladener 

Lysosomen aus MP konnte durch frühere Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt 

werden und ist auch Bestandteil dieser Arbeit.26 Neuere Untersuchungen postulieren, dass 

die lokale Proliferation von MP bei der Entstehung von Schaumzellen im Vordergrund steht.27 

Im Rahmen der voranschreitenden Atherosklerose und protektiver antiinflammatorischer 

Prozesse bildet sich durch Migration und Proliferation von glatten GMZ eine fibröse Kappe 
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heraus, welche als schützende Schicht zwischen Blutgefäßlumen und thrombogenem 

Material innerhalb der Plaque fungiert.28 Aufgrund von weiteren Umbauprozessen innerhalb 

der Gefäßwand (outward remodeling) und Erweiterung des Lumens kann meist über lange 

Zeit eine ausreichende Perfusion der nachfolgenden Organe bzw. Gewebe trotz 

zunehmender Dicke der Läsion aufrechterhalten werden. Die sogenannte stabile Plaque 

verursacht in der Regel keine akuten ischämische Ereignisse.29 Ein hoher Anteil an glatten 

GMZ korreliert dabei mit einem erhöhten Maß an Stabilität.30 

Trotz Abschirmung durch die fibröse Kappe kann es zu einem Fortschreiten der Erkrankung 

und Ausbildung vulnerabler Plaques kommen. Die sich selbst erhaltende 

Entzündungsreaktion bedingt einen kontinuierlichen Einstrom von Monozyten und deren 

Differenzierung in MP, welche wiederum im Übermaß LDL phagozytieren und nekrotisch 

werden. Aufgrund fehlerhafter Efferozytose, dem Entfernen apoptotischer Zellen, wie auch 

primärer Nekrose entsteht ein nekrotischer Kern in der Plaque.10,31 Dieser zeichnet sich 

durch einen hohen Anteil an Leukozyten bzw. Schaumzellen im Randbereich und 

modifiziertem LDL sowie Zelltrümmern im Zentrum aus.8 Insbesondere hier herrschen 

hypoxische Bedingungen. Eine erhöhte Aktivität von Matrixmetalloproteinasen, 

unzureichende Kollagenproduktion glatter GMZ sowie die Reduktion der Menge glatter GMZ 

durch Zelltod32 bedingen ein Ausdünnen der fibrösen Kappe.11,30 Vulnerable Läsionen 

zeichnen sich daher durch eine relativ verminderte Anzahl an glatten GMZ und einen 

erhöhten Anteil von Leukozyten aus.11,33  

Die chronische Entzündungsreaktion begünstigt zudem die Aggregation von oxidiertem LDL, 

Fettsäuren, Kalziumphosphat sowie extrazellulären Matrixproteinen und bewirkt eine 

zunehmende Kalzifikation der Plaque. Neuere Untersuchungen weisen hierbei auf regulierte 

Prozesse hin, welche Ähnlichkeiten zur physiologischen Kalzifikation im Rahmen der 

Knochenbildung aufweisen.34-36 In der Plaque können glatte GMZ mitunter eine 

osteoblastische Aktivität entwickeln,37 während sich MP durch eine verminderter 

osteoklastische Aktivität auszeichnen.38 

Reißt die fibröse Kappe im Verlauf ein, so wird thrombogenes Material in das Gefäßlumen 

freigesetzt. Durch teilweise oder komplette Okklusion der Arterie kommt es dabei zu einem 

akuten ischämischen Ereignis, wie z. B. einem Herzinfarkt oder Schlaganfall.30 Eine derartige 

Plaqueruptur findet sich in der Mehrzahl der Fälle eines akuten Koronarsyndroms. Seltener 

und insbesondere bei jungen Patienten und Frauen treten jedoch auch oberflächliche 

Erosionen von proteoglykan- und gefäßmuskelzellreichen Plaques auf, in denen kein 

nekrotischer Kern vorliegt bzw. zum Lumen hin exponiert wird.39 Der Pathomechanismus der 

Endothelerosion ist noch nicht hinreichend geklärt.40 Möglicherweise spielen sowohl 

endogene Mechanismen als auch bakterielle Strukturen eine Rolle, welche über eine 

Aktivierung des Toll-like Rezeptor-2 Apoptose in Endothelzellen induzieren können.41 
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Schließlich können Einblutungen in die Plaque infolge von Neovaskularisation oder Ruptur 

eine schnelle Größenzunahme und damit eine relevante Stenose bzw. eine komplette 

Okklusion verursachen.42 Die wichtigsten Stadien der Atherogenese sind in Abbildung 1 

zusammengefasst. 

 

 
 
Abbildung 1: Entwicklung der atherosklerotischen Plaque 
Eine Aktivierung von Endothelzellen unter anderem durch Retention von LDL bedingt eine 
endotheliale Dysfunktion und die Expression von Adhäsionsmolekülen. Leukozyten werden rekrutiert 
und wandern in die Läsion. Durch Phagozytose von LDL entwickeln sich aus Monozyten entstandene 
Makrophagen zu Schaumzellen. Es kommt zur Ausbildung von fatty streaks. Glatte 
Gefäßmuskelzellen migrieren aus der Media in die Plaque, sezernieren extrazelluläre Matrixproteine 
und bilden eine fibröse Kappe, was zu Stenosen führen kann, jedoch auch die Plaque stabilisiert. 
Dendritische Zellen aktivieren über Antigenpräsentation T-Zellen und stellen somit die Verbindung 
zum adaptiven Immunsystem dar. Die Retention von LDL und die Inflammation werden verstärkt. 
Durch Nekrose und Apoptose insbesondere von Schaumzellen sowie fehlerhafte Efferozytose bildet 
sich ein nekrotischer Kern heraus. Die verminderte Produktion extrazellulärer Matrixproteine, ein 
verstärkter Abbau durch Matrixmetalloproteinasen und der Untergang von glatten Gefäßmuskelzellen 
bedingen ein Ausdünnen der fibrösen Kappe, wodurch die Plaque vulnerabel wird. Die chronische 
Entzündung kann zur Plaqueruptur führen, wodurch thrombogenes Material in das Gefäßlumen 
freigesetzt wird. Klinisch manifestiert sich dies häufig als akutes Koronarsyndrom oder Schlaganfall. 
Mit freundlicher Genehmigung von und modifiziert nach Moore KJ und Tabas I.10 
 
 

3.3. Zelltypen und ihre Rolle bei der Entstehung der Atherosklerose 
 
Die atherosklerotische Plaque ist durch das Vorhandensein und die Interaktion diverser 

Zelltypen gekennzeichnet und stellt in seiner zellulären Zusammensetzung keineswegs ein 

statisches System dar. Prinzipiell können Zellen aus naheliegenden Regionen oder 

entfernten Organen an den Ort der Entzündung migrieren, sich differenzieren, mit anderen 

Zellen interagieren, diese stimulieren, einen Progress der Erkrankung bewirken oder auch 

zur Stabilisierung bzw. Regression beitragen.43-46 

In die Plaque eingewanderte Monozyten differenzieren sich hauptsächlich in MP und können 

über diverse pattern-recognition-Rezeptoren, z. B. Toll-like Rezeptoren oder scavenger-
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Rezeptoren, LDL phagozytieren.10 Morphologisch imponieren die so entstandenen 

Lipid-beladenen Zellen als Schaumzellen. Auch wenn die Genese der Schaumzellen nicht 

abschließend geklärt ist (siehe 3.2), so nehmen diese eine zentrale Rolle in der 

Atherogenese ein. In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl an humanen und murinen 

Untergruppen von Monozyten und MP mit unterschiedlichen phänotypischen Eigenschaften 

identifiziert.47-52 Ein weitgehend akzeptiertes Konzept stellen klassisch aktivierte MP (M1 MP) 

und alternativ aktivierte MP (M2 MP) dar. Obwohl sich die Situation in vivo sehr komplex 

gestaltet und immer mehr MP-Subpopulationen charakterisiert werden, so wird den M1 MP 

generell eine proinflammatorische Rolle zugeschrieben, während die M2 MP vornehmlich 

eine antiinflammatorische Wirkung in der atherosklerotischen Plaque zeigen.43 M1 MP finden 

sich daher auch vermehrt in lipidreichen Arealen.51 Neben der Phagozytose von LDL und 

Zelltrümmern und der Sezernierung diverser, vornehmlich proinflammatorischer Zytokine, 

können MP Matrixmetalloproteinasen produzieren, welche zum Abbau der extrazellulären 

Matrix und damit zur Destabilisierung einer Plaque beitragen.53,54 Weiterhin können MP über 

die Induktion von Apoptose in glatten GMZ ein Ausdünnen der fibrösen Kappe, Kalzifikation, 

Progress der Atherosklerose und Plaqueruptur fördern32,55,56 oder durch die Freisetzung von 

Matrixvesikeln direkt eine Mikrokalzifikation begünstigen.57 Auf der anderen Seite stellen 

Autophagie und das Auswandern der MP aus der Plaque jedoch wichtige Mechanismen zur 

Stabilisierung einer Plaque dar.44,46 

Glatte GMZ bilden einen Großteil der Blutgefäßwand und sind über Kontraktion an der 

Regulierung des Blutdrucks und der Durchblutung beteiligt.58 Im Rahmen der Atherosklerose 

führen die Aktivierung des Endothels sowie durch Leukozyten freigesetzten Zytokine und 

Wachstumsfaktoren zur einer Migration von glatten GMZ in die Läsion.33,59 Proliferierende 

GMZ bilden die fibröse Kappe und sezernieren Matrixproteine wodurch sie zwar zum 

Wachstum der Plaque und damit Stenosebildung beitragen, aber auch eine schützende, 

stabile Schicht zwischen nekrotischem Kern und intravasalem Lumen ausbilden.8 

Gleichzeitig tragen jedoch auch GMZ selbst zur Aufrechterhaltung der Entzündungsreaktion 

bei.33 Bereits vor langer Zeit wurden verschiedene glatte GMZ-Phänotypen beschrieben.60,61 

In der fibrösen Kappe kommt es zu einer Umwandlung der GMZ vom kontraktilen in den 

synthetischen Phänotyp,62,63 welcher sowohl andere Matrix-64 als auch kontraktile und 

zytoskelettale Proteine synthetisiert. Weiterhin werden die intrazellulären Strukturen 

reorganisiert65 und gefäßmuskelzelltypische Marker herunterreguliert, während Migration und 

Proliferation zunehmen.58 Glatte GMZ, welche Lipid-geladene Lysosomen aus MP 

aufgenommen haben, zeigen in vitro zudem schaumzellartige Eigenschaften.26 

Die beschriebenen Funktionen und phänotypische Merkmale der glatten GMZ gelten als 

weitestgehend etabliert, dürfen jedoch nicht gänzlich unkritisch gesehen werden.  So scheint 

von diversen identifizierten und für vergangene Forschungsarbeiten genutzten GMZ-Markern 
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lediglich die Isoform des myosin heavy chain exklusiv von glatten GMZ exprimiert zu 

werden.66,67 In cholesterolbeladenen GMZ wiederum werden GMZ-Marker herunterreguliert 

und stattdessen makrophagentypische Antigene exprimiert.68 Die eindeutige Zuordnung von 

Zellen zu GMZ oder MP gestaltet sich daher mitunter schwierig und ist Gegenstand aktueller 

Kontroversen.58 Tang et al. stellen das Konzept der geänderten Phänotypen in Frage und 

postulieren stattdessen das Vorhandensein multipotenter vaskulärer Stammzellen.69 Die 

Methodik und Schlussfolgerungen der von ihnen publizierten Arbeit werden jedoch kritisiert.70 

Endothelzellen bilden die innerste Schicht von Blutgefäßen und steuern über endokrine 

sowie parakrine Mechanismen die Gefäßfunktion.71 Das Endothel fungiert als 

antithrombotische Oberfläche72, reguliert den Durchtritt von Flüssigkeiten und 

Makromolekülen zwischen Blut und zu versorgendem Gewebe73 und spielt eine zentrale 

Rolle in der Regulation der Durchblutung über die Sekretion diverser vasoaktiver Substanzen 

wie Stickstoffmonoxid, Prostaglandine, endothelial-derived hyperpolarizing factors und 

Endothelin.74-76 Zuvor genannte Risikofaktoren (siehe 3.1) führen zu Schädigung bzw. 

Beeinflussung der Endothelzellen und bewirken die endotheliale Dysfunktion. Diese stellt im 

gegenwärtigen Konzept den Ausgangspunkt der Entzündung dar, welche zur Atherosklerose 

führt.8,33,77 Die Aktivierung des Endothels, z. B. durch oxidiertes LDL78 oder veränderte 

Scherkräfte,79 führt zu einer erhöhten Permeabilität für LDL und zur Expression endothelialer 

Adhäsionsmoleküle und Wachstumsfaktoren. Dies fördert die Rekrutierung im Blut 

zirkulierender Monozyten und anderer Leukozyten, welche in die Intima einwandern und dort 

lokal die Entzündungsreaktion verstärken.11,80 

Dendritische Zellen aktivieren über Antigenpräsentation das adaptive Immunsystem und 

treten vermehrt in vulnerablen Plaques auf.81 Sie finden sich in der Intima und präsentieren 

LDL-Fragmente an T-Zellen.82,83 Diese werden aktiviert und produzieren proinflammatorische 

Zytokine, welche die Aufnahme von LDL in MP und damit die Schaumzellbildung fördern.84 

T-Zellen spielen trotz ihrer geringen Anzahl sowohl in der initialen Läsion als auch im 

Progress der atherosklerotischen Plaque eine wichtige Rolle. Diverse Untergruppen sind 

charakterisiert und auf ihre Eigenschaften in der Atherosklerose hin untersucht worden. Sie 

können sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirken.85,86 Nach Antigenpräsentation durch 

dendritische Zellen außerhalb der Plaque differenzieren naive T-Zellen in 

proinflammatorische Th1-Effektorzellen. Diese zirkulieren im Blut, migrieren in 

atherosklerotische Läsionen und können dort durch LDL-Fragmente erneut aktiviert werden, 

was zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine führt.87 Regulatorische T-Zellen 

wiederum können durch Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine atheroprotektiv 

wirken.88 Vulnerable Plaques zeichnen sich durch einen geringeren Anteil regulatorischer 

T-Zellen aus.81 
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B-Zellen finden sich nur vereinzelt in atherosklerotischen Plaques,89 sind jedoch häufiger in 

der Adventitia von Blutgefäßen anzutreffen.90 B1-Zellen produzieren IgM-Antikörper (AK), 

von denen bis zu 30 % gegen oxidation-specific epitopes (OSEs) gerichtet sind. OSEs finden 

sich unter anderem an oxidiertem LDL und vermitteln üblicherweise eine 

proinflammatorische Reaktion.91 Auch wenn der genaue Mechanismus noch nicht geklärt ist, 

verhindern entsprechende IgM-AK möglicherweise die Aufnahme von oxidiertem LDL durch 

Makrophagen und fördern die Efferozytose.92 B1-Zellen wirken so mitunter atheroprotektiv, 

obwohl sie vor allem in serösen Höhlen und der Milz, weniger in der Plaque zu finden sind.93 

B2-Zellen sollen dagegen durch Sekretion von Zytokinen und Interaktion mit anderen 

Leukozyten eine proinflammatorische Wirkung zeigen.94 

Neutrophile Granulozyten zirkulieren in großer Anzahl im peripheren Blut und sammeln sich 

früh in Läsionen. Sie unterstützen insbesondere die Adhäsion und Transmigration von 

Monozyten durch die Freisetzung von Granulaproteinen. Dieser Mechanismus scheint vor 

allem in frühen Stadien der Atherosklerose eine wichtige Rolle zu spielen. Dazu passend ist 

das Vorliegen einer Hypercholesterinämie als bekannter Risikofaktor der Plaquebildung auch 

als Ursache für eine Neutrophilie beschrieben worden.95 

Mastzellen spielen sowohl in allergischen Reaktionen als auch angeborenen 

Immunantworten eine wichtige Rolle durch das Freisetzen diverser Mediatoren. Durch 

Aktivierung werden unter anderem Histamin, Serotonin, Thromboxan, Serinproteasen und 

Zytokine wie Interferon-γ und Interleukin-6 freigesetzt. Dadurch wirken Mastzellen in der 

atherosklerotischen Plaque sowohl proinflammatorisch als auch proteolytisch.96,97 

Thrombozyten nehmen vor allem bei der Thrombusbildung infolge einer Plaqueruptur oder 

Endothelerosion und damit erst im Kontext des akuten ischämischen Ereignisses eine 

zentrale Rolle ein. Im Blut zirkulierende Thrombozyten können jedoch auch Aggregate mit 

Monozyten und anderen Leukozyten bilden und über die Aktivierung von 

Adhäsionsmolekülen den Eintritt von Leukozyten in die atherosklerotische Läsion 

unterstützen.98 

 

3.4. Der interzelluläre Transport Lipid-geladener Lysosomen aus 
Makrophagen in glatte Gefäßmuskelzellen 

 
Sowohl die Genese als auch die Funktion der Schaumzellen und glatten Gefäßmuskelzellen 

in der atherosklerotischen Plaque sind Gegenstand aktueller Forschung und Kontroversen. 

Weinert et al. untersuchten die Interaktion zwischen Lipid-geladenen MP und glatten GMZ 

sowie eine mögliche Transdifferenzierung von MP in GMZ in der Kokultur.26 Mit 

Alexa Fluor 594-konjugiertem, acetyliertem low density lipoprotein (AcLDL) beladene 

Makrophagen übertragen dies in Kokulturen bereits nach wenigen Stunden auf humane und 
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murine glatte GMZ. Durch die Verwendung räumlich getrennter Kokulturen sowie durch 

Konstruktion und adenovirale Transduktion eines Fusionsproteins zur Markierung früher 

Endosomen konnte die LDL-Aufnahme durch GMZ mittels Phagozytose von Exosomen 

ausgeschlossen werden. Mit Hilfe eines weiteren Fusionsproteins für die Markierung von 

Lysosomen und die Verwendung organellenspezifischer Farbstoffe konnte die Lokalisierung 

des AcLDL ausschließlich in Lysosomen und der Transfer intakter Lysosomen von MP in 

glatte GMZ in vitro gezeigt werden. Eine Transdifferenzierung von MP in GMZ wurde durch 

real-time Polymerase-Kettenreaktion an xenogenen Kokulturen, Lebendzellmikroskopie und 

durch Verwendung von GMZ einer Maus, die ubiquitär green fluorescent protein (GFP) 

exprimiert, ausgeschlossen. Die Lipid-beladenen GMZ zeigten dabei ein 

makrophagenähnliches Genexpressionsmuster, Phagozytoseaktivität sowie einen 

schaumzellähnlichen Phänotyp. Durch diesen Mechanismus tragen glatte GMZ, welchen 

prinzipiell eine Plaque-stabilisierende Wirkung zugesprochen wird, möglicherweise zum 

Progress der Atherosklerose, zur Destabilisierung der Plaque, Ruptur der fibrösen Kappe 

und Thrombusbildung bei. Eine Limitierung der Arbeit von Weinert et al. liegt in der 

Beschränkung der Experimente auf Umgebungsluftbedingungen mit einem 

Sauerstoffpartialdruck vom ca. 21 kPa. Der arterielle Sauerstoffpartialdruck im Menschen 

liegt bei etwa der Hälfte dessen und unter hypoxischen Bedingungen werden noch weit 

geringere Werte erreicht. Im Folgenden ist dargestellt, warum die Untersuchung des 

LDL-Transfers von MP auf glatten GMZ unter Sauerstoffmangel sinnvoll und notwendig 

erscheint. 

 

3.5. Die Bedeutung der Hypoxie in der Atherosklerose 
 
Sowohl die systemische Hypoxie als auch lokal begrenzte hypoxische Areale in 

atherosklerotischen Plaques, wie insbesondere der nekrotische Kern, nehmen eine wichtige 

Rolle in der Atherogenese ein. 

Ein weit verbreitetes Krankheitsbild, welches mit einem stark erhöhten Risiko für 

kardiovaskulärer Erkrankungen einhergeht, ist das obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS). 

OSAS-Patienten leiden an chronisch intermittierenden Abfällen der Sauerstoffsättigung mit 

anschließender Reoxygenierung.99 Ein dadurch erhöhtes Level an oxidativem Stress wird als 

mögliche Ursache für den fortschreitenden Krankheitsverlauf diskutiert.100 Im Mausmodell 

konnte einerseits ein proatherogener Effekt der chronisch intermittierenden Hypoxie 

demonstriert werden,101 andererseits zeigten sich frühe Stadien der Atherosklerose in 

OSAS-Patienten reversibel, welche mit einer nichtinvasiven, kontinuierlichen 

Überdruckbeatmung behandelt worden sind.102,103 Weiterhin ließen sich in einzelnen Studien 

an Mausmodellen und Menschen eine Verminderung der Atherosklerose durch eine 
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hyperbare Sauerstofftherapie erzielen.104,105 Obwohl die gezeigten Daten weder beweisend 

sind, noch der genaue Mechanismus hinreichend erforscht ist, lässt sich ein durch 

systemischen Sauerstoffmangel bedingter proatherosklerotischer Effekt vermuten. 

Das Vorhandensein hypoxischer Areale in atherosklerotischen Plaques konnte von mehreren 

Arbeitsgruppen in vivo gezeigt werden.106,107 Hier scheinen Makrophagen besondere 

Widerstandsmechanismen zu besitzen und länger zu überleben als andere Zellarten. Durch 

Hemmung der Emigration von MP begünstigt die Hypoxie eine Kumulation von 

Schaumzellen und die Aufrechterhaltung der Entzündungsreaktion.108 

Auf metabolischer Ebene verursacht der Sauerstoffmangel vielerlei Veränderungen. Eine 

vermehrte anaerobe Glykolyse bewirkt eine Ansammlung von Laktat und Absenkung des 

pH-Wertes. Sowohl erhöhte Laktatkonzentrationen109 als auch eine systemische Azidose 

oder lokale Ansäuerung der Plaque können die Atherogenese weiter fördern.110,111 

Außerdem findet sich eine erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). ROS sind 

wiederum in der Bildung von modifiziertem LDL beteiligt und bewirken eine 

Endothelaktivierung, Proliferation oder Zelltod von GMZ sowie die Rekrutierung bzw. 

Aktivierung von MP.112-115 Weiterhin wurde ein Einfluss von Hypoxie auf den 

Lipidstoffwechsel und die Differenzierung von MP-Subpopulationen beschrieben.116 

 

3.6. Autofluoreszenz 
 
Als Autofluoreszenz oder auch unspezifische Fluoreszenz wird im Allgemeinen jede Form 

natürlicher oder durch chemische Fixation entstandene Fluoreszenz bezeichnet. Diese kann 

zwar zu diagnostischen Zwecken genutzt werden,117 stellt in der Fluoreszenzmikroskopie 

jedoch einen Störfaktor dar. Quellen natürlicher Fluoreszenz in tierischen Zellen sind z. B. 

Flavine und NADH bzw. NADPH,118 Lipofuszin und AGE,119 Protoporphyrin IX,120 Kollagen 

und Elastin.121 Insbesondere die Letztgenannten finden sich in den Wänden von Blutgefäßen 

und können fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen erschweren. 

Aldehydhaltige Fixationslösungen bzw. freie Aldehydgruppen können mit Aminen und 

Proteinen reagieren und dabei fluoreszierende Produkte generieren, wobei Formaldehyd 

geringere Autofluoreszenz verursacht als Glutaraldehyd.122 Weiterhin kommen Bestandteile 

von Kulturmedien als potentielle Quellen von Autofluoreszenz in Frage. Zu nennen sind 

insbesondere aromatische Aminosäuren und deren Derivate sowie verschiedene 

Vitamine.123 Die unspezifische Bindung von Antikörpern kann ebenfalls zu fehlerhaften 

Ergebnissen führen, stellt jedoch keine Autofluoreszenz im eigentlichen Sinne dar. 

Generell gibt es verschiedene Strategien, um dem Problem der Autofluoreszenz zu 

begegnen. Dazu gehören dessen Vermeidung, die Verwendung spezifischer Filter oder 

dessen chemische Elimination.122 Ein Vermeiden ist nicht immer möglich, stellt jedoch die 
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einfachste Methode dar. Insbesondere durch die Wahl geeigneter Kulturmedien, 

Fixierungsmethoden und Eindeckmedien lässt sich Autofluoreszenz häufig vermeiden oder 

wenigstens deutlich verringern.124 Weiterhin ist die Intensität spezifischer und auch 

unspezifischer Fluoreszenz abhängig vom pH-Wert und der Temperatur,125,126 sodass sich 

durch entsprechend gewählte Bedingungen die Qualität der Ergebnisse optimieren lässt. 

Staughton et al. konnten zeigen, dass sich Autofluoreszenz weitestgehend 

temperaturunabhängig verhält, wohingegen Tracer-Substanzen intensiver leuchten, je 

niedriger die Umgebungstemperatur gewählt wird.126 Auch die Wahl geeigneter Filtersets für 

die Fluoreszenzmikroskopie nimmt eine wichtige Rolle ein, da die Exzitations- und 

Emissionsmaxima autofluoreszierender Substanzen mit denen häufig genutzter 

Fluorochrome, wie z. B. GFP, überlappen können.124 Durch chemische Reaktionen lassen 

sich fluoreszierende Substanzen häufig so beeinflussen, dass Autofluoreszenz nicht mehr 

bzw. vermindert auftritt oder die Maxima in unproblematische Regionen verschobenen 

werden. Zum diesem so genannten quenching existiert eine Vielzahl verschiedener 

Protokolle mit unterschiedlichen Anwendungsmöglichkeiten sowie Vor- und Nachteilen.122,124 

Als Beispiel sei hier das Blockieren freier Aldehydgruppen mittels Glycin, bovinem 

Serumalbumin, Milchpulver oder Natriumborhydrid erwähnt. Hierbei werden die Aldehyd- zu 

Hydroxylgruppen reduziert und stehen anschließend nicht mehr zur Reaktion mit 

Aminogruppen zur Verfügung. So wird nicht nur die Entstehung fluoreszierender Produkte 

verhindert, sondern auch die Reaktion mit Lysinresten von Proteinen und damit das 

unspezifische Binden von Antikörpern.122,127,128 Eine neuere Methode zur Reduktion von 

Autofluoreszenz stellt das photobleaching dar, bei dem die Proben vor Aufbringen der 

spezifischen Färbung intensiv mit Licht bestrahlt werden.129 Hierbei macht man sich den 

meist unerwünschten Effekt zu Nutze, dass Fluorochrome mit der Dauer der Anregung an 

Leuchtkraft verlieren. Zu einer Optimierung der Ergebnisse führt die Kombination mit 

chemischem quenching.130 Eine weitere Methode, welche zur Differenzierung zwischen 

spezifischer und unspezifischer Fluoreszenz genutzt wird, ist die Fluoreszenzpolarisation. 

Hierbei macht man sich das Prinzip zu Nutze, dass mit linear polarisiertem Licht angeregte 

Fluorophore oft ebenso linear polarisiertes Licht emittieren. Große und langsam rotierende 

Moleküle, wie z. B. GFP, lassen sich mit Hilfe spezieller Polarisationsfilter von kleineren, 

schnell rotierenden natürlich vorkommenden autofluoreszierenden Molekülen oder 

Fluorescein(isothiocyanat) (FITC) unterscheiden.131 
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3.7. Bildsegmentierung, grafische Filter und high-content Analysen 
 
Bildsegmentierung kann als das Zerlegen eines Bildes in einzelne, sich nicht 

überschneidende Regionen mit bestimmten homogenen Eigenschaften definiert werden. 

Durch Zusammenfassung benachbarter Pixel werden inhaltlich zusammenhängende 

Regionen erzeugt. Ziel ist die Vereinfachung oder Abänderung des Bildes, um bestimmte 

Informationen zu gewinnen bzw. dieses leichter analysieren zu können.132,133 Neben 

biologischen Fragestellungen findet die Bildsegmentierung auch in anderen Bereichen breite 

Anwendung, u. a. in der radiologischen Bildgebung,134,135 der Robotik und Automatisierung136 

oder auch der Astronomie.137 Sie ist ein essentieller Schritt im Rahmen der automatischen 

Bildanalyse,138,139 wenngleich in jüngerer Vergangenheit auch Algorithmen zur Bildanalyse 

entwickelt wurden, welche ohne vorherige Segmentierung auskommen.140-142 

Beispiele für Methoden zur Bildsegmentierung stellen pixelorientierte, kantenorientierte, 

regionenorientierte, texturbasierte und modellbasierte Verfahren dar, wobei die Grenzen 

zwischen den einzelnen Verfahren fließend sein können und diverse weitere Algorithmen 

publiziert worden sind. Diese Vielfalt deutet bereits an, dass bislang keine optimale Methode 

existiert. Vielmehr hängt das Ergebnis von der Art und Beschaffenheit des jeweiligen Bildes 

ab. Nicht jedes Verfahren zur Bildsegmentierung kann für jede Art von Bild verwendet 

werden und insbesondere biologische Aufnahmen lassen sich oft nur schwer 

segmentieren.133,139,143 Die folgenden Ausführungen dienen dazu, dem Leser einen 

allgemeinen Überblick zu verschaffen und erheben keinen Anspruch auf Vollständigkeit. Die 

mathematischen Grundlagen der erwähnten Methoden sind in der einschlägigen Literatur 

vertiefend dargestellt. 

Schwellenwertverfahren (thresholding) dienen dazu, anhand eines Schwellenwertes für ein 

Graustufenbild festzulegen, welche Pixel bestimmten Klassen angehören (z. B. Vordergrund 

und Hintergrund). Einfache Schwellenwertverfahren führen so zu einer Binärisierung des 

Bildes. Werden mehrere Schwellenwerte gesetzt, spricht man von Multithresholding.144 Das 

Setzen des Schwellenwertes kann manuell oder anhand verschiedener Algorithmen 

erfolgen. Ein bekanntes Verfahren zum globalen thresholding stellt die Methode nach Otsu 

dar, welche sich der Diskriminanzanalyse bedient. Durch den ermittelten Schwellenwert 

werden Klassen bestimmt, innerhalb derer die Streuung klein, zwischen den einzelnen 

Klassen jedoch möglichst groß ist.145 Der Vorteil des thresholding liegt in dem 

vergleichsweise geringen Rechenaufwand. Globale Methoden legen den Schwellenwert für 

das gesamte Bild fest. Insbesondere in inhomogen belichteten und verrauschten Bildern 

führt dies allerdings oft zu unzureichenden Ergebnissen. Lokale Schwellenwertverfahren 

legen entsprechende Schwellenwerte für jeden einzelnen Pixel fest, sind weniger 

artefaktanfällig, bedeuten jedoch auch einen erheblichen mathematischen Mehraufwand. Ein 
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weiterer Nachteil von Schwellenwertverfahren besteht darin, dass nur einzelne Bildkanäle 

bearbeitet werden können.133,139 

Region growing ist ein regionenorientiertes Verfahren, bei dem jedes Pixel als einzelnes 

Segment betrachtet wird. Pixel mit ähnlichen Eigenschaften werden durch mehrfache 

Wiederholung zu größeren Segmenten zusammengefügt. Die Methode ist simpel, bei 

alleiniger Anwendung ohne weitere Filter jedoch sehr artefaktanfällig.133,139 

Kantenorientierte Verfahren zielen dagegen auf die Detektion von Objektübergängen und 

Kanten ab. Beispiele stellen Wasserscheidenfilter (watershed)146 und aktive Konturmodelle 

(Snakes)147 dar. In der Wasserscheidentransformation werden Graustufenbilder als 

dreidimensionale Oberflächen mit Gebirgen und Tälern dargestellt. Durch "Fluten" der Täler 

werden die Kammlinien detektiert. Wasserscheidenfilter führen oft zur Übersegmentierung, 

sodass fehlerhaft getrennte Objekte wieder zusammengeführt werden müssen.133 Snakes 

dienen dazu, den bestmöglichen Umriss eines Objektes aus vielen verschiedenen 

Möglichkeiten zu finden und gehören daher auch zu den Optimierungsmethoden. Aktive 

Konturmodelle können auch in verrauschten Bildern gute Ergebnisse liefern139 und eignen 

sich sowohl für bewegte Bilder als auch für die Objektverfolgung.133 Sie finden eine breite 

Verwendung in medizinischen Anwendungen, wie der Echokardiografie,148,149 dem 

intravaskulären Ultraschall,150,151 der Computertomografie 152,153 und der Magnetresonanz-

tomografie.154,155  

Weitere und insbesondere praktisch bedeutende Methoden zur Bildverarbeitung und 

Segmentierung stellen Klassifikationsverfahren (classifiers),156,157 Cluster,158,159 atlasbasierte 

Verfahren,156,157 Markov random fields160,161 und künstliche neurale Netzwerke162,163 dar, auf 

die an dieser Stelle jedoch nicht näher eingegangen werden soll.  

Grafische Filter konvertieren ein Bild derart, dass sich seine Eigenschaften ändern, und 

werden häufig bereits vor der Segmentierung eingesetzt.139 Filtermethoden dienen 

unterschiedlichen Zwecken. So existieren unter anderem Filter zum Weichzeichnen bzw. 

Glätten, Schärfefilter und Filter zur Kantenextraktion. Auf Basis der verwendeten 

Rechenoperationen kann man zwischen linearen und nichtlinearen Filtern unterscheiden. 

Erstere verknüpfen die Pixelwerte innerhalb der Filterregion in linearer Form, das heißt durch 

eine gewichtete Summation, während Letztere auf nichtlinearen Operationen wie 

beispielsweise der Auswahl von Minimal- und Maximalwerten basieren.164 Glättungsfilter 

(z. B. blur-, median- oder bilateral-Filter) werden häufig genutzt, um unspezifisches 

Rauschen aus Bildern zu eliminieren. Sobel-, Laplace- und Canny-Filter dienen der 

Detektion von Kanten innerhalb eines Bildes. Schärfefilter dienen dazu, die Kantenregionen 

innerhalb von Bildern zu verstärken.139,164 

Anhand der Darstellung wird deutlich, dass in der Bildverarbeitung selten isolierte Methoden 

zum Einsatz kommen. Vielmehr werden die besten Ergebnisse in den meisten Fällen durch 
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die geschickte Kombination verschiedener Algorithmen erzielt, um die Stärken einzelner 

Verfahren zu nutzen und deren Schwächen möglichst zu umgehen. 

 

High-content Analysen schließen verschiedene Methoden ein, welche darauf abzielen, in 

größerem Maßstab komplexe Informationen aus einzelnen Zellen zu gewinnen. 

Klassischerweise gehört hierzu die Kombination aus automatisierter Mikroskopie und 

quantitativer Bildanalyse, welche auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wird. Im 

weiteren Sinne können jedoch auch eine Vielzahl anderer Untersuchungsmethoden unter 

dem Begriff high-content Analyse subsumiert werden. Methoden, welche oft nur auf die 

Exploration einzelner Eigenschaften abzielen und auf einen maximalen Durchsatz optimiert 

sind, werden auch als high-throughput screening bezeichnet. Diese finden zum Bespiel in 

der Arzneimittelforschung breite Anwendung.165 

 

3.8. Zielstellung der Arbeit 
 
Die Genese der Schaumzellen, Progress und Destabilisierung der Plaque sind bis heute 

zentrale Schwerpunkte in der Erforschung der Atherosklerose. Ein genaues Verständnis der 

Pathophysiologie ist die Grundlage für die Entwicklung zielgerichteter und optimierter 

Therapieoptionen.  

Vor diesem Hintergrund verfolgt die vorliegende Arbeit primär das Ziel, den Transfer Lipid-

geladener Lysosomen von Makrophagen in glatte Gefäßmuskelzellen unter hypoxischen und 

normoxischen Bedingungen zu quantifizieren, da insbesondere die fortgeschrittene Plaque 

mit dem nekrotischen Kern hypoxische Areale aufweist. Anhand größerer Datenmengen 

sollten die von Weinert et al. erhoben Ergebnisse26 für die Hypoxie validiert werden.  

Da sich die Verwendung etablierter Methoden als nicht geeignet herausgestellt hat, wird im 

Rahmen der vorgelegten Studie eine neue Methodik zur Generierung und Auswertung einer 

Vielzahl fluoreszenzmikroskopischer Proben validiert, für weitere Analysen der Arbeitsgruppe 

etabliert und vorgestellt. Zentrale Anforderungen an die entwickelte Methodik waren neben 

der primären Fragestellung die Fokussierung auf open-source-Lösungen, die Umsetzbarkeit 

mit limitierter personeller und instrumenteller Ausstattung sowie eine prinzipielle 

Anwendbarkeit für spätere Nutzungen. Mögliche Störfaktoren, Fallstricke und Limitierungen 

sollten identifiziert und entsprechende Problemlösungen erarbeitet werden. Etablierte 

Methoden in der Immunzytochemie, Fluoreszenzmikroskopie und Bildsegmentierung sollten 

in diesem Zusammenhang auf Ihre Anwendbarkeit für spezifische Untersuchungen zum 

LDL-Transfer überprüft und entsprechend modifiziert und weiterentwickelt werden. 
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4. Material und Methoden 

4.1. Verwendete Geräte und deren Hersteller 
 
Geräte Hersteller 

Autoklav Laboklav 80-V SHP-Steriltechnik 

Chemikalienfeinwaage Ab104-S/Ph Mettler-Toledo 

Chemikalienwaage KERN 440-33 KERN 

Fluoreszenzmikroskop 

Stativ voll motorisiertes Axiovert 200m mit 
AxioCam MRm und MRc, life-cell-imaging box 
H201, Fluoreszenzfilter: Zeiss No. 49 
(EX G 365, BS 395, EM 445/100), HQ-FITC 
(EX BP 480/40, BS 505, EM 535/50), HQ-
Texas Red (EX 560/55, BS 595, EM 645/75), 
motorisierter XY-Objekttisch, Aufnahme und 
Stativkontrolle durch AxioVision 4.8  

Objektive: LD Achroplan 40x/0,60 Korr.; 

EC Plan-Neofluar 10x/0,30 

Carl Zeiss  

(Stativ, Kameras, Filter und Software) 

Okolab  

(Lebendzellbeobachtungs-Ausrüstung) 

Chroma Technology Corp.  

(HQ-Fluoreszenzfilter) 

Maerzhaeuser Wetzlar (Objekttisch) 

Gasmischer 2GF Mixer Okolab 

Hypoxiekammer Nalgene 5317-0070 Thermo Fisher Scientific 

Inkubator MCO-18AJC Sanyo 

Mikroskop Axiovert 40 C Carl Zeiss 

Sauerstoffkontrollgerät ProOx P110 BioSpherix 

Sicherheitswerkbank 
Hera Safe KS 18 

Thermo Fisher Scientific 

Trockenschrank VENTI-Line VL115 VWR International 

Ultraschallbad USC500TH VWR International 

Wasserbad SW 22 Julabo 

Zentrifuge Allegra X-15R Benchtop Beckman Coulter 
 
Tabelle 1: Verwendete Geräte und deren Hersteller 
 
 

4.2. Verwendete Chemikalien 
 
Sämtliche verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von 

AppliChem oder Sigma-Aldrich mindestens in der Qualität pro analysi bezogen. Alle 

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und Reagenzien stammen von Life Technologies bzw. 

Thermo Fisher Scientific. 
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4.3. Verwendete Kulturmedien, Puffer und Zellkulturlösungen 
 
Kulturmedien und Zusätze für die Zellkultur 

Antibiotika/Antimykotika-Mix 

(PAA Laboratories) 

 

10000 IU/ml Penicillin 

10 mg/ml Streptomycinsulfat 

25 μg/ml Amphotericin B 

Zellkulturmedium für glatte GMZ und MP 
(D10F+) 

 

Dulbeccos Modified Eagle Medium low 
Glucose (1 g/l) (PAA Laboratories) 

10 % (v/v) Fetales Kälberserum (FCS) 

1 % (v/v) Antibiotika/Antimykotika-Mix 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

 

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat 

2 mM Kaliumdihydrogenphosphat 

140 mM Natriumchlorid 

3 mM Kaliumchlorid 

pH 7,4 

Monozytenwaschpuffer 

 

0,5 % (w/v) Bovines Serumalbumin 

2,0 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

in PBS 

Trypsin/EDTA-Lösung 

(PAA Laboratories) 

 

0,50 mg/ml Trypsin 

0,22 mg/ml EDTA 

in PBS 
 
Tabelle 2: Verwendete Kulturmedien, Puffer und Zellkulturlösungen 
 
 

4.4. Verwendete Zellen 
 
In Vorexperimenten im Rahmen der Optimierung der Methodik kamen glatte GMZ sowohl 

der Ratte und einer GFP-Maus als auch humane Zellen aus Explantaten zur Anwendung. 

Stamm und Lieferant der Tiere sind in Tabelle 3 aufgeführt. Die Normoxie/Hypoxie-

Experimente wurden ausschließlich mit glatten GMZ der GFP-Maus durchgeführt. Zur 

Gewinnung von Makrophagen wurden primäre Monozyten von gesunden männlichen und 

weiblichen Spendern aus Leukozytenfiltern isoliert und über mindestens 2 Wochen in MP 

differenziert. 
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4.5. Zellkultur 

4.5.1. Isolation humaner Monozyten durch doppelte 
Dichtegradientenzentrifugation 

 
Die Isolation von Monozyten erfolgte aus steril verschlossenen Leukozytenfiltern, welche im 

Rahmen von Blutspenden zur Leukozytendepletion eingesetzt und freundlicherweise vom 

Institut für Transfusionsmedizin und Immunhämatologie der Universitätsklinik Magdeburg 

bereitgestellt wurden.  

Nach dem Desinfizieren mit Alkohol wurden die Filter an beiden Schlauchenden 

aufgeschnitten und mit insgesamt 150 ml PBS/EDTA (5 mM EDTA) pro Filter retrograd 

ausgespült. Die Zellsuspension wurde anschließend 15 min bei 400 rcf und Raumtemperatur 

(RT) zentrifugiert, das Volumen durch Absaugen des Überstandes verringert und die Zellen 

resuspendiert. Die Isolation von Monozyten erfolgte dann durch doppelte 

Dichtegradientenzentrifugation. Hierzu wurden 15 ml Lymphozytentrennmedium LSM1077 

(PAA Laboratories) in spezielle 50 ml Leukozytentrennröhrchen (Leucosep, Greiner Bio-One) 

vorgelegt und durch die poröse Membran zentrifugiert. Anschließend erfolgte das vorsichtige 

Überschichten mit der Zellsuspension und die 15-minütige Zentrifugation bei 1000 rcf, RT 

und ausgeschalteter Bremse. Durch diesen Zentrifugationsschritt bildete sich oberhalb der 

Interphase ein weißer Ring aus mononukleären Zellen des peripheren Blutes aus, welcher 

nun vorsichtig abgenommen und in ein neues 50 ml Röhrchen überführt werden konnte. 

Nach Resuspension mit Monozytenwaschpuffer auf 50 ml wurde erneut bei RT und 250 rcf 

zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt und anschließend ein viertes 

Mal mit 100 rcf durchgeführt, um verbliebene Thrombozyten zu entfernen. 

Zur Anreicherung der Monozytenfraktion wurde nun eine Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Percoll-Stammlösung mit einer spezifischen 

Dichte von (ρ = 1,123 g⋅cm-3) wurde durch Verdünnen mit physiologischer Kochsalzlösung 

(ρ = 1,0046 g⋅cm-3) auf ein Dichte von ρ = 1,064 g⋅cm-3 eingestellt. Die untenstehende 

Formel diente zur Orientierung, wobei die Feineinstellung der Dichte mittels eines 

Aräometers durchgeführt wurde. 
 

3
gewünscht

gewünscht
3

PercollNaCl%9,0 cmg 0046,1
cmg 123,1

VV −

−

⋅−ρ

ρ−⋅
×=  

 

Formel zur Berechnung des Mischungsverhältnisses 
 

7 ml der Percoll-Lösung wurden nun in 15 ml Polystyrol-Röhrchen vorgelegt und sehr 

vorsichtig mit 6 ml der Zellsuspension überschichtet. Anschließend erfolgte die Zentrifugation 

für 20 min bei 800 rcf, RT und ausgeschalteter Bremse. Die Interphase mit ca. 70 % CD14-

positiven Zellen wurde abgenommen, in Monozytenwaschpuffer resuspendiert und bei 
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200 rcf und RT für 10 min zentrifugiert, danach in D10F+ aufgenommen, um schließlich die 

Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer zu bestimmen. Zur Differenzierung in Makrophagen 

wurden jeweils 1,5 x 106 Zellen pro Well (Loch) auf 6-Well ultra-low-attachment-Platten 

(Costar, Corning) ausgesät. Die Zellen wurden mindestens 2 Wochen bei 37 °C, 95 % 

relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % (v/v) CO2 kultiviert. In den ersten 5 Tagen wurde nur 

Medium hinzugegeben, um einen Verlust von nicht adhärenten Monozyten zu vermeiden. 

Kontaminierende T-Zellen wurden schließlich durch das Wechseln des Mediums dreimal pro 

Woche entfernt. 

 

4.5.2. Isolation glatter Gefäßmuskelzellen aus Nageraorten und 
humanen Explantaten 

 

Die Isolation glatter GMZ aus Nageraorten und humanen Explantaten unterschieden sich 

nicht wesentlich, sodass sie nachfolgend zusammen beschrieben sind. Alle 

Organentnahmen wurden in Übereinstimmung mit dem Guide for care and usage of 

laboratory animals des National Institute of Health166 sowie dem deutschen Tierschutzgesetz 

in der jeweils aktuellen Fassung durchgeführt. Die verwendeten Tiere sind in Tabelle 3 

aufgeführt. 
 

Tierart Stamm (Lieferant) Alter und Geschlecht 

Mus musculus C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J 

(The Jackson Laboratory) 

6-8 Wochen, männlich 

Rattus norvegicus Wistar (Harlan) 8-10 Wochen, männlich 
 
Tabelle 3: Verwendete Tierarten 
 
 
Humane glatte GMZ wurden aus anonymisierten Operationspräparaten von peripheren 

Arterien isoliert, welche freundlicherweise von der Universitätsklinik für Allgemein-, Viszeral- 

und Gefäßchirurgie (Abteilung Gefäßchirurgie, Prof. Dr. Z. Halloul) zur Verfügung gestellt 

wurden. Ein Votum der Ethikkommission lag vor. Die Grundsätze der Deklaration von 

Helsinki wurden beachtet. 

Die etwa 1 cm großen humanen Gewebestücke wurden intraoperativ in vorbereitete sterile 

Behälter mit PBS und Antibiotikamix überführt und unverzüglich abgeholt. Analog wurden die 

Bauchaorten von toten Nagern entnommen und in ein steriles 15 ml Röhrchen mit ca. 5 ml 

PBS überführt. Die weiteren Arbeiten wurden innerhalb einer Sicherheitswerkbank im 

eigenen Labor durchgeführt.  

Die Nageraorten wurden mittels eines sterilen Präparationsbestecks grob gereinigt, längs 

aufgetrennt und mit der luminalen Seite nach oben platziert, um durch Abschaben mit dem 
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Skalpell Blutreste und Endothelzellen zu entfernen. Die humanen Präparate wurden auf 

gleiche Weise gereinigt und durch Abziehen die luminale sowie adventitielle Schicht entfernt. 

Größere Proben wurden in etwa 1 cm große Stücke zerteilt, mit der luminalen Seite nach 

unten in je eine 57 cm2 große Zellkulturschale gegeben und vorsichtig mit 8 ml D10F+ 

überschichtet. Anschließend erfolgte die möglichst erschütterungsfreie Inkubation bei 37 °C, 

95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % (v/v) CO2, was ein spontanes Auswachsen der glatten 

GMZ bewirkte. Bei jedem Mediumwechsel wurden die Gewebestücke ein wenig verschoben, 

um möglichst viele primäre Zellen zu gewinnen. Nach einer Woche wurden die Zellen 

passagiert und im Anschluss, wie unter Kapitel 4.5.3 beschrieben, kultiviert. Die primären 

glatten GMZ wurden routinemäßig auf Mycoplasmenkontamination und Reinheit untersucht. 

 

4.5.3. Kultur glatter Gefäßmuskelzellen 
 
Nach initialer Passage wurden die glatten GMZ weiterhin routinemäßig in 57 cm2 großen 

Zellkulturschalen mit 10 ml D10F+ im begasten Brutschrank bei 37 °C, 95 % relativer 

Luftfeuchtigkeit und 5 % (v/v) CO2 kultiviert. Das Medium wurde dreimal wöchentlich durch 

vorgewärmtes D10F+ ersetzt. 

Eine Subkultivierung der Zellen wurde bei ca. 95 % optischer Konfluenz im Verhältnis 1:3 für 

humane oder 1:5 für murine glatte GMZ vorgenommen. Dazu wurde das Medium 

abgenommen und die Zellen mit 10 ml PBS gespült. Nach Absaugen der PBS wurden die 

Zellen für 5 min bei 37 °C mit 2 ml Trypsin/EDTA inkubiert und nach Kontrolle im 

Phasenkontrastmikroskop in 8 ml Medium aufgenommen, um durch das verwendete FCS die 

Endopeptidaseaktivität des Trypsins zu inhibieren. Anschließend wurden die Zellen für 5 min 

bei 250 rcf zentrifugiert, der Überstand abgenommen und nach Resuspension in D10F+ auf 

mehrere 57 cm2 große Zellkulturschalen verteilt. Die Anzahl der Passagen wurde 

dokumentiert und die Zellen sind nie länger als bis Passage 15 verwendet worden. 

 

4.5.4. Kryopräservation von Zellen für die Zellkultur 
 
Zum Einfrieren wurden die glatten GMZ analog des Passagierens von den Kulturplatten mit 

Trypsin/EDTA gelöst, in Medium aufgenommen und bei RT und 250 rcf für 5 min 

zentrifugiert. Nach dem Einstellen einer Zellzahl von 0,5 x 106 Zellen/ml wurden die GMZ in 

das Einfriermedium bestehend aus 60 % (v/v) D10F+, 30 % (v/v) FCS und 10 % (v/v) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und in 1 ml Kryoröhrchen überführt. Das Einfrieren 

erfolgte bei -80 °C mit Hilfe eines mit Isopropylalkohol gefüllten Einfrierbehälters (Nalgene 

Nunc), wodurch eine optimale Abkühlung um 1 °C pro Minute gewährleistet werden konnte. 

Die Zellen wurden ebenfalls bei -80 °C gelagert. 
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Zum Auftauen der Zellen wurde die Zellsuspension langsam aufgetaut und in 9 ml D10F+ 

überführt. Durch Zentrifugation bei 250 rcf und RT für 5 min und Absaugen des Überstandes 

konnte das zytotoxische DMSO entfernt werden. Die Zellen wurden daraufhin in 10 ml 

frischem, vorgewärmtem Medium resuspendiert und auf einer 57 cm2 großen 

Zellkulturschale ausgesät. Tote Zellen sowie verbliebenes DMSO wurden durch das 

Wechseln des Kulturmediums am nächsten Tag entfernt. 

 

4.6. Kokulturen zwischen glatten Gefäßmuskelzellen und 
Makrophagen 

 
Bei der Anlage von Kokulturen musste einerseits die Praktikabilität und andererseits die 

mögliche Beeinflussung der Qualität späterer mikroskopischer Aufnahmen und der weiteren 

Prozessierung tausender Bilder abgewogen werden. Um eine möglichst plane 

Zellkulturoberfläche für optimale Bildergebnisse zu haben, wurden große Zellkulturformate 

verwendet. Vorversuche und Experimente zur Färbung und Permeabilisierung von 

Zellmembranen wurden meist mit 12-Loch-Zellkulturplatten durchgeführt. Für die spätere 

Datenerhebung kamen ausschließlich 6-Loch-Platten zum Einsatz.  

Weinert et al. hatten glatte GMZ und MP noch im Verhältnis 1:3 eingesetzt.26 Da die optimale 

semiautomatische Bildverarbeitung homogene Kokulturen ohne überlappende Zellen 

erforderte, wurden glatte GMZ und MP für die Normoxie/Hypoxie-Experimente allerdings im 

Verhältnis 1:1 ausgesät. Insbesondere bei murinen glatten GMZ galt es, eine starke 

Zunahme des Zellvolumens nach Stoppen der Proliferation mit Mitomycin C (MMC) zu 

beachten, sodass auf den 6-Loch-Zellkulturplatten 30000 GMZ je Loch eingesetzt wurden. 

Das Auszählen und Aussäen der glatten GMZ erfolgte analog der Subkultivierung. Da die 

stark proliferierenden GMZ in Kokultur die MP innerhalb kürzester Zeit überwachsen würden, 

wurde der DNA crosslinker MMC zum Inhibieren der Zellteilung verwendet. Dazu wurden die 

glatten GMZ innerhalb eines Tages nach der Aussaat für 1 bis 2 h mit einer MMC-Lösung 

(2 µg/ml in D10F+) inkubiert, bevor diese erneut abgesaugt und nach dreimaligem Waschen 

mit warmem PBS durch frisches, vorgewärmtes Medium ersetzt wurde. 

Die mit AcLDL markierten Makrophagen (siehe 4.7) wurden mittels Zellschaber von der ultra-

low-attachment-Platte gelöst, mit der Pipette samt Medium aufgenommen und durch 

Zentrifugieren bei 250 rcf und RT für 5 min pelletiert. Nach dem Bestimmen der Zellzahl 

wurden je 30000 MP pro Loch gleichmäßig auf die vorbereiteten 6-Loch-Platten gegeben. 

Die Kokulturen wurden nun für 10 d im Brutschrank bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit 

und 5 % (v/v) CO2 kultiviert und das Medium dreimal wöchentlich erneuert. Zum Generieren 

hypoxischer Bedingungen wurde eine luftdichte und separat begaste Hypoxiekammer aus 

Acryl genutzt, welche sich im gleichen Inkubator befand. Der Sauerstoffgehalt wurde durch 
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die Kombination eines Gasmischers und eines Sauerstoffkontrollgerätes reguliert und lag 

kontinuierlich bei 1,5 bis 2,0 % (v/v) O2. Kurze Phasen mit höherem Sauerstoffanteil während 

und nach dem Wechsel des Kulturmediums wurden akzeptiert, da die Beobachtung von 

Langzeitergebnissen im Vordergrund stand. 
 

4.7. Fluoreszenzmarkierung lebender Zellen 
 
Zur Untersuchung des Transfers von LDL wurde an Lysinresten acetyliertes, kovalent an 

Alexa Fluor 594 gebundenes LDL (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Acetyliertes LDL 

wird nicht mehr über den LDL-Rezeptor aufgenommen, sondern nur noch von Zellen, welche 

scavenger-Rezeptoren exprimieren. Dazu gehören Endothelzellen, Mikrogliazellen, 

Monozyten oder Makrophagen. Nach der Endozytose von AcLDL kumuliert dieses in der 

Zelle, die daraufhin einen schaumzellartigen Phänotyp annimmt. Ruhende glatte GMZ 

nehmen kein freies AcLDL auf.167 Am Tag vor dem Ansetzen der Kokulturen wurden pro 

Loch 2 ml D10F+ mit 20 µl (20 µg) Alexa Fluor 594-konjugiertem acetylierten LDL versetzt 

und über Nacht inkubiert. Vor Anlage der Kokulturen wurde das überschüssige, nicht 

internalisierte AcLDL durch Wechseln des Mediums entfernt und die MP dann, wie unter 

4.5.1 beschrieben, pelletiert, ausgezählt und ausgesät. 
 

4.8. Immunzytochemie 

4.8.1. Immunzytochemische Färbungen an glatten 
Gefäßmuskelzellen 

 
Nachfolgend ist exemplarisch die direkte Immunzytochemie zur Charakterisierung isolierter 

glatter GMZ beschrieben. Die Färbeexperimente unter 4.8.2 zur Optimierung der 

Permeabilisierung der Zellen unterschieden sich in der Art der verwendeten Chemikalien 

oder physikalischen Methoden zur Zellmembranpermeabilisierung.  

Die vitalen Zellkulturen wurden aus dem Inkubator genommen und nach Absaugen des 

Mediums einmal mit PBS gewaschen. Anschließend folgte die Fixierung und gleichzeitige 

Permeabilisierung mit eiskaltem Methanol (MeOH) für 20 min bei - 20 °C. Danach wurden 

die Zellkulturplatten mit PBS gewaschen und für 30 min mit einer zehnprozentigen 

FCS/PBS-Lösung geblockt, um unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. Es folgte 

die Inkubation mit einem FITC-gekoppelten AK gegen α-Aktin (anti-α-actin, smooth muscle, 

FITC, mAb, Klon 1A4, Sigma) für eine Stunde bei RT und ein dreimaliges Waschen mit der 

Blockierlösung. Zum Anfärben der Zellkerne wurden die Proben für 10-20 min mit 4′,6-

Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (0,1 µg/ml) inkubiert und nochmals mit FCS/PBS gewaschen. 

Zur Konservierung und Verminderung des Ausbleichens der Fluorochrome wurden die 

Proben mit ProTaqs MountFluor (quartett) und Deckgläschen eingedeckt. 
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4.8.2. Optimierung der immunzytochemischen Färbeprotokolle 
 
Zur Optimierung der Membranpermeabilisierung und Immunzytochemie wurden diverse 

Färbeexperimente nach gängigen und davon abgeleiteten Protokollen durchgeführt, welche 

im Folgenden zusammengefasst sind. Einige exemplarische Aufnahmen und Ergebnisse 

sind unter 5.1.1 dargestellt. 

 

Fixierung 
Formaldehydlösung (PFA) 4 % für 10 min 

PFA 4 % für 20 min 

PFA 3 % für 10 min 

PFA 2 % für 10 min 

PFA 4 % (durch MeOH stabilisiert) für 10 min 

Methanol pur bei -20 °C für 20 min 
 

 

Permeabilisierung 
PFA 2 % + Tween 20 10 % für 20 min 

PFA 4 % + Triton X-100 für 20 min 

PFA 4 % für 10 min, anschließend  

a) kurze Inkubation mit eiskaltem MeOH 

b) Citratpuffer bei unterschiedlichen Temperaturen 

c) kurzes Einfrieren bei -20 °C 

d) kochendes PBS 

e) kochendes Wasser 

f) Aqua destillata 

g) kurze Inkubation im Ultraschallbad 

h) physikalische Permeabilisierung mit ferromagnetischem Strontiumferrit (Maniperm 
Pulver, Partikelgröße <10 μm, Tridelta) und NeoDeltaMagnet (NdFeB, FD08N, 
IBSMagnet) mit einer Haftkraft von 350 N 

 

 

Färbung 
Antikörper (anti-α-actin, smooth muscle FITC, mAb, Klon 1A4; 2,4 mg/ml) in 
Verdünnungsreihen 1:1000 bis 1:100 (2,4–24 µg/ml) 

a) 60 min Inkubationsdauer bei RT 

b) Inkubation über Nacht und bei 4 °C in einer feuchten Kammer 
 
Tabelle 4: Synopse verschiedener Vorexperimente zur Optimierung der immunzytochemischen 
Färbung (alle Lösungen in PBS) 
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4.9. Mikroskopie 
 
Sämtliche mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Zeiss Axiovert 200m (10x Objektiv) 

in Kombination mit der AxioCam MRm im eigenen Labor durchgeführt und unmittelbar nach 

dem Fixieren und Färben der Proben begonnen. Mikroskop- und Kamerasteuerung sowie die 

Tischkontrolle erfolgten durch AxioVision 4.8. 

Für jedes Loch der 6-Loch-Zellkulturplatte wurde ein Raster von 15 x 15 Bildern vordefiniert, 

sodass pro Platte insgesamt 1350 Positionen mit 100-facher Vergrößerung aufgenommen 

wurden. Nach der shading-Korrektur, dem Einstellen der Belichtungszeiten für die einzelnen 

Kanäle sowie dem Kalibrieren der Autofokusfunktion wurden einige Testbilder aufgenommen 

und dann die automatische Bildaufnahme mit Autofokus an jeder der 1350 Positionen 

gestartet. Binning- oder gain-Funktionen wurden nicht verwendet, um eine möglichst hohe 

Auflösung bei geringem Rauschen zu erhalten. Bei drei Fluoreszenzkanälen (rot, grün, blau) 

sowie dem Phasenkontrast kamen pro Zellkulturplatte und dazugehöriger Normoxiekontrolle 

10.800 Einzelaufnahmen zustande. Nachdem die Aufnahmen an einer Probe abgeschlossen 

waren, wurde die nächste 6-Loch-Platte mikroskopiert. Innerhalb des Experiments wurden 

die Einstellungen nicht geändert. Nach der Färbung sowie zwischen und nach den 

Aufnahmen wurden sämtliche Proben lichtgeschützt bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. 

Einzelne fehlerhafte Bilder fielen nicht ins Gewicht, da für die statistische Auswertung die 

Anzahl und das Verhältnis der ausgezählten Zellen je Bedingung entscheidend waren.  

 

4.10. Speicherung, Format und Export der Bilder 
 
Alle mikroskopischen Bilder wurden zunächst mit 12-Bit-Graustufen und einer Auflösung von 

1388 x 1040 Pixeln im Zeiss Vision Image (ZVI)-Format gespeichert, wodurch die einzelnen 

Farbkanäle in maximaler Dynamik und sämtliche Metadaten, wie Belichtungszeiten, x-y-z 

Position des Tisches, Mikroskopeinstellungen oder Datum der Aufnahme erhalten blieben 

(11,1 MB je Position). Zur Analyse der Bilder mittels CellProfiler (CP) wurden die 

Einzelkanäle unter Beibehaltung der Auflösung in 8-Bit-Bilder konvertiert und im Tagged 

Image File Format (TIFF) exportiert (1,37 MB je Kanalbild bzw. 5,51 MB je Position). 
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4.11. Hardware 
 
Die gesamte Bildverarbeitung mit dem CellProfiler wurde auf einem Standardlaborrechner 

mit folgenden Spezifikationen durchgeführt.  
 

Betriebssystem Windows 7 Professional, 64 Bit, Service Pack 1 

Prozessor  Intel Core 2 Quad Processor Q9400 (6MB Cache, 2.66 GHz,  

   1333 MHz FSB) 

Arbeitsspeicher 4 GB 

Grafikkarte  NVIDIA GeForce 210 (512MB DDR2 dedizierter Speicher) 
 

Zum Speichern der Rohdaten, Exporte und Auswertungen wurden ein externes 

RAID 1 System, bestehend aus einer Sharkoon 2-Bay Raid Box, und zwei Western Digital 

CAVIAR Black 2 TB Festplatten verwendet, welches über USB 2.0 mit dem Rechner 

verbunden war. 
 

4.12. Bildverarbeitung 
 
Neben dem CellProfiler wurden weitere Bildverarbeitungsprogramme zum Auswerten und 

Darstellen mikroskopischer Bildern genutzt. Der Export der ZVI-Aufnahmen und das 

Anfertigen von Mehrkanalbildern erfolgten mit Axiovision 4.8. Die Falschfarbendarstellung 

der Färbeexperimente (Abbildung 3) sowie die Messung der Kerngrößen wurden mit 

ImageJ168 (EMBL Distribution) erstellt. Abbildungen von mikroskopischen Bildern wurden 

schließlich mit Photoshop CS6 (64 Bit) zusammengestellt. Alle gezeigten originalen 

Fluoreszenzkanalaufnahmen wurden lediglich exportiert, ohne das entsprechende 

Histogramm zu modifizieren. Zur Veranschaulichung bzw. Angleichung von Intensitäten, 

welche aufgrund unterschiedlicher Belichtungszeiten entstanden, wurden einige 

Phasenkontrastaufnahmen auch nichtlinear in Helligkeit und Kontrast verändert. Die 

Falschfarbendarstellung in Abbildung 3 wurde linear angepasst. Sämtliche kritischen 

Schwellenwertverfahren und Messungen wurden an unmanipulierten Graustufenbildern im 

TIF-Format vorgenommen. 
 

4.13. Bestimmen der Kerngrößen mit ImageJ 
 
Zur Quantifizierung der phänotypischen Unterschiede zwischen Zellkernen von MP und 

glatten GMZ wurden je Zelltyp 200 Testbilder mit Hilfe von ImageJ168 ausgewertet. Nach dem 

Erstellen eines Bildstapels wurden alle 8-Bit-Aufnahmen binärisiert und der Schwellenwert 

analog zu den Kontrollexperimenten bei 41 von 256 gesetzt, was einem relativen 
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Schwellenwert von 0,16 entspricht. Etwaige Löcher in den verbliebenen Objekten 

(Zellkernen) wurden gefüllt und diese daraufhin mittels Analyze-Particle-Modul ausgezählt 

und in ihrer Fläche (in µm2) vermessen. Objekte, die den Rand des Bildes berührten, kleiner 

als 90 µm2 oder größer als 3000 µm2 waren, wurden nicht berücksichtigt. Anschließend 

erfolgte die Darstellung der Flächenverteilung im Histogramm durch Einteilung in 100 

Klassen mit einem Umfang von je 30 µm2. Der Anschaulichkeit halber sind die Ergebnisse in  

Abbildung 6 als Histogramm mit Objekten bis 2000 µm2 dargestellt. 

 

4.14. Automatisierte Bildsegmentierung und Analyse mit dem 
CellProfiler 

4.14.1. CellProfiler 
 
CellProfiler ist ein kostenloses open-source-Programm, welches Wissenschaftlern ohne 

ausführliche Kenntnisse im Programmieren oder in der Bildverarbeitung ermöglicht, eine 

Vielzahl von Bildern in großem Maßstab automatisch auszuwerten und Messungen 

vorzunehmen. Es ist für alle gängigen Betriebssysteme, wie Microsoft Windows, MacOS, 

MacOS X und Linux verfügbar. Die Betreuung und Weiterentwicklung erfolgt durch das 

Labor von Anne Carpenter am Broad Institute in Cambridge, Massachusetts, USA.169,170 

Das Prinzip von CellProfiler beruht auf einem modularen Aufbau mit einer Vielzahl von 

simplen wie auch komplexen Algorithmen, welche auf einfache Weise modifiziert und in 

beliebiger Reihenfolge in Form sogenannter pipelines hintereinandergeschaltet werden 

können. Die Module sind der einfacheren Handhabung halber in Kategorien, unter anderem 

zur Verarbeitung von Dateien und Rohdaten, Bildern, Objekten innerhalb der Bilder, 

Messungen, Datenverarbeitung und Statistik, eingeteilt. Jedes Modul und die verschiedenen 

einzustellenden Parameter innerhalb der Module sind beschrieben und es werden 

Hilfestellungen zu Anwendbarkeit und geeignete Optionen gegeben, sodass sich auch 

ungeübte Anwender schnell zurechtfinden.  

Die Art der Aufnahmen und der biologischen Proben spielt dabei prinzipiell keine Rolle. So 

können unter anderem Bilder aus der Fluoreszenz-, Phasenkontrast- oder 

Durchlichtmikroskopie verarbeitet werden. CP eignet sich zum Beispiel zur Auswertung von 

histologischen Schnitten und Zellkulturen humaner, muriner oder anderer tierischer Zellen, 

von Pflanzenbestandteilen, Untersuchungen an Würmern (Caenorhabditis elegans), 

Bakterien, einzelnen Zellen, Kolonien oder Kokulturen. Am 01.06.2017 ließen sich über 

Google Scholar (https://scholar.google.de/) mehr als 4800 Publikationen abrufen, welche 

sich auf die Verwendung des CP beziehen.  

Durch die freie Verfügbarkeit des Quellcodes steht es allen Nutzern frei, eigene Module zu 

entwickeln und diese ihrerseits anderen Wissenschaftlern zur Verfügung zu stellen. 
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4.14.2. Herausforderungen und Probleme bei der Bildverarbeitung 
 
Nachfolgend sind Herausforderungen und Probleme aufgezeigt, die bei der Bildverarbeitung 

auftraten und beachtet bzw. korrigiert werden mussten. 

 

Zellen 
Verwendung von Kokulturen mit unterschiedlichen Zelltypen 

Inhomogene Zellkerne, die sich in Form, Größe und Granulierung unterschieden 

Inhomogene glatte GMZ mit unterschiedlicher Form und Größe 

Inhomogenes GFP-Signal in den glatten GMZ der GFP-Maus 

Einige glatte GMZ mit 2 Zellkernen 

Relativ dünne Aussaat von Zellen im Verhältnis 1:1 

Ungleichmäßige Aussaat der Zellen, Regionen mit hoher Zelldichte 

Aggregation von Makrophagen 

Seltene events (AcLDL positive glatte GMZ) in Relation zur Gesamtanzahl der GMZ 
 

 

Bilder 
Unscharfe Bilder aufgrund von Autofokusfehlern 

Autofluoreszenz und unspezifische Fluoreszenz in Abhängigkeit von Zelltyp und 
Kulturdauer 

Unterschiedlich starkes AcLDL-Signal sowohl in MP als auch in glatten GMZ 

Lange Dauer der Einzelexperimente über Monate mit einer Aufnahmedauer von 
mehreren Tagen je Versuchsreihe und damit variierender Bildqualität 

Artefakte (z. B. Lufteinschlüsse im Eindeckmedium, Staub) 
 

 

Bildsegmentierung 
Fehlerhafte Objekttrennung 

Bildausschnitte mit angeschnittenen Zellen und Zellkernen 

Sichere Detektion von events erhöht Risiko falsch positiver Ergebnisse 

Vereinzelte Überlappung der phänotypischen Merkmale von MP- und GMZ-Kernen 
 

 

Hardware 
Enorme Rechenkapazität bzw. Rechendauer notwendig 

Hohe Anzahl an Bildern 

Zusätzliche Speicherkapazitäten benötigt 
 

 

Manuelle Modifikationen 
Manuelles Setzen der Schwellenwerte 

Manuelle Nachkontrolle 
 
Tabelle 5: Herausforderungen und Probleme bei der automatischen Bildverarbeitung 



Material und Methoden 
 

 33 

4.14.3. Pipeline 
 
Ziel der entwickelten pipeline war die Detektion des AcLDL in glatten GMZ und die 

Bestimmung der Anzahl der AcLDL-positiven GMZ an der Gesamtheit aller GMZ. Wie 

Weinert et al. zeigen konnten, kommt es bei der Kokultur von AcLDL-positiven Makrophagen 

mit glatten GMZ zur Übertragung des AcLDL in die glatte GMZ. Da dies gerade zu Beginn 

der Kokultur ein seltenes Ereignis (event) darstellt, war es notwendig, besonders viele Zellen 

zu untersuchen. Dies ist insbesondere aufgrund des zeitlichen Aufwandes nur begrenzt 

manuell möglich. 

Sämtliche Datensätze wurden mit dem CellProfiler 2.0.0. (rev dde5672) analysiert. Die 

folgende pipeline zur Auswertung der Hypoxie-Experimente wurde anhand diverser 

Vorexperimente und einer Vielzahl von Testläufen und Qualitätskontrollen mit manueller 

Nachkontrolle entwickelt. Alle Experimente wurden mit den gleichen Modulen und 

Einstellungen ausgewertet. Lediglich die Schwellenwerte für die Binärisierung bzw. 

Segmentierung der Zellkerne (blauer Kanal, DAPI) und des AcLDL (roter Kanal, 

Alexa Fluor 594) wurden anhand von Probebildern manuell eingestellt. Innerhalb eines 

Experiments kamen die gleichen Schwellenwerte zum Einsatz. Die Gliederung der folgenden 

Module spiegelt den tatsächlichen Arbeitsablauf wider. Nachfolgend sind wesentliche 

Prinzipien und Einstellungen aufgeführt. Die genaue pipeline sowie Beispielbilder sind über 

das Zusatzmaterial der aus den hier dargelegten Ergebnissen entstandenen Publikation 

abrufbar (http://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/2472555217691451). 

Für die Kontrollexperimente zur Segmentierung von Zellkernen wurden aufgrund leicht 

unterschiedlicher Bildeigenschaften und Intensitäten die Parameter der Module 

3. FlagImage, 4. IdentifyPrimaryObjects, 9. FilterObjects sowie 11. FilterObjects angepasst 

um gleichwertige Ergebnisse der Algorithmen zu gewährleisten. Die entsprechend 

veränderten Werte sind im Folgenden in eckigen Klammern angegeben. 

 

1. LoadImages 

Sämtliche zu analysierende Bilder (exportierte TIFF-Dateien) einer Probe wurden geladen 

und nach ihrem jeweiligen Farbkanal benannt (OrigBlue – DAPI, OrigGreen – GFP, OrigRed 

– Alexa Fluor 594). 

 

2. MeasureImageQuality 

Dieser Schritt diente dazu, aufgrund von Autofokusfehlern unscharfe bzw. verschwommene 

Bilder zu erkennen und von der weiteren Analyse auszuschließen. Anhand einer gewählten 

Auflösung von 30 x 30 Pixeln wurde ein Punktwert (Local Focus Score) für alle OrigBlue-

Bilder vergeben, indem benachbarte Pixel miteinander korreliert wurden. 
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3. FlagImage 

Ausgehend vom vorherigen Modul wurden nun alle OrigBlue-Bilder mit einem Local Focus 

Score unter 0,07 [0,05] markiert und die entsprechenden Mehrkanalaufnahmen für die 

folgende Prozessierung nicht weiter berücksichtigt. 

 

4. IdentifyPrimaryObjects 

Durch Binärisierung anhand eines globalen thresholding der OrigBlue-Bilder wurden alle 

Zellkerne (AllNuclei) erkannt. Objekte mit einem Durchmesser von weniger als 10 oder mehr 

als 140 Pixeln wurden herausgefiltert. Bei Objekten unterhalb des Schwellenwerts ist vor der 

Filterung versucht worden, sie mit benachbarten Objekten zu verbinden. Löcher, die bei 

einem einfachen thresholding in erkannten Objekten entstehen können, wurden gefüllt. Der 

Schwellenwert für die Binärisierung wurde anhand von Testbildern für jedes Experiment 

manuell eingestellt und lag (relativ gewichtet) zwischen 0,08 und 0,12 [0,16]. 

Für ein 8-Bit-Bild mit 256 Graustufen bedeutete ein relativer Schwellenwert von 0,12 eine 

absolute Grenze von 30,72 (256 x 0,12 = 30,72). Demzufolge wurden sämtliche Pixel mit 

einem Grauwert bis einschließlich 30 dem Hintergrund zugeordnet. Pixel mit einem Wert ab 

31 gehörten zum Vordergrund und sind den gesuchten Objekten zugerechnet worden. 

 

5. MeasureObjectSizeShape 

Größen- und Formmerkmale aller Zellkerne wurden zur weiteren Bearbeitung gemessen, da 

anhand der Größe eine sehr gute Unterscheidung zwischen den Zellkernen der kleineren MP 

und der größeren GMZ möglich ist. 

 

6. FilterObjects 

Alle Zellkerne mit einer Fläche von mindestens 750 Pixeln wurden als Kerne von glatten 

GMZ definiert und VSMCNucleiUnfiltered benannt. 

 

7. FilterObjects 

Alle Zellkerne mit einer Fläche von weniger als 750 Pixeln wurden als Kerne von MP 

angesehen und MacNucleiUnfiltered benannt. 

 

8. MeasureObjectIntensity 

Intensitätsmerkmale der VSMCNucleiUnfiltered wurden gemessen. Für die weitere 

Verarbeitung ist die MeanIntensity, die durchschnittliche Intensität aller Pixel innerhalb eines 

Objektes, entscheidend. 
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9. FilterObjects 

VSMCNucleiUnfiltered mit einer mittleren relativen Intensität oberhalb von 0,6 [0,9] wurden 

herausgefiltert. Dieser Schritt erfolgte zum Ausschluss von Artefakten, welche die Größe und 

Form großer muriner GMZ haben können, aber in der Regel ein deutlich helleres 

Fluoreszenzsignal liefern. Die verbleibenden Objekte wurden nun VSMCNuclei benannt. 

 

10. MeasureObjectIntensity 

Analog zu 8. wurden Intensitätsmerkmale der MacNucleiUnfiltered gemessen. 

 

11. FilterObjects 

Gelegentlich kam es vor, dass Zellkerne der GMZ nicht korrekt segmentiert wurden, weil die 

Färbung zu schwach oder die Zelle zum Zeitpunkt der Fixation am Absterben war, wodurch 

Teile des Nukleus als Makrophagenkern erkannt wurden. Dies hätte ohne weitere 

Maßnahme darin resultiert, dass eine GMZ als GMZ mit MP oder aber mehrere MP erkannt 

und im weiteren Verlauf als solche behandelt worden wäre. Phänotypisch sind MP-Zellkerne 

jedoch in der Regel deutlich heller als die der GMZ und so wurden alle dunklen kleinen 

Objekte, d. h. MacNucleiUnfiltered mit einer mittleren relativen Intensität unterhalb von 

0,18 [0,3] entfernt. Die verbleibenden Objekte wurden als MacNuclei benannt. 

 

12. ExpandOrShrinkObjects 

Da die Erkennung der Zellen lediglich über die Zellkerne erfolgte, existierte bis zu diesem 

Zeitpunkt noch keine Information über die tatsächliche Ausdehnung der GMZ. Um einen Teil 

des Zytoplasmas bzw. den perinukleären Bereich zu simulieren, in welchem sich in der 

Regel das AcLDL detektieren lässt, wurden alle VSMCNuclei künstlich vergrößert. Einzelne 

Pixel wurden dabei 70-mal zum Rand des Objektes addiert. Die vergrößerten Kerne hießen 

Expanded VSMC, die dazugehörigen Umrisse Propagated VSMCOutlines. 

 

13. IdentifyPrimaryObjects 

Durch Binärisierung anhand eines globalen thresholding der OrigRed-Bilder wurden alle 

AcLDL-Partikel (LDL) detektiert. Objekte mit einem Durchmesser von weniger als 5 oder 

mehr als 50 Pixeln wurden herausgefiltert. Bei Objekten unterhalb des Schwellenwerts von 5 

Pixeln ist auch an dieser Stelle vor der Filterung versucht worden, sie mit benachbarten 

Objekte zu verbinden. Weil viele kleine helle Objekte beim simplen Setzen niedriger 

Schwellenwerte als ein einziges, großes Objekt erkannt und bei einem Durchmesser von 

mehr als 50 Pixeln entfernt worden wären, wurden diese Objekte anhand der Intensität 

getrennt. Zunächst wurde ein blur-Filter mit einer Größe von 5 Pixeln angewandt, um eine 

gewisse Gleichmäßigkeit (smoothness) zu erreichen. Anschließend wurden lokale 
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Intensitätsmaxima als Objektmitten ermittelt und entsprechend getrennt. Maxima, welche 

näher als 5 Pixel beieinanderlagen, wurden unterdrückt. Der Vorteil dieser 

intensitätsbasierten Methode liegt dabei in der relativen Unabhängigkeit von Form und 

Größe der zu trennenden Objekte. Erneut wurden Löcher, die beim thresholding in den 

erkannten Objekten entstehen können, gefüllt. Der Schwellenwert für die Binärisierung 

wurde anhand von Testbildern für jedes Experiment manuell eingestellt und lag relativ 

gewichtet zwischen 0,11 und 0,15. Die Umrisse (LDL Outlines) wurden für die spätere 

Verarbeitung gespeichert. 

 

14. ExpandOrShrinkObjects 

Analog zu 12. wurden die MacNuclei um 25 Pixelreihen vergrößert. Die vergrößerten Kerne 

hießen Expanded MacNuclei, die dazugehörigen Umrisse Expanded MacNucleiOutlines. 

 

15. RelateObjects 

Alle LDL-Partikel, die sich mit den vergrößerten MP-Zellkernen überlagerten, wurden 

markiert. 

 

16. FilterObjects 

Mitunter fanden sich MP, welche den glatten GMZ auflagen und so zu falsch-positiven 

Ergebnissen führen konnten, falls das Kriterium für ein event lediglich LDL innerhalb einer 

GMZ (Expanded VSMC) lautete. Die unter 15. markierten Objekte wurden daher entfernt und 

die verbliebenen Objekte LDL prefilteredObjects benannt. 

 

17. ExpandOrShrinkObjects 

Die VSMCNuclei wurden um 2 Pixelreihen geschrumpft und hießen Shrunken VSMCNuclei. 

 

18. RelateObjects 

Alle LDL prefilteredObjects, welche sich mit den geschrumpften GMZ-Zellkernen 

überlagerten, wurden markiert 

 

19. FilterObjects 

Die unter 18. markierten Objekte wurden entfernt und die verbliebenen Objekte LDL filtered 

benannt. 

 

20. Relate Objects 

Alle gefilterten LDL-Partikel, welche sich mit Expanded VSMC überlagerten, sich also 

innerhalb einer glatten GMZ befanden, wurden markiert.  
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21. FilterObjects 

Alle glatten GMZ, welche mindestens 6 LDL-Partikel enthielten, wurden markiert (LDL 

positive VSMC). 

 

22. FlagImage 

Alle Bilder, welche keine LDL-positiven glatten GMZ enthielten, wurden übersprungen und 

nicht weiter bearbeitet. 

 

23. MeasureObjectSizeShape 

Größen- und Formmerkmale aller VSMCNuclei und MacNuclei wurden gemessen, um deren 

Gesamtanzahl zu erhalten. 

 

24. ExportToSpreadsheet 

Die Anzahl aller VSMCNuclei, MacNuclei und LDL positive VSMC wurde in Form von 

Microsoft-Excel-Tabellen exportiert. 

 

25. ApplyThreshold 

Alle Pixel mit einem relativen Wert unterhalb von 0,1 wurden aus dem OrigRed-Bild entfernt 

und ein neues Graustufenbild (ThreshRed) generiert. Dieser Schritt diente der Entfernung 

des Hintergrundsignals im roten Kanal, da dieser im nächsten Schritt stärker gewichtet 

wurde. 

 

26. GrayToColor 

Die drei einzelnen Graustufenbilder (ThreshRed, OrigGreen, OrigBlue) wurden 

zusammengefügt und ein neues Farbbild (RGB image) generiert. Dabei gingen die Kanäle 

mit einer unterschiedlichen Wichtung ein (Rot 5x, Grün 1x, Blau 2x). 

 

27. OverlayOutlines 

Die Umrisse der LDL-positiven glatten GMZ, vergrößerten Makrophagenzellkerne, GMZ-

Nuklei und LDL-Partikel wurden auf das Farbbild projiziert (RGB Overlay). 

 

28. SaveImages 

Das Farbbild mit den Umrissen der einzelnen Objekte wurde im TIF-Format gespeichert. Die 

Schritte 25 bis 28 wurden durchgeführt, um ein Bild im Rot-Grün-Blau-Farbraum (RGB) zu 

generieren, welches zwar von den Originalaufnahmen abwich, durch das Hervorheben 

bestimmter Merkmale jedoch eine schnelle manuelle Nachkontrolle zuließ. 
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29. SendEmail 

Die Bildverarbeitung durch den CP erfolgte satzweise, d.h. einzelne Positionen mit den 

entsprechenden Farbkanälen wurden nacheinander anhand der pipeline abgearbeitet. Für 

1350 Positionen bedeutete dies 1350 Zyklen. Optional wurde nach dem letzten Zyklus eine 

E-Mail versandt, um darüber zu informieren, dass alle Bilder verarbeitet wurden. 

 

30. PauseCellProfiler 

Optional wurden alle Berechnungen nach einem Bild pausiert. Dies war hilfreich für 

Probeläufe und war während der Auswertung kompletter Bildersets deaktiviert.  

 

 

 
 
Abbildung 2: 450x450 µm großer, repräsentativer Bildausschnitt zur Veranschaulichung des 
CellProfiler-Arbeitsablaufes 
(A) Phasenkontrast. (B) DAPI. (C) GFP. (D) Alexa Fluor 594. (E) AllNuclei. Alle Zellkerne werden 
erkannt. (F) MacNuclei. Makrophagenzellkerne nach Größenfilterung. (G) VSMCNuclei. Glatte 
Gefäßmuskelzellkerne nach Größenfilterung. (H) LDL. AcLDL ohne Filterung. 
(I) Expanded MacNuclei. Vergrößerte Makrophagenzellkerne. (J) LDL filtered. AcLDL, welches sich 
nicht in Makrophagen befindet. (K) Expanded VSMC. Durch Zellkernvergrößerung simulierte 
Gefäßmuskelzellen. (L) RGB Overlay. RGB-Farbbild zur manuellen Nachkontrolle aus allen drei 
Fluoreszenzkanälen mit den Umrissen der Gefäßmuskelzellkerne (grün), vergrößerten Makrophagen 
(rot), relevantem LDL (weiß) und LDL positiven glatten Gefäßmuskelzellkernen (gelb). 
Maßstabsbalken: 200 µm. 
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4.15. Statistische Auswertung und Darstellung der Daten 
 
Sowohl die statistische Auswertung als auch die grafische Darstellung der Daten erfolgten 

mittels Prism 5 (GraphPad Software). Die Normoxie/Hypoxie-Experimente wurden mit dem 

zweiseitigen gepaarten t-Test ausgewertet. Ein Unterschied zwischen den Gruppen wurde 

für p ≤ 0,05 als statistisch signifikant angenommen. 
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5. Ergebnisse 

5.1. Immunzytochemie, Fluoreszenzmikroskopie und 
Kernmorphologie 

5.1.1. Zellmembranpermeabilisierung und Immunzytochemie 
 
Für die Darstellung zytoplasmatischer Proteine durch immunzytochemische Färbungen ist 

die vorherige Permeabilisierung der Zellmembran unabdingbar, damit der AK intrazellulär an 

die gewünschte Zielstruktur binden kann. Sämtliche gebräuchlichen Substanzen sind 

entweder organische Lösungsmittel wie Methanol und Aceton oder Detergenzien wie 

Triton X-100, Tween 20 oder Saponine. Organische Lösungsmittel koagulieren Proteine und 

können somit auch zum Fixieren von Proben eingesetzt werden. Beiden Gruppen gemein ist 

der lipophile Charakter und die Eigenschaft, Cholesterin aus der Zellmembran 

herauszulösen.171 Da für die Fragestellung nicht nur die glatten GMZ als solche identifiziert, 

sondern auch das intrazelluläre AcLDL detektiert werden sollte, stellte dies ein relevantes 

Problem dar. Einfache Fixierungen mit frisch angesetztem PFA (4 %) in PBS führten zwar zu 

guter Präservation des AcLDL, doch ließen sich die GMZ nach Immunzytochemie nur sehr 

heterogen bis gar nicht anfärben. Zur Optimierung der Membranpermeabilisierung wurden 

verschiedene Färbeexperimente nach gängigen und eigens modifizierten Protokollen 

durchgeführt, die unter 4.8.2 zusammengefasst sind.  

Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der Membranpermeabilisierung nach PFA-Fixierung mit oder 

ohne MeOH. Zwar wird durch zusätzliche Inkubation mit MeOH eine gute Permeabilisierung 

erreicht, allerdings weisen die Zellen trotz hoher Konzentration des eingesetzten AK starke 

Variationen in der Intensität des Aktinsignals auf (B). Dies kann auf Unterschieden in der 

Expression von Aktin in den verwendeten humanen glatten GMZ zurückzuführen sein. Durch 

die PFA-Fixierung allein werden hingegen nur einzelne Zellen permeabilisiert (C), wobei das 

spezifische AK-Signal deutlich schwächer ausfällt. Zudem findet sich unabhängig vom 

gewählten Protokoll zur Permeabilisierung eine starke Autofluoreszenz, wie insbesondere 

anhand der Negativkontrolle deutlich wird (A). Im Gegensatz zum linearen Muster der 

spezifischen Färbung des Aktinzytoskeletts weist die Autofluoreszenz ein homogenes, 

vorwiegend zytoplasmatisches Färbemuster auf und ist zusätzlich als unspezifisches Signal 

im DAPI-Kanal zu erkennen. 
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Abbildung 3: Vorexperimente zur Immunzytochemie an humanen glatten Gefäßmuskelzellen 
(A) Für die Negativkontrolle wurden die Proben fixiert und lediglich mit DAPI (blau), jedoch ohne 
Zugabe des primären Antikörpers gefärbt. (B) Nach dem Fixieren der Proben mit PFA (3 %) für 10 min 
wurden die Zellen für 5 min mit Methanol permeabilisiert, anschließend die Proben für 30 min geblockt 
und über Nacht mit FITC-markiertem (grün) smooth muscle anti-α-actin AK (2,4 mg/ml) inkubiert. 
(C) Identische Behandlung wie (B), eine Permeabilisierung mit Methanol fand jedoch nicht statt. Die 
Aufnahmen erfolgten mit gleichen Einstellungen und Belichtungszeiten (Blau: 240,8 ms; Grün: 
897,9 ms). Neben den Einzelkanälen (DAPI und FITC) sowie der überlagerten Darstellung beider 
Kanäle ist der Anschaulichkeit halber die Intensität der α-Aktin-Färbung mittels Falschfarben (Color 
Look Up Table) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist dabei die gute, aber dennoch heterogene 
Färbung nach zusätzlicher MeOH-Permeabilisierung. Die Anfärbbarkeit bei alleiniger PFA-Fixierung ist 
hingegen unzureichend. Problematisch stellt sich die Autofluoreszenz der humanen glatten GMZ in 
allen Proben dar. Maßstabsbalken: 200 µm. 
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Abbildung 4 zeigt die Auswirkung der genutzten Chemikalien auf das intrazelluläre AcLDL. 

Methanol, welches die besten Ergebnisse hinsichtlich der Membranpermeabilisierung 

lieferte, stellte sich als ungeeignet für die weiteren Untersuchungen heraus, da es neben 

Lipiden der Zellmembran auch das intrazellulär gespeicherte AcLDL herauslöste. 

 
 
Abbildung 4: Verschiedene Fixierungen zur Kontrolle der AcLDL-Konservierung in MP 
(A) Unfixierte native Zellen in PBS. (B) Zellen nach Fixierung mit Methanol (pur). (C) Fixierung mit 
frisch angesetztem PFA (4 %). (D) Fixierung mit methanol-stabilisierter Formaldehydlösung (4 %). Die 
Aufnahmen erfolgten mit gleichen Einstellungen und Belichtungszeiten (Rot: 299,7 ms; 
Phasenkontrast: 14,3 - 19,5 ms). Sowohl frisch angesetzte als auch gebrauchsfertige 
Formaldehydlösungen bewirken kein bzw. ein zu vernachlässigendes Auswaschen von AcLDL. Im 
Gegensatz dazu ist das fluoreszenzmarkierte AcLDL nach Fixierung mit Methanol fast nicht mehr zu 
detektieren. Maßstabsbalken: 200 µm. 



Ergebnisse 
 

 43 

Die übrigen Ergebnisse der unter 4.8.2 aufgeführten Untersuchungen sind hier nicht gezeigt, 

da sie entweder in einer unzureichenden Membranpermeabilisierung, Auslöschung des LDL-

Signals oder kompletten Zerstörung der Proben resultierten. Eine immunzytochemische 

Färbung intrazellulärer Antigene, wie dem α-Aktin, ist ohne Zellpermeabilisierung nicht 

möglich. Nach aktuellem Kenntnisstand gibt es keine Methode, um die Membran suffizient zu 

permeabilisieren und gleichzeitig das intrazelluläre AcLDL-Signal zu erhalten. 

Aus diesem Grund wurden die weiteren Experimente unter Verwendung von glatten GMZ 

einer GFP-Maus durchgeführt. Auf eine Immunzytochemie wurde verzichtet und die Proben 

sind lediglich, wie zuvor beschrieben, für 10 min mit Formaldehydlösung (4 %) fixiert und mit 

DAPI gefärbt worden. Zwar zeigte sich auch hier ein inhomogenes GFP-Expressionsmuster, 

doch konnten die glatten GMZ im Vergleich zu humanen Makrophagen zweifelsfrei anhand 

der phänotypisch stark unterschiedlichen Zellkerne identifiziert werden. 

 

5.1.2. Autofluoreszenz humaner glatter Gefäßmuskelzellen 
 
Die ersten Vorexperimente wurden mit humanen glatten GMZ durchgeführt. Diese mussten 

im weiteren Verlauf durch murine GMZ ersetzt werden. Verantwortlich dafür war neben 

Schwierigkeiten bei der Membranpermeabilisierung bzw. Immunzytochemie (siehe 5.1.1) 

und bei der automatischen Differenzierung zwischen humanen GMZ und MP vor allem ein 

erhöhtes Auftreten von Autofluoreszenz. 

Abbildung 5 zeigt humane glatte GMZ, welche nach MMC-Behandlung 8 Monate in Kultur 

gehalten und anschließend ohne Färbung oder Fixierung untersucht wurden. Betrachtet 

man die Farbkanäle einzeln, so könnte man von einem membran- oder 

zytoplasmaspezifischen Fluoreszenzsignal ausgehen. Auffällig ist jedoch, dass sich ein 

homogenes Muster findet, welches man zumindest mit Blick auf spezifisch lokalisierte 

Zielproteine (z. B. Aktinskelett) nicht erwarten würde. Weiterhin ist die Tatsache, dass man in 

sämtlichen Kanälen ein mehr oder minder stark ausgeprägtes Fluoreszenzsignal detektiert, 

geradezu typisch für Autofluoreszenz. Durch den Einsatz spezieller optischer Filter, die 

Auswahl geeigneter Fluorochrome und einen großen Helligkeitsunterschied zwischen der 

spezifischen Färbung und unspezifischer Autofluoreszenz (sogenanntes signal-to-noise 

ratio), wird Letztere in der Regel nicht zum Problem. Schließlich lässt sich die Eigenschaft 

der Farbaddition auch nutzen, um auf simple Art und Weise zwischen spezifischer und 

unspezifischer Fluoreszenz zu unterscheiden. Legt man einzelne Farbkanäle übereinander, 

so entstehen gemäß der Dreifarbentheorie von Thomas Young und Hermann von Helmholtz 

aus den Farben Rot, Grün und Blau nunmehr Gelb, Cyan und Magenta bzw. Weiß. Dies 

wurde häufig bei der manuellen Nachkontrolle der mit dem CellProfiler segmentierten Daten 

genutzt. Die Ergebnisse legen nahe, dass Autofluoreszenz in postmitotischen Zellen stark 
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von der Inkubationsdauer der Zellkulturen und damit der Menge kumulierender 

autofluoreszierender Substanzen abhängt, wie auch Untersuchungen zum Alterspigment 

Lipofuszin zeigen.119 Nichtsdestotrotz wurde bereits in Abbildung 3 demonstriert, dass die 

Autofluoreszenz humaner glatter GMZ schon nach kurzer Kulturdauer ein Problem darstellen 

kann. Humane glatte GMZ sind daher nur eingeschränkt für Langzeituntersuchungen mit 

dem Fluoreszenzmikroskop geeignet. 

 

 
 
Abbildung 5: Native Aufnahmen zur Demonstration von Autofluoreszenz 
Die humanen glatten GMZ wurden mit MMC behandelt und 8 Monate kultiviert. Die Aufnahmen 
erfolgten an lebenden Zellen in PBS ohne Färbung oder Fixierung mit gleichen Einstellungen und 
Belichtungszeiten (Blau: 427,9 ms; Grün: 677,0 ms; Rot: 553,6 ms; Phasenkontrast: 71,6 ms). Die 
Einzelkanäle sowie übereinander gelegten Mehrkanalbilder sind mit dem jeweiligen Kanalnamen 
bezeichnet (PH Phasenkontrast; B Blau, R Rot, G Grün) Auffällig ist die homogene Autofluoreszenz in 
allen 3 Kanälen, die sich im gesamten Zytoplasma aller 5 Zellen findet. Beim Zusammenlegen 
mehrerer Kanäle addieren sich Rot, Grün und Blau zu neuen Farben, wodurch unter Umständen 
zwischen spezifischem Fluoreszenzsignal und Autofluoreszenz unterschieden werden kann. 
Maßstabsbalken: 200 µm. 
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5.1.3. Differenzierung zwischen glatten Gefäßmuskelzellen der 
Maus und Makrophagen anhand der Zellkernmorphologie 

 
Aufgrund der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen methodischen Schwierigkeiten 

wurde die Differenzierung zwischen GMZ der Maus und humanen MP ausschließlich anhand 

der Kernmorphologie durchgeführt. Die Diagramme in Abbildung 6 zeigen deutlich die 

Größenunterschiede der Nuklei beider Zelltypen auf. Obwohl sich auch hierbei keine 

gänzlich fehlerfreie Differenzierung erreichen lässt, ist die Fehlerquote insgesamt doch zu 

vernachlässigen. Voraussetzung dafür ist jedoch, dass die murinen glatten GMZ adäquat mit 

MMC behandelt werden, die Zelldichte nicht zu hoch gewählt wird und eine ausreichende 

Kulturdauer gewährleistet ist (siehe Abbildung 7). Für kurzfristige Beobachtungen ist die 

Methode daher nicht geeignet. Letzteres stellt mit Blick auf die Fragestellung jedoch kein 

Problem dar, da es sich bei dem lysosomalen LDL-Transfer von MP auf glatte GMZ um 

einen langfristigen Effekt mit direkter Proportionalität zur Kulturdauer handelt.26 

 
 
Abbildung 6: Darstellung der Kerngrößen von MP und glatten GMZ der GFP-Maus 
Zur Quantifizierung der phänotypischen Unterschiede zwischen Zellkernen von MP und glatten GMZ 
wurden je 200 Testbilder mit ausschließlich einem Zelltyp mit Hilfe von ImageJ ausgewertet. 
Dargestellt sind Objekte mit einer Fläche von 90 µm2 bis 2000 µm2. (A) Relative Verteilung innerhalb 
beider Gruppen. Die Klasse mit der höchsten Anzahl an Objekten wurde 1 gesetzt. Der mit dem Pfeil 
markierte peak bei den GMZ entspricht nicht etwa kleinen Nuklei, sondern Artefakten und bei dem 
thresholding mit ImageJ entstandenen Kleinstobjekten, welche eigentlich Teil eines größeren 
Zellkerns sind. Bei der verwendeten CellProfiler pipeline wurde dieses Problem dadurch gelöst, dass 
zu kleine Objekte entweder mit größeren Objekten automatisch zusammengefügt (CP Modul 4) oder 
nach erfolgter Messung aufgrund der zu geringen Intensität entfernt wurden (CP Module 10 und 11). 
(B) Absolute Verteilung. MP-Zellkerne sind phänotypisch weitestgehend identisch und von geringer 
Fläche, wohingegen glatte GMZ-Nuklei in der Regel deutlich größer werden, dabei aber auch 
ausgeprägtere Größenunterschiede aufweisen. Die Diagramme zeigen deutlich, dass sich die 
kleineren MP und größeren glatten GMZ sehr gut anhand der Kerngröße unterscheiden lassen. 
Makrophagen: gezählte Kerne = 3756; Mittelwert = 147,8 µm2; Standardabweichung = ±76,8 µm2 
Glatte GMZ: gezählte Kerne = 4519; Mittelwert = 755,8 µm2; Standardabweichung = ±390,0 µm2 
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Abbildung 7: Auswirkung von Mitomycin C auf die Kernmorphologie glatter GMZ 
Die glatten GMZ der GFP-Maus wurden mit MMC in Standardkonzentration (2 µg/ml für 90 min) 
behandelt um deren Proliferation zu unterdrücken und für 2 Wochen kultiviert. Beide Aufnahmen 
stammen aus benachbarten Regionen der gleichen Probe. Wie sich herausstellte, war das 
verwendete MMC bereits mehrere Jahre alt und die Aktivität entsprechend herabgesetzt. Bei gleicher 
Konzentration konnte durch die Verlängerung der Inkubationsdauer auf 4 Stunden bzw. die 
Verwendung von frischem MMC wieder eine adäquate Wirkung erzielt werden. Das eigentliche 
Augenmerk liegt hierbei auf den phänotypischen Unterschieden zwischen den Zellkernen, welche 
nicht auf unterschiedlicher Herkunft oder Behandlung der Zellen, sondern ausschließlich auf einem 
Größenwachstum beruht. (A) Nach Stoppen der Zellproliferation unterliegen die glatten GMZ einem 
starken Wachstumsprozess. Die Kerne nehmen teilweise um ein Vielfaches an Größe zu und verlieren 
durch die Verteilung des Chromatins an Intensität. (B) Einzelne Zellklone wurden durch das MMC 
nicht beeinflusst. Neben großen, sich nicht mehr teilenden GMZ findet man eine Vielzahl von Zellen 
mit kleinen, hellen Nuklei, die stark proliferieren. Eine sichere Unterscheidung zwischen Makrophagen 
und glatten GMZ, die lediglich auf der Größe der Zellkerne basiert, ist daher nur nach adäquater 
Behandlung mit MMC möglich. Linke Spalte: DAPI. Rechte Spalte: Phasenkontrast. 
Maßstabsbalken: 200 µm 
 
 

5.2. CellProfiler 

5.2.1. Automatische Segmentierung glatter Gefäßmuskelzellen und 
Makrophagen 

 
Ausgehend von der Erkenntnis, dass sich humane glatte GMZ nur eingeschränkt für den 

beschriebenen Versuchsaufbau eignen, MMC-behandelte glatte GMZ der Maus jedoch sehr 

sicher anhand der Kernmorphologie von Makrophagen unterschieden werden können, 

wurden Kontrollexperimente durchgeführt, um zu zeigen, dass auch eine automatische 

Segmentierung mittels CP möglich ist. Hierzu wurden Monokulturen von GMZ bzw. MP 

angelegt und unter den gleichen Bedingungen wie in den Kokultur-Experimenten behandelt, 

was die Isolation, Zelldichte, Kulturdauer, Kulturbedingungen, Fixierung, Färbung und 
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Generierung der Bilddaten anbelangt. Anschließend erfolgte die Auswertung mit der CP 

pipeline.  

Je 200 Testbilder mit insgesamt circa 5100 GMZ bzw. 4100 MP wurden mit verschiedenen 

Schwellenwerten berechnet. Der Effekt auf das Ergebnis der Kernsegmentierung ist in 

Abbildung 8 dargestellt. Abbildung 9 zeigt, dass mit der Kernsegmentierung bis zu 97 % der 

glatten Gefäßmuskelzellkerne korrekt erkannt werden. Ein durch Sauerstoffmangel bedingter 

signifikanter Unterschied wurde nicht beobachtet, sodass die CP pipeline bedenkenlos für 

die Normoxie/Hypoxie-Experimente eingesetzt werden konnte. 

 

 
 
Abbildung 8: Fehlerquoten bei der Segmentierung von Zellkernen in Abhängigkeit vom 
relativen Schwellenwert 
Je 200 Bilder, die entweder nur humane MP oder glatte GMZ der GFP-Maus enthielten, wurden unter 
Verwendung verschiedener Schwellenwerte mit der CP pipeline zur Kernerkennung ausgewertet und 
die Fehlerquote errechnet (MP als GMZ erkannt und umgekehrt). Mit steigendem Schwellenwert 
werden MP immer sicherer erkannt, weil diese durch ein strengeres thresholding zuverlässiger 
getrennt werden. Im Gegensatz dazu nimmt die Fehlerquote bei der Segmentierung von GMZ mit 
steigendem Schwellenwert zu, weil die Objekte (GMZ-Zellkerne) nicht mehr komplett detektiert 
werden, sondern aufgrund der geringeren Signaldichte zunehmend in ihrer Fläche unterschätzt 
werden, bis sie nach Segmentierung der Größe von MP entsprechen. Eine fehlerfreie Segmentierung 
ist nicht zu erreichen, jedoch kann durch passendes Setzen des Schwellenwertes der systematische 
Fehler auf ein akzeptables Niveau minimiert werden. Anhand der dargestellten Raten fehlerhaft 
segmentierter Kerne würde man sich für einen relativen Schwellenwert zwischen 0,15 und 0,17 
entscheiden. Die Entscheidung für einen Wert ist auch davon abhängig, ob die Favorisierung eines 
Zelltyps sinnvoll bzw. wünschenswert ist (z. B. die bestmögliche Detektion von glatten GMZ auf 
Kosten von mehr fehlerhaften MP).  
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Abbildung 9: Erfolgsquoten der Kernsegmentierung anhand von Kontrollexperimenten 
14 Proben mit je 600 Bildern (6 GMZ, 8 MP; je zur Hälfte unter normoxischen bzw. hypoxischen 
Bedingungen; insgesamt circa 138000 Zellen), die nur MP oder glatte GMZ der GFP-Maus enthielten, 
wurden mit einem relativen Schwellenwert von 0,16 anhand der CP pipeline ausgewertet und die 
Anzahl der korrekt segmentierten Zellkerne bestimmt. Die Erkennung von glatten GMZ funktioniert 
zwar signifikant besser als bei MP (p = 0,0008, ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) doch ist diese 
mit ebenfalls deutlich mehr als 90 % immer noch zufriedenstellend und bei der späteren Auswertung 
auch nicht von großer Bedeutung. Vermeintliche AcLDL-positive GMZ, welche in Wirklichkeit falsch 
erkannte MP darstellen, würden bei der manuelle Nachkontrolle entfernt werden.  
 
 

5.2.2. Detektion AcLDL-positiver glatter Gefäßmuskelzellen und 
manuelle Nachkontrolle 

 
Mit der CP pipeline wurden nach manueller Binärisierung MP und GMZ aufgrund der 

Zellkernmorphologie unterschieden. Über verschiedene Filterschritte wurden jene GMZ 

detektiert, welche intrazelluläres AcLDL enthielten und die entsprechenden Aufnahme unter 

Hervorhebung bestimmter Merkmale als RBG-Bild zur manuellen Nachkontrolle exportiert. 

Die beschriebene pipeline ist geeignet, um anhand einer Vielzahl von Aufnahmen relativ 

sicher AcLDL-positive GMZ zu erkennen. Die falsch positiven Ergebnisse können durch 

manuelle Nachkontrolle effektiv eliminiert werden.  

Tabelle 6 zeigt die Zusammenfassung des Normoxie/Hypoxie-Hauptexperimentes 

hinsichtlich Qualität und Quantität auf. Insgesamt wurde etwa eine halbe Million Zellen 

ausgewertet, wobei das Verhältnis von 1:1 zwischen GMZ und MP über die Dauer der 

Experimente hinweg aufrechterhalten werden konnte. Es wurden insgesamt neun 

unabhängige Experimente durchgeführt (siehe 5.3). Im Mittel wurden je Probe 14856 GMZ 
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und 14297 MP gezählt. Von den initial 10554 AcLDL-positiven GMZ wurden in der manuellen 

Nachkontrolle 6578 als korrekt akzeptiert, was einem Anteil von 61,3 % entspricht. 

 

 detektierte 
GMZ 

detektierte 
MP 

vorgeschlagene 
events 

akzeptierte 
events 

akzeptierte 
events in % 

Summe 267409 257348 10554 6578  

Mittelwert 14856,1 14297,1 586,3 365,4 61,3 % 

SEM 1090,7 891,4 88,2 61,5 1,6 % 
 
Tabelle 6: Synopse des Hauptexperimentes hinsichtlich Qualität und Quantität 
Der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) entspricht 7 % der mittleren Gesamtzellzahl. Die geringe 
Streuung (45,8 % bis 70,5 %, SEM 1,6 %) spricht für eine hohe Zuverlässigkeit der Methode. 
 
 
Ausgehend von drei Fluoreszenzkanälen und dem Phasenkontrast wurden allein während 

der Normoxie/Hypoxie-Experimente knapp 100000 Einzelbilder generiert. Eine manuelle 

Auswertung in diesen Dimensionen wäre weder praktikabel noch zielführend. Nach 

Vorauswertung anhand der CP pipeline mussten noch etwa 3,9 % aller GMZ (10554 von 

267409) hinsichtlich ihres AcLDL-Gehaltes manuell evaluiert werden. Auch wenn es sich 

hierbei immer noch um mehrere tausend Bilder handelte, so ist die Arbeitserleichterung doch 

enorm. Da das vom CP ausgegebene RGB-Bild hinsichtlich Farbsättigung bzw. Gewichtung 

einzelner Kanäle sowie durch das Hinzufügen von outlines weitaus schneller und einfacher 

auszuwerten war als die unbearbeiteten Aufnahmen, konnte der Prozess der manuellen 

Nachkontrolle weiter optimiert werden. Einen wichtigen Aspekt stellte außerdem das 

anfallende Datenvolumen dar. Die primär generierten ZVI-Dateien hatten eine Größe von 

11,1 MB, die TIFF-Exporte immerhin noch 5,5 MB. Mit den 4,1 MB des finalen RGB-Bildes 

wurde eine Datenreduktion um 63 % erreicht. 

Durch die Kombination aus semiautomatischer Auswertung und manueller Nachkontrolle 

wurde ein höchstmögliches Maß an Objektivität und Effizienz erreicht und gleichzeitig 

gewährleistet, dass trotz der Komplexität der Aufnahmen und verhältnismäßig seltener 

Ereignisse möglichst wenige AcLDL-positive GMZ übersehen wurden. Die Aussagekraft der 

erhobenen Daten übertrifft solche, die ausschließlich durch manuelles und damit 

fehleranfälligeres Auszählen kleinerer Bildausschnitte erhoben wurden, bei weitem. 
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5.3. Nachweis des Transports Lipid-geladener Lysosomen aus 
Makrophagen in glatte Gefäßmuskelzellen unter Hypoxie 

 
Anhand von 9 gepaarten Proben wurde der von Weinert et al. beschriebene Transport von 

Lipid-geladenen Lysosomen aus MP in glatte GMZ auch unter hypoxischen Bedingungen 

untersucht (Abbildung 10). Die Kokulturen aus humanen MP und glatten GMZ der GFP-

Maus wurden 10 Tage entweder unter Hypoxie oder Normoxie kultiviert und anschließend 

fixiert und gefärbt. Die Auswertung erfolgte anhand der beschriebenen CP pipeline mit 

manueller Nachkontrolle. 

Es konnte gezeigt werden, dass der LDL-Transfer von MP auf glatte GMZ auch unter 

hypoxischen Bedingungen stattfindet. Ein signifikanter Unterschied zwischen den unter 

Normoxie bzw. Hypoxie kultivierten Proben konnte nicht nachgewiesen werden. 

 
 
Abbildung 10: Ergebnisse der Untersuchungen zum LDL-Transfer von MP auf glatte GMZ 
Das Diagramm zeigt den Anteil AcLDL-positiver glatter GMZ nach Inkubation unter hypoxischen oder 
normoxischen Bedingungen (Mittelwert ± SEM sowie Einzelwerte der Experimente; N = 9). Es zeigt 
sich, dass auch unter Hypoxie ein LDL-Transfer von Makrophagen auf glatte GMZ stattfindet. Ein 
signifikanter Unterschied der Transferrate im Vergleich zur Normoxiekontrolle findet sich nicht 
(p = 0,20). Die Auswertung erfolgte mittels gepaartem t-Test. 
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6. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der von Weinert et al. beschriebene 

LDL-Transfer von MP auf glatte GMZ in vitro unabhängig von normoxischen oder 

hypoxischen Bedingungen stattfindet. Eine Untersuchung der Fragestellung mit 

konventioneller Immunzytochemie und etablierten Protokollen erschien nicht möglich, da sich 

die Methoden zur Permeabilisierung der Zellmembran zu sehr auf das intrazelluläre AcLDL-

Signal auswirkten und die erhebliche Autofluoreszenz insbesondere humaner glatter GMZ 

Langzeituntersuchungen erschwerte. Aus diesem Grund wurde eine high-content Methodik 

entwickelt, welche ohne vorherige immunzytochemische Färbungen auskommt, sich des 

open-source-Programmes CellProfiler bedient und auch in Laboren mit einfacher 

Ausstattung implementiert werden kann. Mit der beschriebenen CP pipeline erfolgte die 

Differenzierung der einzelnen Zelltypen anhand unterschiedlicher Zellkerngrößen und eine 

sichere Detektion AcLDL-positiver glatter GMZ. Eine Optimierung der Ergebnisse gelang 

durch die Kombination automatischer Verfahren zur Bildverarbeitung und manueller 

Nachkontrolle. Die einzelnen Schritte zur Etablierung der Methodik und das zentrale 

Experiment werden im Folgenden einzeln diskutiert. 

 

6.1. Zellmembranpermeabilisierung 
 
Eine immunzytochemische Färbung intrazellulärer Proteine ohne Zellmembran-

permeabilisierung ist nicht möglich. Wie unter 5.1.1 gezeigt, gibt es nach aktuellem 

Kenntnisstand keine Methode, um Zellmembranen zu permeabilisieren und gleichzeitig das 

intrazelluläre AcLDL-Signal zu erhalten. Auch wenn dieses Problem im konkreten Fall durch 

Verzicht auf eine Immunzytochemie umgangen werden konnte, besteht prinzipiell Bedarf für 

eine Methode, welche beide Kriterien erfüllt. 

Physikalische Methoden könnten hierbei der chemischen Permeabilisierung überlegen sein. 

Seit längerem werden bereits Ultraschallwellen oder kurze elektrische Impulse für diese 

Zwecke eingesetzt, zum Beispiel um Nukleinsäuren zu transfizieren.172,173 Darüber hinaus 

gibt es Untersuchungen mit 70 kDa FITC-Dextran-Molekülen, die durch Anwendung von 

Ultraschall in die Zelle diffundierten,174 oder mit 1,5 kDa Bleomycin, welches nach Applikation 

von Strom in die Zelle gelangt.175 Mittlerweile kommen zudem laserbasierte Methoden zum 

Einsatz.176,177 Bei all diesen physikalischen Methoden bilden sich kurzzeitig kleine Poren aus, 

durch welche jedoch selbst einzelne Antikörper aufgrund ihrer Größe von etwa 150 kDa nicht 

diffundieren können. Außerdem muss beachtet werden, dass alle physikalischen 

Maßnahmen die Proben über die gewünschte Permeabilisierung hinaus potentiell verändern 

könnten. Dies gilt sowohl für den verwendeten AK als auch für das Epitop, das er erkennt. 
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Mit Blick auf die Verwendung von Lasern ist neben deren vergleichsweise hohen Preis und 

etwaigen technischen Herausforderungen in der Wartung vor allem zu beachten, dass sie 

mitunter eine Verminderung des Fluoreszenzsignals durch Photobleaching bewirken. 

Eine Alternative könnten Porenbildner wie die Antimykotika Amphotericin B und Nystatin 

darstellen. Über die Interaktion mit Ergosterin (aber auch Cholesterin) werden 

Membranporen geformt, durch welche es zu Störungen im Wasser- und Elektrolythaushalt 

von Zellen kommt. Im Fall von Amphotericin B beträgt die Porengröße lediglich 0,8 nm und 

ist damit zu klein für AK, deren Größe im Nanometerbereich liegt.178-180 Ein ähnlicher 

Mechanismus wurde für Phytosphingosin beschrieben. Durch die gebildeten Poren sollen 

immerhin Proteine von 10 bis 80 kDa diffundieren können181, was jedoch immer noch nicht 

ausreichend für die Passage kompletter Antikörper ist. Zudem müsste die Übertragbarkeit 

dieser Ergebnisse von Pilzen auf Säugetierzellen untersucht werden. 

Anstatt eine Vergrößerung der Membranporen anzustreben, ist der Einsatz kleinerer tracer in 

Kombination mit den etablierten Verfahren ernsthaft zu erwägen. Aptamere182 und 

Nanobodies183 könnten dieses Zweck erfüllen und sind mit 13 bis 36 kDa um ein Vielfaches 

kleiner als komplette AK. Derartige tracer wurden bereits erfolgreich zur Markierung 

spezifischer Strukturen eingesetzt,183-185 allerdings ist ihre Verfügbarkeit noch sehr begrenzt. 

 

6.2. Autofluoreszenz 
 
Autofluoreszenz stellt prinzipiell immer einen Störfaktor in der Fluoreszenzmikroskopie 

dar.122,124 Wie unter 5.1.2 gezeigt werden konnte, sind humane glatte GMZ aufgrund starker 

Autofluoreszenz nur eingeschränkt für die beschriebenen Langzeituntersuchungen mit dem 

Fluoreszenzmikroskop geeignet. Im Vergleich zu murinen glatten GMZ weisen sie eine 

deutlich langsamere Teilungsrate auf, sodass in den humanen Zellen vermutlich mehr 

autofluoreszierende Moleküle kumulieren können. 

Es gibt diverse Möglichkeiten, Autofluoreszenz zu umgehen oder abzuschwächen,122,124-131 

aber wie im beschriebenen Versuchsaufbau ist dies nicht immer umsetzbar. In der 

vorgelegten Studie ist vor allem versucht worden, durch Optimierung der Fixierungs- und 

Permeabilisierungsprotokolle eine bessere Verfügbarkeit der Epitope für die AK zu erreichen. 

Darüber hinaus ist auch das chemische quenching durch Natriumborhydrid getestet worden, 

zeigte aber ebenfalls keine Erfolge (Daten nicht gezeigt).122,127 Ein Ausweichen auf 

aldehydfreie Fixationslösungen ist prinzipiell ebenfalls möglich, birgt jedoch die Gefahr, dass 

die Proben anderweitig verändert oder gar unbrauchbar werden, wie anhand von Methanol 

gezeigt wurde. Photobleaching kam wiederum nicht in Frage, da das zu detektierende 

Fluorochrom (AcLDL) bereits lange Zeit vor der Fixation in die Proben gegeben wurde und 

so ebenfalls an Intensität verloren hätte.129 In der Fluoreszenzmikroskopie kamen geeignete 
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Filter zum Einsatz, sodass hier nur ein geringes Optimierungspotential liegt. Ein Wechseln 

auf Zellen, welche weniger oder keine extrazellulären Matrixproteine synthetisieren, war 

aufgrund der Fragestellung nicht möglich. 

Selbst wenn eine Bildgenerierung ohne Autofluoreszenz nicht möglich ist, besteht dennoch 

die Option sich diese nutzbar zu machen. So ist eine Differenzierung zwischen spezifischem 

und unspezifischem Signal anhand der Verteilung in verschiedenen Fluoreszenzkanälen 

möglich. Dies kam bei der manuellen Nachkontrolle der mit dem CP segmentierten Daten 

zur Anwendung (siehe Abbildung 5 und Abbildung 11). Hier wäre auch eine 

Weiterentwicklung des Konzeptes für automatische Applikationen denkbar. So könnte 

Autofluoreszenz im Rahmen der Bildverarbeitung durch Subtraktion von Signalen eliminiert 

oder wenigstens verringert werden, welche in mehreren Kanälen überlappend auftreten. Dies 

würde jedoch voraussetzen, dass es keine relevante natürliche Kolokalisation der 

untersuchten Strukturen gibt. 

 

6.3. Halbautomatische Bildsegmentierung mit der open-source-
Software CellProfiler  

 
Die Auswertung von Bilddaten nimmt eine zentrale Rolle in der Klinik, medizinisch-

biologischen Forschung und vielen anderen Fachbereichen ein. Erste Ansätze zur 

Generierung größerer Datenmengen und deren halbautomatischen Analyse finden sich 

bereits Mitte bis Ende der 1980er Jahre.186-188 Doch erst die zunehmende Digitalisierung 

eröffnete eine Vielzahl neuer Möglichkeiten. Automatisierung in der Forschung, 

insbesondere bei Pipettier-Robotern, in der Zellkultur und der Mikroskopie, ermöglicht die 

Untersuchung immer größerer Probenmengen in kürzeren Zeitabschnitten.165,189-191 

Gleichzeitig werden die erhobenen Daten stetig komplexer. Durch eine wachsende Anzahl 

möglicher Fluorochrome, monoklonaler Antikörper und organellspezifischer Farbstoffe 

können umfangreiche Mehrkanalaufnahmen angefertigt und komplizierte Sachverhalte 

untersucht werden.192,193 

Diese komplexeren Bilddaten gehen jedoch mit einem erhöhten Aufwand bei der Auswertung 

einher. Während die Bearbeitung einfacher Probleme durchaus mit Standardanwendungen 

wie zum Beispiel ImageJ möglich ist, sind high-content Analysen, also die Generierung und 

Auswertung großer Datenmengen, mit solchen Programmen kaum noch ökonomisch 

realisierbar. So ist eine einfache Zellkernzählung und nachfolgende Differenzierung in 

Makrophagen und glatte Gefäßmuskelzellen, wie sie im Rahmen der beschriebenen 

Experimente vorgenommen worden ist, mit ImageJ zwar durchaus umsetzbar gewesen. Die 

sichere Detektion der seltenen AcLDL-positiven GMZ in Kokultur mit einer Vielzahl AcLDL-
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positiver MP stellt jedoch einen allzu komplexen Sachverhalt dar, der in ImageJ bestenfalls 

mit erheblichem Programmieraufwand zu lösen gewesen wäre. 

Hier kommen die Möglichkeiten einer automatischen Bildsegmentierung zum Tragen. Die 

Vorteile gegenüber dem manuellen Auswerten von Bilddaten sind vielschichtig. Zum einen 

kann ein enormes Datenvolumen schneller und einfacher bearbeitet werden. Dies ermöglicht 

die Generierung von Daten in bereits vielfach eingesetzten high-content Analysen, welche 

wiederum in schnelleren Ergebnissen resultieren. Diese haben zudem eine hohe Objektivität 

und Reproduzierbarkeit. Es kommt zu einer großen Arbeitserleichterung für den 

Untersucher. Aufgrund der rapide fortschreitenden Entwicklung von Software sowie immer 

leistungsfähigerer und günstigerer Hardware-Komponenten ist der technische Aufwand 

selbst für kleinere Forschungseinrichtungen überschaubar. Daraus ergeben sich eine 

Vielzahl neuer Anwendungsbereiche. Einige Beispiele für praktische Anwendungen 

automatischer Bildanalysen finden sich in der Auswertung von Kometenassays,194 

Medikamentenscreening im Rahmen von Chlamydieninfektionen195 oder an Caenorhabditis 

elegans Modellen,196 RNA Interferenzscreening,197 Untersuchungen von Mikrogefäßen in 

Tumorgewebe198 oder Untersuchungen zur Chemotaxis an neutrophilen Granulozyten.199 

Nachteile ergeben sich hier vor allem durch die initial notwendigen Investitionen. Neben der 

Anschaffung kompatibler Technik, wie automatischer Mikroskoptische, Speicher- und ggf. 

Übertragungskapazitäten für das erhöhte Datenvolumen und passender Software, muss der 

entsprechende Algorithmus zur Datenverarbeitung entwickelt und validiert werden. 

Kostenfreie und benutzerfreundliche open-source-Programme mit vordefinierten 

Bildverarbeitungsprogrammen, wie der CP, bieten sich hier an. Ein weiterer Nachteil ist das 

potentielle Auftreten systematischer Fehler, welche nicht erkannt oder durch fehlende 

Interventionsmöglichkeiten nicht korrigiert werden können. Einfache Abläufe zur 

Bildsegmentierung und Analyse funktionieren lediglich anhand vorher definierter Parameter. 

Sind diese falsch gewählt, ist auch das Ergebnis potentiell fehlerbehaftet. Abhilfe kann das 

Ausnutzen des machine learning, einer Art künstlichen Intelligenz, schaffen. Ein populäres 

Beispiel dafür ist der CellProfiler Analyst.200 Hierbei „lernt“ das Programm anhand manuell 

gewählter Beispielbilder mit Hilfe von Iteration bzw. „Trainieren“ durch den Untersucher 

verschiedene Phänotypen zu erkennen, zuzuordnen und neue Eigenschaften zu entdecken. 

Es ist daher insbesondere zur Exploration multidimensionaler Bilddaten aus high-content 

Experimenten geeignet. 

Gründe für die Nutzung des CellProfilers zur Auswertung der erhobenen Daten waren zum 

einen die Anwenderfreundlichkeit und zum anderen die Verfügbarkeit als open-source-

Projekt.169 Open-source-Software bezeichnet Programme, deren Quelltexte unter 

bestimmten Nutzungsvereinbarungen frei einsehbar und editierbar sind. Sie ist häufig 

robuster, d. h. weniger fehleranfällig, und kosteneffizienter als kommerziell erhältliche 
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Produkte und findet daher auch in medizinischen Fragestellungen eine immer breitere 

Anwendung.201 Dies liegt vor allem an der Vielzahl von Anwendern (community), welche die 

Programme weiterentwickeln, individualisieren und durch die regelmäßige Anwendung 

validieren sowie Fehler korrigieren. Kommerzielle Bildverarbeitungssysteme und 

Komplettlösungen haben zwar den Vorteil, dass diese in der Regel einfach für simple 

Fragestellungen zu nutzen sind und es innerhalb solcher „out of the box“-Lösungen zu 

keinen Kompatibilitätsproblemen kommen sollte. Jedoch ist es dem Anwender unmöglich, 

einzelne Teile kostengünstig zu erweitern oder die Software für die eigenen Bedürfnisse zu 

individualisieren. Dies führt dazu, dass neue Bildgebungsverfahren langsamer transferiert 

werden.202 Aufgrund des kontinuierlichen peer review durch die community findet eine 

natürliche Selektion und stetige Qualitätskontrolle statt. Bestehende Module werden 

regelmäßig aktualisiert, fehlerhafte und untaugliche Programme setzen sich nicht durch.201 

Lizenzgebühren entfallen und die Programmierer handeln in der Regel aus genuinem 

Interesse, wodurch es zu einer enormen Kostenersparnis kommt.  

Die freie Verfügbarkeit ermöglicht den Nutzern, die Programme nach eigenen Bedürfnissen 

weiterzuentwickeln und die Ergebnisse mit anderen zu teilen. Die community bietet hierbei 

Feedback und Unterstützung, z. B. in Onlineforen. Gerade open-source-Programme wie 

ImageJ, Fiji und der CP bieten eine Vielzahl an Modulen oder plug-ins, welche von 

Anwendern für spezifische Probleme erstellt wurden. Die Eigeninitiative wird hierbei explizit 

gefördert. Kommerzielle Hersteller können in der Gesamtheit nie alle Fragestellungen 

erfassen, an denen die wissenschaftliche Gemeinschaft arbeitet. Selbst der Versuch 

resultiert bestenfalls in einem verspäteten Erscheinen benötigter Software-Lösungen.201 

Open-source-Software kann sich aufgrund der genannten Vorteile hingegen viel schneller 

weiterentwickeln und somit die Bedürfnisse der Anwender besser befriedigen. Diese 

Eigenschaften machen den CP und andere open-source-Software insbesondere für den 

Einsatz in kleineren Laboren ohne große technische Ausstattung oder eigene 

Softwareentwickler attraktiv. Die Verbreitung von open-source-Software in der Medizin 

beschränkt sich jedoch nicht auf wissenschaftliche Fragestellungen. So findet sich ein enorm 

breites Anwendungsspektrum in klinischen Bereichen, wie Bildverarbeitung in der Radiologie 

und Nuklearmedizin203, elektronischen Patientenakten204, Registern205 oder einem 

elektronischen Unterstützungsprogramm zur Dosisfindung bei insulinpflichtigen 

Diabetikern.206 

Die genannten Vorteile konnten durch Nutzung des CP im Rahmen dieser Arbeit umgesetzt 

und durch die erworbenen Kompetenzen die reguläre Verwendung des Programms und der 

geschaffenen Methodik in der Arbeitsgruppe fest etabliert werden.  

Zur Untersuchung des LDL-Transfers von MP auf glatte GMZ unter hypoxischen 

Bedingungen mittels high-content Analyse wurde eine eigene CP pipeline entwickelt und 
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validiert. Diese diente der Auswertung tausender fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen im 

Rahmen der bearbeiteten Fragestellungen. Die beschriebene pipeline ist nicht nur in der 

Lage, sicher zwischen GMZ und MP zu unterscheiden, sondern zudem auch jene GMZ zu 

detektieren, welche im Rahmen einer zehntägigen Kokultur Alexa Fluor 594-konjugiertes 

acetyliertes LDL von MP übertragen bekommen haben. Ermöglicht wurde dies trotz der 

fehlenden Möglichkeit einer zufriedenstellenden Immunzytochemie und heterogener GFP-

Expression der murinen glatten GMZ durch eine Beschränkung der Analyse auf den 

perinukleären Bereich, da das AcLDL vor allem im Zytoplasma um den Zellkern der GMZ 

lokalisiert ist. Durch radiale Expansion des detektierten nukleären Areals wurde der zu 

analysierende Bereich definiert. Da dieser in seiner Größe etwa dem perinukleären Raum 

entspricht, konnte die Zelle auf ihren Gehalt an AcLDL evaluiert werden ohne die 

tatsächlichen Zellgrenzen fehlerfrei segmentieren zu müssen. So war auch an 

hochkomplexen mehrdimensionalen Fluoreszenzaufnahmen von Kokulturen eine suffiziente 

Analyse möglich.  

In den durchgeführten Experimenten zeigten sich sowohl für die Kernsegmentierung 

(Abbildung 9) als auch für die Erkennung AcLDL-positiver glatter GMZ (Tabelle 6) 

reproduzierbare Ergebnisse mit geringer Streuung. Gewisse Schwankungen in der Anzahl 

der gezählten Zellen sind methodenbedingt und nicht zu vermeiden, lagen jedoch in einem 

akzeptablen Bereich. Sie kommen vorwiegend durch Ungenauigkeiten beim Auszählen der 

Zellen in der Neubauer-Zählkammer, eine ungleichmäßige Verteilung innerhalb eines Wells 

und zufällig ausgewählte Bildausschnitte zu Stande.  

Die hohe Anzahl an falsch positiven Ergebnissen ist durch relativ großzügige 

Schwellenwertverfahren bedingt und war beabsichtigt, um aufgrund der seltenen events 

möglichst wenige AcLDL-enthaltende GMZ zu übersehen, d. h. falsch negative Ergebnisse 

zu vermeiden. Folglich wurden in der manuellen Nachkontrolle lediglich 61,3 % der 

ursprünglich detektierten events als korrekt akzeptiert (siehe Tabelle 6).  

Durch vollständig automatisierte Bildgenerierung kam es wiederholt zu Aufnahmen, welche 

unscharf waren oder aufgrund von Artefakten eine mangelhafte Qualität aufwiesen. Zu 

letzteren gehörten unter anderem Staub, Lufteinschlüsse im Eindeckmedium und 

unspezifische bzw. Autofluoreszenz. Andere Probleme stellten Über- und 

Untersegmentierung im Rahmen der automatisierten Bildverarbeitung dar. Weiterhin gab es 

Ausschnitte, die sich als zu komplex für eine gänzlich automatisierte Auswertung erwiesen 

haben. Beispiele dafür stellen neben polynukleären Zellen und sehr nah 

beieinanderliegenden Zellkernen auch MP dar, welche sich direkt auf glatten GMZ fanden 

und nicht im Schritt 16 der CP pipeline entfernt wurden. Abbildung 11 zeigt 

Beispielaufnahmen nach Prozessierung durch den CP einschließlich korrekt segmentierter 

Objekte, falschem tresholding und Artefakten. 
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Abbildung 11: Beispielbilder der automatischen Bildsegmentierung mit der entwickelten 
CellProfiler pipeline einschließlich fehlerhaft segmentierter Objekte 
(A) Unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme eines repräsentativen Bildausschnitts mit Darstellung der 
glatten GMZ (GFP, grün), der Zellkerne (DAPI, blau) und des AcLDL (Alexa Fluor 594, rot). 
(B) Identische Aufnahme wie A nach Segmentierung durch den CP als RGB-Bild zur manuellen 
Nachkontrolle. Roter und blauer Kanal wurden verstärkt und die einzelnen Objektumrisse eingefügt. 
Die AcLDL-positive glatte GMZ unten rechts im Bild ist deutlich leichter zu erkennen. (C) Zwei GMZ 
werden als AcLDL-positiv erkannt, da diese dicht beieinanderliegen. Tatsächlich ist nur eine GMZ 
korrekt erkannt worden. In der manuellen Nachkontrolle wird dies korrigiert. (D) Beispiel für eine falsch 
positive GMZ durch unspezifische Fluoreszenz. Das markierte AcLDL-Signal stellt sich nach Addition 
mit dem grünen Kanal als gelb und damit unspezifisch dar. (E) Ein im Eindeckmedium 
eingeschlossenes Luftbläschen verursacht falsch positive Ergebnisse. (F) Verunreinigungen (Staub) 
auf dem Präparat führen zu Artefakten. (G) Durch einen zu niedrig gesetzten Schwellenwert für den 
roten Kanal kommt es zu einer Vielzahl falsch positiver GMZ. (H) Ein zu niedrig gesetzter 
Schwellenwert im blauen Kanal verursacht falsch segmentierte Zellkerne. Viele MP werden als GMZ 
behandelt. Maßstabsbalken: 200 µm. 
 
 
Ein strengeres Setzen der Schwellenwerte, z. B. eine höheres AcLDL-Signal im perinuklären 

Bereich (Schritt 21) oder eine geringere Vergrößerung der glatten Gefäßmuskelzellkerne 

(Schritt 12) hätte zwar eine verminderte Anzahl potentieller events bedeutet, damit die 

manuelle Arbeitslast verringert und die Akzeptanzrate erhöht. Es wäre jedoch wahrscheinlich 

der Anteil nicht detektierter, aber dennoch AcLDL-positiver glatter GMZ gestiegen. Da das 

Interesse nicht auf einer absoluten Zahl, sondern dem relativen Vergleich zweier Konditionen 

lag, stellt dieser systematische Fehler prinzipiell kein großes Problem dar. Doch mit der 

Kombination aus automatischer Bildverarbeitung und manueller Nachkontrolle wurde 

letztendlich ein hohes Maß an Genauigkeit erreicht und die falsch positiven Ergebnissen 

konnten hierdurch effektiv korrigiert werden. 

Aufgrund der geringen Streuung wäre es auch denkbar, gänzlich auf eine manuelle 

Nachkontrolle zu verzichten. Wir hielten diese dennoch für sinnvoll und notwendig. Trotz 

einer Vielzahl an mathematischen Algorithmen, welche zur Bildsegmentierung und Analyse 

entwickelt wurden, stellen insbesondere komplexe Zusammenhänge, sich überlappende 

Strukturen und biologische Aufnahmen im Allgemeinen eine Herausforderung dar.139 

Semiautomatische Verfahren sind daher effizienter und genauer als vollautomatische 

Bildverarbeitung.138 Der einzelne Untersucher ist nicht in der Lage, innerhalb von Minuten bis 

Stunden tausende Aufnahmen zu sichten, alle Objekte zu erkennen bzw. zu klassifizieren, zu 

zählen und bestimmte Merkmale herauszufiltern, wie dies mit einem einfachen Laborrechner 

und der passenden Software möglich gemacht wurde. Doch das menschliche Gehirn in 

seiner Abstrahierungsfähigkeit ist bis dato unübertroffen. Daher liegt es nahe, sich die 

Kombination aus reiner Rechenleistung und menschlichen Diskriminationsfähigkeiten zu 

Nutze zu machen. Hierdurch eröffnen sich vollkommen neue Möglichkeiten in der Analyse 

biomedizinischer und anderer Daten. 
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6.4. Der LDL-Transfer von Makrophagen auf glatte 
Gefäßmuskelzellen 

 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der LDL-Transfer von MP auf glatte 

GMZ in vitro unabhängig von normoxischen oder hypoxischen Bedingungen stattfindet. Es 

ist daher anzunehmen, dass die vorausgegangenen Erkenntnisse von Weinert et al. zum 

LDL-Transport und den phänotypischen Veränderungen betroffener GMZ auch in Bezug auf 

hypoxische Regionen der atherosklerotischen Plaque ihre Gültigkeit behalten. Dies trifft 

insbesondere auf den nekrotischen Kern und seine Randbereiche zu. Dieser Befund stützt 

die Hypothese, dass der untersuchte Mechanismus des LDL-Transfers auf glatte GMZ eine 

wichtige Rolle bei der Schaumzellbildung, Plaquedestabilisierung und Plaqueruptur spielt. 

Ungeklärt bleibt die Frage, welcher genaue Transportmechanismus dem LDL-Transfer 

zugrunde liegt. Beispiele für die interzelluläre Kommunikation, den Austausch von 

Informationen sowie großen und kleinen Moleküle in tierischen bzw. menschlichen Zellen, 

stellen neben endokrinen und parakrinen Mechanismen gap junctions, Exosomen, 

Phagozytose sowie neuronale und immunologische Synapsen207 dar. Eine Beteiligung von 

gap junctions am LDL-Transfer auf glatte GMZ ist praktisch nicht möglich, da diese nur für 

kleine Moleküle mit maximal 1 bis 2 kDa permeabel sind.208 Die Aufnahme mittels 

Phagozytose von Exosomen oder freiem AcLDL wurde bereits von Weinert et al. 

ausgeschlossen.26 Neuronale Synapsen finden sich lediglich im Nervensystem. Eine 

Vermittlung über immunologische Synapsen wäre prinzipiell denkbar, doch werden nach 

gängigem Konzept hierbei lediglich sekretorische Lysosomen freigesetzt, welche nach 

Verschmelzung mit der Zellmembran der gegenüberliegenden Zelle zytotoxische Proteine 

freisetzen. Zur Aufnahme intakter Lysosomen durch die empfangende Zelle kommt es dabei 

nicht.209,210 

Gegenstand aktueller Forschung stellen tunneling nanotubes (TNT) dar, welche 2004 

erstmalig beschrieben wurden.211 Hierbei handelt es sich um röhrenförmige Verbindungen 

zwischen zwei Zellen, welche F-Aktin enthalten, innerhalb weniger Minuten geformt werden 

und über Minuten bis Stunden bestehen können.211,212 TNT bewirken ein temporäres 

Verschmelzen der Zellmembranen und damit transiente zytoplasmatische Kontinuität. TNT 

wurden für diverse Zelllinien und primäre Zellen beschrieben und bilden sich sowohl 

zwischen unterschiedlichen als auch gleichen Zellarten. Sie variieren stark in Durchmesser, 

Länge und Art der transportierten Moleküle.213 So werden in der Literatur Durchmesser 

zwischen 50 und 2000 nm211,214 sowie Längen von wenigen Mikrometern bis 140 µm 

beschrieben.213,215 Es gibt Hinweise für die Beteiligung von TNT in der Embryogenese, 

Immunologie, Geweberegeneration und elektrischen Signaltransduktion.216 So können über 

TNT Vesikel von verschiedenen Organellen einschließlich Endosomen,217,218 

Lysosomen217,219 und Mitochondrien217,220 sowie Bestandteile der Plasmamembran,211 
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Kalziumsignale221 und Pathogene wie Bakterien,217 HIV-Partikel222 und Prionen223 in andere 

Zellen transportiert werden. Im Rahmen der Aktivierung von natürlichen Killerzellen224 und im 

Zusammenhang mit dem Antigenaustausch in dendritischen Zellen225 sind TNT 

wahrscheinlich an der Immunantwort beteiligt. 

Der genaue Entstehungsmechanismus dieser Strukturen ist noch nicht hinreichend 

geklärt.216 Diskutiert wird die Ausbildung von TNT einerseits auf Basis aktin-gesteuerter 

Protrusionen211 oder andererseits zwischen zwei verbundenen, aber sich voneinander 

entfernenden Zellen. Hinweise für den letztgenannten Mechanismus haben sich 

insbesondere in Immunzellen gezeigt.215-217 Herausforderungen bei der Untersuchung von 

TNT ergeben sich aus dem Fehlen spezifischer Marker zur Detektion sowie der hohen 

Fragilität dieser Strukturen gegenüber mechanischer Beanspruchung, Lichtexposition und 

chemischer Fixation.211  

Der Fokus der vorgelegten Studie lag auf dem prinzipiellen Nachweis des untersuchten LDL-

Transfers unter hypoxischen Bedingungen, sodass die Methodik entsprechend gewählt 

worden ist. Die relativ geringe Frequenz des untersuchten LDL-Transfers wie auch die 

geringe mikroskopische Auflösung in dieser Arbeit erklären, warum keine TNT in vitro 

beobachtet wurden.  

Eine weitere, kürzlich beschriebene interzelluläre Verbindung entsteht durch Verschmelzung 

von Pseudopodien in einer murinen, makrophagen-ähnlichen Zelllinie. Diese inter-

pseudopodial axis connections (iPACs) sollen sich in diversen Kriterien von TNT 

unterscheiden und über die Bildung von tunnelartigen Strukturen den Transport sowohl von 

Membranbestandteilen als auch von Partikeln bis zu einem Durchmesser von 0,5 µm 

ermöglichen.226 Allerdings entstehen iPACs nur an Kratzern auf Zellkulturplatten aus 

Kunststoff und bilden sich nicht zwischen anderen untersuchten Zellarten aus. Weitere 

Ergebnisse hierzu bleiben daher abzuwarten.  

Vor dem Hintergrund der bisherigen Erkenntnisse zu den grundsätzlich möglichen 

Übertragungsmechanismen erscheint ein TNT-vermittelter Transport beim Transfer Lipid-

geladener Lysosomen aus MP in glatte GMZ aus den nachfolgend genannten Gründen als 

wahrscheinlich: 

 

1. Die Aufnahme von AcLDL in glatte GMZ über einen endosomalen Phagozytoseweg 

wurde bereits von Weinert et al. ausgeschlossen.26 Da ein Transport über TNT 

unabhängig von der Endosomenbildung funktioniert, käme er prinzipiell in Frage. 

 

2. Die Ausbildung von TNT in Makrophagen wie auch die Übertragung von Lysosomen 

über diese TNT konnte mehrfach gezeigt werden.217,219,227,228 
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3. Beobachtungen an TNT und dem LDL-Transfer von MP auf glatte GMZ zeigen 

sowohl räumliche als auch zeitliche Übereinstimmungen. Anhand von 

Lebendzellmikroskopie konnten Weinert et al. zeigen, dass der Prozess innerhalb 

von Minuten bis wenigen Stunden abläuft.26 

 

4. Andere bereits diskutierte Transportmechanismen sind aufgrund fehlender 

Größenkapazität oder fehlendem Nachweis in den untersuchten Zellarten 

ausgeschlossen oder sehr unwahrscheinlich. 

 

Die Aufschlüsselung des Transportmechanismus birgt ein enormes klinisches Potential. 

Kürzlich konnte in vivo und in vitro ein kausaler Therapieansatz für die Cystinose, eine 

genetisch bedingte lysosomale Speicherkrankheit, demonstriert werden. Cystinosin fungiert 

als Transmembranprotein, welches Cystin aus Lysosomen heraus transportiert. Über einen 

TNT-vermittelten bidirektionalen Transport von Lysosomen zwischen MP und Fibroblasten 

wurden nicht nur Cystin-beladene Lysosomen durch MP abtransportiert, sondern auch 

Cystinosin-defiziente Fibroblasten mit dem Transportprotein versorgt.219 

Ähnliche Mechanismen sind prinzipiell auch im Kontext der Atherosklerose denkbar. Da die 

Atherogenese einen zumindest teilweise reversiblen Vorgang darstellt,44 könnten native MP 

über die Entfernung von LDL direkt aus Schaumzellen und das anschließende Verlassen der 

Plaque ähnlich wie bei der Efferozytose zur Regression der Erkrankung beitragen. 

Umgekehrt kann über die Manipulation von MP und das Ausnutzen von Vesikeln womöglich 

ein zielgerichteter Transport von Medikamenten in den Ort der Entzündung erreicht werden, 

wobei die Anwendung nicht auf die Atherosklerose beschränkt sein muss. Stellt der LDL-

Transfer von MP auf glatte GMZ, wie bereits postuliert, in der Summe einen 

proinflammatorischen Prozess dar, so ließe sich durch zielgerichtete Blockade des 

Transportmechanismus möglicherweise ein Progress der Erkrankung hemmen. Hierbei sollte 

das Augenmerk auf Parallelen zu anderen, zunächst entfernt scheinenden 

Forschungsgebieten gelegt werden. Es ist nicht abwegig, modifiziertes LDL als 

pathologisches Agens zu betrachten, lassen sich doch diverse Überschneidungen 

feststellen. LDL ist kein Bakterium, kann jedoch PAMPs ähneln und eine Immunreaktion 

auslösen oder, ebenso wie bakterielle Antigene, über pattern-recognition-Rezeptoren von 

MP phagozytiert werden. Wie Prionen stellt LDL eine körpereigene Struktur dar, welche 

durch Modifikation pathogene Eigenschaften entwickelt. Ähnlich den Viren verändert eine 

Akkumulation von LDL innerhalb der „Wirtszelle“ deren Eigenschaften und Genexpression. 

Schließlich ist modifiziertes LDL wie ein infektiöses Pathogen von einer Zelle auf eine andere 

Zelle übertragbar. 
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Bestätigt sich die Vermutung, dass tunneling nanotubes für den LDL-Transfer von MP auf 

glatte GMZ verantwortlich sind, so könnte die Antwort auf die Frage nach der Regression der 

Plaque und der Eindämmung der Ausbreitung bestimmter Viren, Bakterien oder Prionen 

womöglich ein und dieselbe sein. 

 

6.5. Fehlerbetrachtung, Vergleichbarkeit der Ergebnisse und 
Anwendbarkeit der Methode 

6.5.1. Zellkultur 
 
Trotz der Plausibilität und Reproduzierbarkeit der hier dargestellten Ergebnisse muss 

beachtet werden, dass es sich um Untersuchungen in vitro handelt. Eine entsprechende 

Interaktion von MP und glatten GMZ in vivo ist zwar anzunehmen, ein unmittelbarer 

Nachweis steht allerdings derzeit noch aus.  

Ein guter Überblick über gängige Kokulturmodelle in der Atheroskleroseforschung stammt 

von Zuniga et al.229 Das für diese Studie gewählte direkte Zellkulturmodell eignete sich dabei 

am besten für die behandelte Fragestellung. Der Einsatz von konditioniertem Medium oder 

transwell-Systemen kam nicht in Frage, da Weinert et al. bereits gezeigt hatten, dass für den 

lysosomalen LDL-Transport ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwingend notwendig ist. Das 

Durchführen der Experimente an 3D-Modellen, wie z. B. Kollagen- und Fibringelen, ist 

durchaus denkbar, allerdings deutlich aufwendiger. Neben technischen Herausforderungen 

in der Generierung und Auswertung dreidimensionaler Bildaufnahmen wäre es eventuell 

möglich sehr dünne gefärbte Schnitte im Sinne einer Immunhistologie anzufertigen. 

Hierdurch würde jedoch vermutlich ein Großteil des AcLDL herausgewaschen werden. Mit 

Blick auf die Fragestellung ergäbe sich vermutlich kein relevanter Erkenntnisgewinn, welcher 

den Mehraufwand rechtfertigen würde. 

Zu beachten ist, dass aufgrund der beschriebenen Probleme bei der Färbung der humanen 

GMZ die Normoxie/Hypoxie-Experimente mit xenogenen Kokulturen aus glatten GMZ der 

GFP-Maus und humanen MP durchgeführt wurden. In diesem Zusammenhang stellt sich die 

Frage, inwieweit die Ergebnisse einer solchen xenogenen Kokultur auf mögliche 

Pathomechanismen beim Menschen übertragen werden können. So besteht zum Beispiel 

auf Ebene der Transkription nur eine Übereinstimmung von etwa 50 % zwischen murinen 

und humanen Makrophagen.230 Da bei den eigenen Untersuchungen der LDL-Transfer von 

humanen MP auf glatte GMZ der Ratte, der Maus und des Menschen beobachtet wurde und 

bereits Weinert et al. den proof of principle an diesen drei Spezies erbracht haben, scheint 

es sich hierbei vielmehr um eine konservierte Eigenschaft der Makrophagen in der 

Interaktion mit anderen Zellarten zu handeln. Inwiefern sich die Übertragung von LDL auf 

glatte GMZ ungerichtet vollzieht oder einem speziellen Regulationsmechanismus unterliegt, 



Diskussion 
 

 63 

kann an dieser Stelle nicht zuverlässig eingeschätzt werden. Weinert et al. konnten jedoch in 

weiterführenden, bislang unveröffentlichten Experimenten zeigen, dass AcLDL zudem von 

MP auf Endothelzellen übertragen wird. 

Für die Erhebung der hier dargestellten Ergebnisse kamen keine speziell stimulierten MP 

zum Einsatz, da es an dieser Stelle vornehmlich um den Nachweis eines allgemeinen 

Phänomens ging. Die isolierten Monozyten differenzierten sich demzufolge in Kultur lediglich 

durch autokrine und parakrine Stimulation. Ähnlich dem community effect in der 

Entwicklungsbiologie ist hierbei eine gewisse Zelldichte von Nöten.231 Die Zusammensetzung 

der atherosklerotischen Plaque ist bei weitem komplexer und geht auch über das Konzept 

der M1 und M2 Makrophagen hinaus.232 Sowohl der Einsatz speziell differenzierter 

MP-Subpopulationen als auch der Einfluss weiterer Zellarten wie zum Beispiel 

Endothelzellen oder T-Zellen könnten daher abweichende Ergebnisse liefern. 

Untersuchungen hierzu liegen nicht vor. 

Mit Blick auf den für die Durchführbarkeit der Experimente notwendigen Einsatz des 

zytotoxischen Proliferationsinhibitors MMC ist kritisch zu anzumerken, dass es zu einer 

Änderung der zellulären Physiologie, teils aber auch zur Zellschädigung bzw. einem 

Absterben von GMZ kommt. Allerdings wurden etablierte Protokolle eingesetzt und sowohl 

Hypoxie- als auch Normoxiekontrollen identisch behandelt. Statt der Verwendung von MMC 

wäre prinzipiell auch eine Bestrahlung zur Störung der Zellproliferation möglich gewesen, 

hätte jedoch ähnliche Probleme hervorgerufen. 

Darüber hinaus führt auch die Hypoxie zu mannigfaltigen Veränderungen auf 

Transkriptionsebene,233 bis hin zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose.234 Aus diesem 

Grund wurde die Untersuchungsdauer auf 10 Tage begrenzt und ein Sauerstoffgehalt von 

1,5 bis 2 % (v/v) gewählt. Eine restriktivere Sauerstoffzufuhr im Rahmen der 

Normoxie/Hypoxie-Experimente wäre zwar prinzipiell möglich gewesen, hätte jedoch durch 

ein vermehrtes Absterben insbesondere von GMZ zu verfälschten Ergebnissen führen 

können.  

Abweichungen in der angestrebten Zusammensetzung der Kokulturen im Verhältnis 1:1 

sowie der Gesamtzellzahl der Zellen sind einerseits durch den Verlust von Zellen über die 

Inkubationsdauer hinweg und andererseits durch technische Limitationen, wie beispielsweise 

geringfügige Variationen beim manuellen Auszählen der Zellen sowie einer nicht immer in 

gleichem Maße homogenen Aussaat, geschuldet. Trotz dieser Quellen von Variabilität ließen 

sich die Experimente und Ergebnisse im Verlauf der Studie sicher reproduzieren und 

lieferten plausible Ergebnisse. 
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6.5.2. Bildsegmentierung mit dem CellProfiler 
 
Bei der automatischen Bildsegmentierung mit dem CP anhand eines vorher festgelegten 

Arbeitsablaufes (pipeline) wurden mittels komplexer mathematischer Algorithmen und 

manuell festgelegter Schwellenwerte die Bilddaten segmentiert, Objekte definiert, vermessen 

und schließlich in ein zur manuellen Nachkontrolle geeignetes RGB-Bild umgewandelt. 

Sowohl durch die mathematischen Operationen als auch die vorab individuell 

einzustellenden Parameter kann es hierbei zu Fehlern in der Bildsegmentierung kommen. 

Durch den verwendeten blur-Filter sind unscharfe Bilder vorab von der Analyse 

ausgeschlossen worden, doch konnte es dennoch in Abhängigkeit der gewählten Parameter 

zur Segmentierung und weiteren Verarbeitung von out-of-focus-Aufnahmen kommen. Ein 

strikteres Festlegen der Einstellungen hätte ein sicheres Filtern entsprechender Bilder 

gewährleistet, jedoch auch zu einem Verlust qualitativ ausreichender Aufnahmen mit 

potentiellen events führen können.  

Proben, welche zu schwach belichtet oder ungenügend gefärbt wurden, können sehr 

schwach fluoreszierende glatte Gefäßmuskelzellkerne enthalten. Wurde die kritische 

Kombination aus Größe und Intensität unterschritten, so wurden diese Nuklei nicht erkannt 

und im Folgenden auch nicht beachtet. Weiterhin sind aggregierte Makrophagen gelegentlich 

als einzelne GMZ erkannt worden, da die Objekttrennung lediglich anhand eines vorab 

festgelegten Schwellenwertes in Kombination mit Größenfiltern vorgenommen worden ist. 

Aufgrund der phänotypischen Eigenheiten der murinen GMZ-Nuklei (variierende Größe und 

intensive Granulierung) war der Einsatz spezifischer Segmentierungsmechanismen, wie z. B. 

einem watershed-Filter, nicht möglich. Selten wurden am Bildrand angeschnittene 

Gefäßmuskelzellkerne aufgrund der geringeren Größe als MP erkannt. Ein Vernachlässigen 

am Rand lokalisierter Objekte wäre zwar prinzipiell möglich gewesen, hätte jedoch auch den 

Ausschluss vieler AcLDL-positiver glatter GMZ zur Folge gehabt 

Weiterhin sind an dieser Stelle Fehler in der Objekterkennung aufgrund der manuellen 

Schwellenwertsetzung zu erwähnen. Abbildung 8 und Abbildung 9 (5.2.1) zeigen die 

Kernsegmentierung und damit verbundene Fehlerquoten im Rahmen der 

Kontrollexperimente. Hier wurden bis zu 97 % der glatten GMZ-Kerne korrekt erkannt. Da die 

Fehler jedoch in allen Proben gleichermaßen auftreten, wären selbst weitaus schlechtere 

Ergebnisse akzeptabel. Unberücksichtigt blieben dabei schwach gefärbte GMZ-Kerne, 

welche beim entsprechenden Schwellenwert gar nicht erst als Objekt erkannt wurden 

Abbildung 8 verdeutlicht jedoch auch die Möglichkeiten, welche sich durch eine Manipulation 

des Schwellenwertes bieten. In der bearbeiteten Fragestellung lag die Priorität auf dem 

Detektieren AcLDL-positiver glatter GMZ. Da dies bei 10 Tagen Kokulturdauer, einer dünnen 

Aussaat und dem gewählten Verhältnis von 1:1 jedoch ein verhältnismäßig seltenes Ereignis 
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darstellt, war es wichtig, möglichst alle GMZ korrekt zu segmentieren. Die ungefähre Anzahl 

der MP hingegen waren lediglich im Rahmen der Qualitätskontrolle von Interesse. Eine 

höhere Rate an falsch segmentierten MP zugunsten der GMZ kann also prinzipiell akzeptiert 

werden und hat durch das Volumen der Experimente einen vernachlässigbaren Effekt auf die 

Gesamtstatistik. Ein Favorisieren der GMZ war explizit gewünscht. 

Bei allen genannten Fehlerquellen handelt es sich um systematische Fehler, welche sowohl 

in den Experimenten als auch den Kontrollen gleichermaßen auftreten. Da eine große 

Anzahl von Aufnahmen verarbeitet wurde, es sich um gepaarte relative Vergleiche handelt 

und eine Diskriminierung zu Negativkontrollen erfolgt, ist nicht davon auszugehen, dass es 

durch diese potentiellen Einflüsse zu einer relevanten Verfälschung der Ergebnisse 

gekommen ist. 

 

6.5.3. Manuelle Nachkontrolle 
 
Da eine absolut fehlerfreie vollautomatische Auswertung der Experimente mit der 

entwickelten CP pipeline nicht implementiert werden konnte, wurde eine manuelle 

Nachkontrolle im Anschluss an die vorherige Prozessierung und Reduktion des 

Datenvolumens durchgeführt. Obwohl die menschliche Leistungsfähigkeit bei der Beurteilung 

hoch komplexer und stark variabler biologischer Aufnahmen der eines Computers derzeit 

noch überlegen ist, fanden sich auch hier potentielle Fehlerquellen. Zum einen erfolgte die 

Kontrolle der Funktionalität der pipeline und der angewandten Schwellenwerte in Form von 

Stichproben, wodurch zum Beispiel qualitativ unzureichende Aufnahmen übersehen wurden. 

Zum anderen können insbesondere an schwierigen Aufnahmen Fehler beim Auszählen der 

AcLDL-positiven GMZ auftreten. Auch eine gewisse Variabilität bei Auswertungen durch 

verschiedene Untersucher ist möglich. Wenngleich es für die hier vorgelegte Studie keine 

Rolle spielt, da sowohl die Entwicklung bzw. Weiterentwicklung der Methoden zur 

semiautomatischen Auswertung, als auch die Durchführung sämtlicher Experimente 

einschließlich der manuellen Nachkontrolle im Wesentlichen durch eine Person erfolgten, ist 

dies im Falle der weiteren Verwendung dieser oder ähnlicher Auswertroutinen als möglicher 

Faktor zu berücksichtigen. Gleichzeitig kann dieser Problematik durch eine ausreichende 

Erprobung, Validierung und Reproduzierbarkeit der pipeline anhand einer Vielzahl zufälliger 

und von verschiedenen Proben stammender Aufnahmen sowie eine hohe Konsistenz und 

Qualität bei der Ausführung der Experimente und Anfertigung der 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen begegnet werden. 
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7. Zusammenfassung 
 
Die Atherosklerose stellt eine chronisch entzündliche Erkrankung der Blutgefäße dar, welche 

mit einer beträchtlichen Morbidität und Mortalität verbunden ist. In atherosklerotischen 

Plaques lassen sich diverse Zelltypen nachweisen, welche untereinander und mit 

modifiziertem LDL interagieren und an pro- sowie antiinflammatorischen Prozessen beteiligt 

sind. MP und glatte GMZ nehmen hierbei eine zentrale Rolle ein. Ziel der vorliegenden Arbeit 

war die Etablierung einer Methode zur Untersuchung des lysosomalen LDL-Transfers von 

MP auf glatte GMZ unter hypoxischen Bedingungen anhand einer Vielzahl 

fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen. Glatte GMZ der GFP-Maus wurden für 10 Tage mit 

MP kokultiviert, die mit Alexa Fluor 594-konjugiertem acetylierten LDL beladen waren. 

Anschließend wurden die Proben fixiert und gefärbt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte 

anhand vordefinierter Bildpunkte und mithilfe eines automatisierten Mikroskops. Zur 

Auswertung der Daten wurde ein eigener Algorithmus (pipeline) für das open-source-

Programm CellProfiler entwickelt. Nach manueller Festlegung des Schwellenwertes zur 

Binärisierung wurden MP und GMZ anhand der Zellkernmorphologie unterschieden. Über 

verschiedene Filterschritte wurden jene GMZ detektiert, welche intrazelluläres AcLDL 

enthielten und die entsprechenden Aufnahme unter Hervorhebung der für die Auswertung 

relevanten Merkmale als RGB-Bild zur manuellen Nachkontrolle exportiert. Die 

Arbeitserleichterung ist dank automatisierter Prozessierung und Aufbereitung der Bilddaten 

bei gleichzeitig hoher Objektivität, Validität und Reproduzierbarkeit erheblich. Bei der 

Auswertung komplexer fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen ist sowohl die Nutzung von 

open-source-Programmen als auch die kombinierte Herangehensweise mit 

semiautomatischer Bildsegmentierung und manueller Nachkontrolle anderen Verfahren 

überlegen. Sowohl die Autofluoreszenz in GMZ als auch der lipophile Charakter des LDL 

stellten große Herausforderungen in der Anfertigung immunzytochemischer Färbungen und 

der Fluoreszenzmikroskopie zur Bearbeitung der Fragestellungen dar. Es konnte gezeigt 

werden, dass auch unter hypoxischen Bedingungen ein Transport von Lipid-geladenen 

Lysosomen aus MP in glatte GMZ stattfindet. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 

unter Normoxie bzw. Hypoxie kultivierten Proben fand sich nicht. Diese Erkenntnis stützt die 

von Weinert et al. beschriebene Vermutung, dass MP in der hypoxischen Plaque LDL aktiv 

auf glatte GMZ transferieren, dadurch eine Schaumzellbildung der GMZ induzieren und zur 

Plaquedestabilisierung beitragen können. Vor diesem Hintergrund verspricht die weitere 

Untersuchung und Aufklärung des zugrundeliegenden Transportmechanismus im Rahmen 

der atherosklerotischen Pathogenese großes therapeutisches Potential. 
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