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1. Einleitung 

  
1.1  Die koronare Herzkrankheit 

 

Die koronare Herzkrankheit (KHK) entsteht durch Atherosklerose an den Gefäßwänden 

der Koronararterien und ist durch eine Verengung des Gefäßdurchmessers und eine 

damit einhergehende Reduktion des Blutflusses gekennzeichnet. Die KHK ist eine 

multiätiologische Erkrankung. Einige ihrer Risikofaktoren sind dabei von jedem In-

dividuum selbst in gewissem Rahmen beeinflussbar. Hierzu gehören Nikotinabusus, 

Hyperlipidämie, arterielle Hypertonie, Adipositas und Diabetes mellitus. Hinzu kommen 

eine Reihe sogenannter unbeeinflussbarer Risikofaktoren, wie Alter, Geschlecht und 

familiäre Disposition bzw. genetische Aspekte. 

Herz-Kreislauferkrankungen stellen heutzutage die häufigste Todesursache in den 

westlichen Industrieländern dar. Die koronare Herzkrankheit steht dabei an der Spitze 

der Todesstatistik. Allein in Deutschland waren im Jahr 2011 rund 110.000 Todesfälle 

durch ischämische Herzkrankheiten zu bekunden, für den akuten Myokardinfarkt lag die 

Anzahl bei 52.113 Todesfällen (Todesursachenstatistik 2011, Statistisches Bundesamt 

Deutschland). In groß angelegten Studien, wie z.B. der Framingham-Studie konnte 

gezeigt werden, dass jeder 5. Mann und jede 17. Frau im Alter von 60 Jahren an einer 

KHK leidet (Castelli, 1982). Dabei ist zu beachten, dass das Auftreten einer KHK in den 

jüngeren Lebensjahren eines Menschen zwischen den Geschlechtern noch stark 

divergiert. Jenseits des 65. Lebensjahres jedoch gleichen sich die Zahlen annähernd an 

(Fuster et al., 1992).  

 

1.1.1 Klinik der koronaren Herzkrankheit  

 

Das Leitsymptom der Koronarinsuffizienz ist die Angina pectoris, die sich in der Regel 

ab einer kritischen Koronarstenose (ca. 75% des Gefäßdurchmessers) manifestiert. Es 

handelt sich hierbei um vorwiegend retrosternal auftretende Beschwerden im Sinne von 

Schmerzen, Brennen, Enge- oder Druckgefühl, die gehäuft nach körperlicher oder 

psychischer Belastung auftreten. Eine unspezifische Ausstrahlung der Schmerzen zum 
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Oberkiefer, Hals, Schultergelenk, linken (selten auch rechten) Arm und Oberbauch ist 

möglich. 

Gemäß ihrer unterschiedlichen Verlaufsformen kann zwischen stabiler und instabiler 

Angina pectoris differenziert werden. Die stabile Angina pectoris zeichnet sich dadurch 

aus, dass sie regelmäßig durch bestimmte Mechanismen (z.B. körperliche Anstrengung) 

auslösbar ist und gut auf Nitrate reagiert. Zur instabilen Angina pectoris hingegen wird 

zum einen jede Erstangina (primär instabile Angina pectoris) gezählt, zum anderen fällt 

jedoch auch eine Ruhe-Angina, ein zunehmender Bedarf an antianginösen Medi-

kamenten sowie eine Crescendo-Angina, welche sich durch zunehmende Schwere, 

Dauer und Häufigkeit der Schmerzanfälle auszeichnet, unter diesen Begriff (sekundär 

instabile Angina pectoris) (Herold et al., 2005). 

Die kritische Stenose eines größeren Koronargefäßes kann zu ischämischer Kardio-

myopathie mit Linksherzinsuffizienz, schweren Herzrhythmusstörungen, akutem Ko-

ronarsyndrom oder sogar plötzlichem Herztod führen.  

Um die schweren Folgeerscheinungen der KHK zu vermeiden und einer Chronifizierung 

bzw. Progression der  Erkrankung entgegen zu wirken, gilt es, im Sinne einer Kausal-

therapie die Risikofaktoren der Atherosklerose auszuschalten. Daneben existieren eine 

Reihe symptomatischer Behandlungsmöglichkeiten, die von medikamentöser Therapie 

(Nitrate, Betarezeptorenblocker, Thrombozytenaggregationshemmer, Lipidsenker) über 

minimal-invasive Revaskularisation bis hin zur aortokoronaren Bypasschirurgie reichen 

(Herold et al., 2005).  

Bei klinisch manifester KHK gilt heute, aufgrund von klinischen und experimentellen 

Studien die frühe Revaskularisation zur Vermeidung eines Myokardinfarktes als 

Therapie der Wahl. Alle genannten Therapiekonzepte stützen sich auf das Verständnis 

der Mechanismen von Ischämie und Reperfusion (I/R), welche jedoch leider noch immer 

nicht ausreichend erforscht sind (Herold et al., 2005).   

 

1.2  Konzepte der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit 

 

Die Atherosklerose hat als Hauptursache von KHK, Herzinfarkt und zerebralem Insult 

aufgrund ihrer hohen klinischen Bedeutung seit vielen Jahren einen hohen Stellenwert in 

der Forschung erlangt. Der Begriff der Atherosklerose wurde 1833 erstmals durch Jean 
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Lobstein geprägt, der die Gefäßwandveränderungen als eine Kombination aus Konden-

sation und Induration beschrieb (Hanke et al., 2001). Karl Rokitansky (1804-1878) 

postulierte in seiner Inkrustationshypothese, dass es sich bei der Atherosklerose um 

eine Verdickung der Intima handle, hervorgerufen durch Fibrinablagerungen, deren 

Organisation durch Fibroblasten und nachfolgende Akkumulation von Lipiden (Mayerl et 

al., 2006). Einer der größten Kritiker Rokitanskys war Rudolf Virchow (1821-1902). Er 

erklärte sich die Gefäßwandveränderungen durch Ablagerungen von Lipiden aus dem 

Blut in Intima und Media von Arterien (Mayerl et al., 2006). Beide Ansätze sind, 

zumindest teilweise, in der von Russell Ross 1973 postulierten „response-to-injury-

Hypothese“ vertreten, die mehrfach modifiziert bis heute gültig ist (Fuster et al., 1992; 

Karsch, 1992; Ross, 1993). Das primäre Ereignis bildet hierbei die Reaktion auf eine 

Endothelverletzung (Ross und Glomset, 1977; Ross, 1990). Der Verletzungsursprung 

spielt dabei keine Rolle (mechanisch, metabolisch, toxisch, immunologisch, viral). Als 

Folge der Verletzung kommt es zu Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen, 

Myozyten, Lymphozyten, Thrombozyten, Makrophagen und Wachstumsfaktoren (Liao, 

1998; Ross, 1993).  

Die dadurch entstehende progressive Stenose führt zu Durchblutungsstörungen im 

Myokard, die sich als rezidivierende Episoden von Ischämien manifestieren. Als Folge 

der Ischämien kommt es zu einem Gewebeumbau im Myokard in Form einer Fibrose. 

Dies wiederum führt zu einer Verschlechterung der ventrikulären Pumpfunktion, da das 

Zusammenspiel von Kardiomyozyten und extrazellulärer Matrix gestört ist. Diese extra-

zelluläre Matrix besteht normalerweise aus netzartig verknüpftem, fibrillärem Kollagen 

vom Typ I und III. Sie dient dazu, die Ventrikelgeometrie aufrecht zu erhalten und ist mit 

verantwortlich für die Pumpfunktion (Eghbali et al., 1989; Weber, 1989; Weber et al., 

1993). 

Das Kollagengerüst, als anpassungsfähiges und dynamisches Gewebe (Weber, 1989), 

wird in der Regel von Fibroblasten produziert. Bei dem angesprochenen Gewebeumbau 

kommt es jedoch zu einer Fibroblastenproliferation und -differenzierung in Myofibro-

blasten (Weber, 1989; Willems et al., 1994). Myofibroblasten sorgen während der 

dermalen Wundheilung für eine Narbenkontraktion (Serini und Gabbiani, 1999). Nach 

einem Myokardinfarkt übernehmen sie die Hauptproduktion an Kollagen (Cleutjens et 

al., 1995). 
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Die Myokardfibrose lässt sich in eine reaktive Fibrose und eine Ersatzfibrose unterteilen 

(Anderson et al., 1978; Weber et al., 1993, 1995). Die Ersatzfibrose findet sich nach 

stattgefundenen Parenchymverlusten, z.B. in Folge eines Myokardinfarktes. Das 

nekrotische Myokardgewebe wird hierbei durch Kollagen ersetzt, wodurch eine binde-

gewebige Narbe entsteht (Weber et al., 1993, 1999). Unter reaktiver Fibrose versteht 

man eine Bindegewebsvermehrung ohne vorangegangenen Parenchymverlust. Es 

kommt zu einer Akkumulation von Kollagen, sowohl als interstitielle Fibrose als auch in 

der Gefäßadventitia (perivaskuläre Fibrose; Anderson et al., 1978; Weber et al. 1993, 

1995). Das Bild der reaktiven Fibrose findet sich bei zahlreichen pathologischen Zu-

ständen, wie arterieller Hypertonie und chronischer Herzinsuffizienz. Weiterhin stellt sie 

eines der histologischen Merkmale des hibernierenden Myokards dar (Anderson et al., 

1979; Ausma et al., 1995; Huysman et al., 1989; Maes et al., 1995; Olsen, 1972; 

Pearlman et al., 1982; Roberts et al., 1974), welches als Folgeerscheinung repetitiver 

I/R beobachtet wurde. 

 

1.3 Repetitive Ischämie und Reperfusion 

 

Durch eine Ischämie kommt es in Folge des verminderten Blutflusses zu einer Unter-

versorgung des betroffenen Areals mit Sauerstoff und wichtigen Substraten wie z.B. 

Glukose. Gleichzeitig werden anfallende Stoffwechselmetabolite (z.B. Laktat) unzu-

reichend schnell abtransportiert und akkumulieren (Verdouw et al., 1998). Dauert dieser 

Zustand zu lange an, kommt es zu weiteren zellulären Veränderungen, die letztendlich 

zu einer Gewebsnekrose führen.  

Eine rechtzeitige Reperfusion kann dies verhindern, allerdings muss auch sie als 

„zweischneidiges Schwert“ angesehen werden (Braunwald und Kloner, 1985), da es im 

Rahmen einer Reperfusion zunächst zu einer weiteren Gewebsschädigung durch 

toxisch wirkende freie reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) 

kommt (Birnbaum et al., 1995; Entman et al., 2000; Frangogiannis et al., 1996, 1998). In 

Abhängigkeit von der Dauer der Ischämiephase kommt es zu unterschiedlichen Folge-

erscheinungen. 

Eine davon ist das ischämische „preconditioning“ (Präkonditionierung). Hierbei handelt 

es sich um ein von Murry et al. 1986 erstmals an Hunden beobachtetes  Phänomen 
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(Murry et al., 1986). Kurze Ischämiephasen von 1 bis 5 Minuten mit nachfolgender 

Reperfusion führen zu intrazellulären Veränderungen, die sich innerhalb von Minuten 

wieder normalisieren. Es kommt zu einer Freisetzung verschiedener Stoffwechsel-

metabolite, die über mehrere Schritte zu einer Phosphorylierung eines ATP-abhängigen 

Kaliumkanals an der Myozytenmembran führt und damit den Energieverbrauch der Zelle 

herabsetzt. Die Präkonditionierung kann weder histomorphologisch noch über Ver-

änderungen der ventrikulären Pumpfunktion nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sie 

in experimentellen Studien einen kardioprotektiven Effekt, der sich durch einen ver-

minderten Parenchymverlust nach lang andauernder Ischämie (Kloner et al., 1998), 

sowie einer Reduktion des nekrotischen Areals nach einem Myokardinfarkt zeigte 

(Heusch, 1998). 

Das „myocadial stunning“ stellt eine transiente Funktionsabnormität der Ventrikel-

muskulatur dar, die bei Okklusion der Koronararterien von mehr als 5 Minuten Dauer 

auftritt (Kloner et al., 1998) und für mehrere Tage anhält (Allen et al., 1996; Gerber et 

al., 1999; Kloner et al., 2001 a, b, c; Patel et al., 1988; Vlahovic and Popovic, 2000). Als 

pathogenetische Grundlage wird die reaktive Freisetzung von ROS angesehen, wobei 

es nicht bzw. kaum zu einer Entzündungsreaktion kommt (Bolli 1988; Bolli und Marban, 

1999; Kloner et al., 1998). Auch Kalziumüberladung und Adenosinwirkung werden als 

Ursachen diskutiert. Auch in diesem Fall zeigen sich histopathologisch keine 

wesentlichen Veränderungen. 

Anders als beim „preconditioning“ und „myocardial stunning”, die beide im Tierversuch 

entdeckt wurden, handelt es sich beim hibernierenden Myokard um einen klinisch 

beobachteten Zustand. Der Begriff „hibernating myocardium“ wurde erstmals von 

Diamond et al. verwendet (Diamond et al., 1978), nachdem Chatterjee 1972, im 

Rahmen einer klinischen Studie eine Verbesserung linksventrikulärer Dyskinesien nach 

Bypassoperation bei Patienten mit KHK nachweisen konnte (Chatterjee, 1972).  De-

finitionsgemäß handelt es sich um eine durch chronische Minderperfusion hervor-

gerufene ventrikuläre Dysfunktion, die lange bestehen bleibt (Rahimtoola, 1985, 1989). 

Beim „hibernating myocardium“ passt sich die kontraktile Funktion in Form einer 

metabolischen und funktionellen Herabregulation der bestehenden Minderperfusion an 

um das Myokard zu schützen (Rahimtoola, 1982, 1985, 1989).  Ross sprach in diesem 

Zusammenhang von einem „perfusion-contraction-matching“ (Ross, 1991).  Klinisch 
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konnte hibernierendes Myokard bei stabiler und instabiler Angina pectoris, chronischer 

Herzinsuffizienz, linksventrikulärer Dysfunktion und im Randbereich von Myokard-

infarkten beobachtet werden (Heusch, 1998).  Es stellte sich heraus, dass auch Phasen 

von repetitiver Ischämie und Reperfusion bei erniedrigter Koronarreserve, ausgelöst z.B. 

durch Stresssituationen bei KHK-Patienten, zu den auslösenden Mechanismen zählen 

(Fallavollita et al., 2001 a, b; Kloner et al., 1998; Shivalkar et al., 1999; Vanoverschelde 

et al., 1993; Wijns et al., 1998). 

Durch die Reversibilität der ventrikulären Dysfunktion durch Revaskularisation 

(Rahimtoola, 1982, 1985, 1989) erschließt sich der Sinn und Nutzen einer frühzeitigen 

Intervention. 

An histopathologischen Veränderungen konnten interstitielle Kollagenablagerungen, 

intrazelluläre Glykogeneinlagerungen, Verlust der Sarkomere und eine Verkleinerung 

der Mitochondrien im hibernierenden Myokard nachgewiesen werden (Heusch, 1998). 

Die aufgezeigten Myokardveränderungen beschreiben auch eine Entzündungsreaktion. 

 

1.4 Entzündungsreaktion nach Reperfusion 

 

Eine massive inflammatorische Reaktion konnte nach Reperfusion von bereits in-

farziertem Myokardgewebe beobachtet werden. Hier kam es neben einer starken in-

flammatorischen Antwort auch zu einem beschleunigten Parenchymumbau im Sinne 

einer Myokardfibrose und zur Ausbildung einer Infarktnarbe (Frangogiannis et al., 2000; 

Jugdutt, 1997; Reimer et al., 1993; Richard et al., 1995; Solomon und Gersh, 1998). 

Durch Reperfusion der nekrotischen Areale kommt es einerseits zu einer Aktivierung der 

Komplementkaskade, andererseits zu einer vermehrten Bildung freier Sauerstoffradikale 

(ROS), deren Aufkommen durch die vorhandenen Enzyme (Katalase, Glutathion-

Peroxidase und Superoxid Dismutase) sowie intrazelluläre Antioxidantien nicht mehr 

ausgeglichen werden kann (Frangogiannis, 2008). Dies wiederum induziert die ver-

mehrte Synthese von Interleukin-8 (IL-8) und CCL2, zweier starker chemotaktischer 

Faktoren für monozytäre Zellen, welche unter anderem die Einwanderung neutrophiler 

Granulozyten ins reperfundierte Myokard triggern. Die Zellen ihrerseits setzen proteo-

lytische Enzyme frei und schädigen damit nicht nur nekrotisches Gewebe, sondern auch 

vitale Myozyten in der Umgebung des Infarktareals (Birnbaum et al., 1995; Entman et 
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al., 2000; Frangogiannis et al., 1996, 1998; Schaper et al., 1983).  Die toxischen 

Produkte werden fast nur nach Adhäsion der Neutrophilen an ICAM-1 (Intercellular 

Adhesion Molecule-1)-exprimierende Kardiomyozyten freigesetzt. Hiermit begründen sie 

die sogenannte reperfusion injury (Birnbaum et al., 1995; Entman et al., 2000; 

Frangogiannis et al., 1996, 1998; Schaper et al., 1983). 

Später wandern, stimuliert durch chemotaktische Reizstoffe wie Komplementfaktoren 

(C5a), Transforming Growth Factor-ß (TGF-ß) und CCL2 Makrophagen ins Gewebe ein. 

Sie sind direkt am Gewebeumbau beteiligt, da sie nekrotisches Parenchym mit Hilfe von 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Wachstumsfaktoren, wie z.B. basic Fibroblast 

Growth Factor (bFGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), abbauen. Sie 

bewirken dies über eine Stimulierung der Neoangiogenese und der Fibroblasten-

proliferation. Das Ergebnis ist die Ausbildung einer Infarktnarbe (Frangogiannis et al., 

2000), bedingt durch eine Zunahme der Fibrose in der extrazellulären Matrix. Dies 

resultiert in einer Verminderung der linksventrikulären Pumpfunktion des Myokards 

durch Kardiomyozytenverlust sowie durch die Rigidität des Typ-I-Kollagens im daraufhin 

entstehenden fibrotischen Areal.  

Obwohl durch die Reperfusion ein zusätzlicher Gewebeschaden entsteht, verbessert 

sich die Langzeitprognose eines Myokardinfarkts nach frühzeitiger Reperfusion erheb-

lich, weshalb dies nach wie vor die Therapie der Wahl nach einem Myokardinfarkt dar-

stellt (Schaper und Schaper, 1997).  

 

1.4.1 Modelle der Ischämie und Reperfusion 

 

Um die Pathophysiologie der I/R besser verstehen und erforschen zu können war es 

nötig, adäquate Tiermodelle zu entwickeln. Als Großtiermodelle, bei denen einige Eigen-

schaften des menschlichen hibernierenden Myokards als „Short-term-Hibernation“ auf-

treten, haben sich hierbei bislang Hunde und Schweine bewährt (Heusch, 1998; Heusch 

und Schulz, 2000).  Es wurden Ameroidkonstriktoren oder eine partielle Koronarstenose 

des Ramus circumflexus der linken Koronararterie verwendet. Von Vorteil erwies sich 

bei diesen Modellen die leichtere Durchführbarkeit einer funktionellen Diagnostik (Echo-

kardiographie, PET) zur Beurteilung der kontraktilen Ventrikelfunktion. Leider sind die 

Ergebnisse, bedingt durch anatomische und physiologische Unterschiede, nicht 
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komplett auf den Menschen übertragbar. Als Beispiele wären hier die Entstehung von 

Mikroinfarkten und Nekroseinseln am Schweineherzen und die Bildung nativer 

Kollateralgefäße beim Hund zu nennen (Camici et al., 1997; Chen et al., 1997 a, b; 

Fallavollita et al., 2001 b; Kudej et al., 1998; Shen et al., 1996). 

Eine bessere Bestimmung funktionaler und zellbiologischer Parameter erfolgt über 

Kleintiermodelle wie z.B. Ratte oder Maus (Michael et al., 1995; Selye, 1960). Da diese 

Tiere zudem genetisch weitgehend erforscht sind, besteht die Möglichkeit, transgene 

Tiere für spezielle Fragestellungen zu kreieren (Heusch, 1998; Lutgens et al., 1999; 

Weber 1999). Die Lebensspanne von Ratten und Mäusen ist außerdem kürzer und 

Langzeituntersuchungen sind so in einem überschaubaren Zeitraum durchführbar. 

Zudem ist die Haltung von Kleintieren auch aus ökonomischen Gesichtspunkten 

günstiger.  

Ein weiteres klassifizierendes Merkmal ist die Art der Operation hinsichtlich der 

zeitlichen Diskrepanz des operativen, die Ischämie vorbereitenden Eingriffs und der 

Ischämie bzw. der darauf folgenden Reperfusion. Es werden das „open-chest“-Modell 

vom „closed-chest“-Modell unterschieden (Verdouw et al., 1998). Ersteres dient eher der 

gezielten Untersuchung von regionaler Funktion und Metabolismus im Rahmen von 

Kurzzeitstudien. Der vorbereitende operative Eingriff und die Induktion der Ischämie 

erfolgen in derselben Sitzung.  Ein Nachteil dieser Variante ist, dass durch das akute 

chirurgische Trauma selbst eine signifikante und höchst variable inflammatorische Re-

aktion ausgelöst wird, welche von der durch I/R ausgelösten Entzündungsreaktion nur 

schwer zu unterscheiden ist (Michael et al., 1985). „Closed-chest“-Modelle zeichnen sich 

durch einen der Ischämie zeitlich einige Tage vorausgehenden initialen operativen 

Eingriff zwecks Implantation einer Ligatur zur Gefäßokklusion aus. Dadurch bieten sie 

eine Abgrenzbarkeit der ischämiebedingten Schäden von denen des initialen OP-

Traumas (Nossuli et al., 2000). Zusätzlich  eröffnen sie die Möglichkeit, Langzeitstudien 

vorzunehmen (z.B. repetitive I/R) und somit eine Myokardischämie mit chronischer 

Kardiomyopathie beim Menschen zu simulieren (Michael et al., 1995). Durch weitere 

Modifikationen des Modells können Ischämie und Reperfusion beliebig oft wiederholt 

werden (Dewald et al., 2003).  
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1.4.2 Sauerstoffradikalabhängige Faktoren nach Ischämie und Reperfusion 

 

Ischämie und Reperfusion führen im Gewebe zur Entstehung von oxidativem Stress. 

Hierbei kommt es aufgrund von Störungen in der mitochondrialen Atmungskette, bei 

denen die korrekte Reduktion von Sauerstoff zu Wasser aufgrund eines Elektronen-

verlusts nicht erfolgen kann, zur Bildung sogenannter „reactive oxygen species“ (ROS), 

(Bandy et al., 1990). Zu den ROS gehören auch freie Radikale wie das Superoxid-Anion 

oder das Hydroxylradikal. In niedriger Konzentration spielen die ROS eine Rolle bei der 

Regulation der Apoptose (Curtin et al., 2002), der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

wie NFκB oder p38-MAP-Kinase (Owuor und Kong, 2002) sowie der Modulation der 

Expression von Strukturgenen antioxidativer Enzyme (Holgrem, 2003). Mit steigender 

Konzentration kehren sich diese durchaus nützlichen Eigenschaften der ROS ins Ne-

gative und zytotoxische Effekte gewinnen die Oberhand. So kommt es durch hohe ROS-

Konzentrationen zur Aktivierung proinflammatorischer Zytokine und Adhäsionsproteine 

(Lentsch et al., 2000). Auch Mutationen der DNA, eine Inaktivierung von Enzymen und 

Lipidperoxidation mit der Folge einer Schädigung der Zellmembran sind mögliche 

Konsequenzen (Babbs et al., 1991; Janssen et al., 1993). 

Um dies zu verhindern bestehen im menschlichen Organismus verschiedene anti-

oxidative Schutzmechanismen wie Enzyme, Transportproteine (Transferrin, Ferritin, 

Coaeruloplasmin), kleine Moleküle (Glutathion, Harnsäure, Bilirubin, Vitamin A, C, E 

u.v.m.) und Spurenelemente (Anaya-Prado et al., 2002; Jaeschke, 1995; Kiang und 

Tsokos, 1998; Korthuis et al., 1998). Besonders hervorzuheben sind an dieser Stelle die 

antioxidativen Enzyme Glutathionperoxidase (GPX-1) und Hämoxygenase (HMOX-1), 

da sie im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht wurden. 

Die Hauptfunktion der Glutathionperoxidase besteht in der Elimination von 

Lipidperoxiden. Zur einwandfreien Funktion benötigt das Enzym Selen und Glutathion 

(Neve et al., 1989). 

Hämoxygenasen sorgen für den Abbau von freiem Häm, welches neben den ROS eine 

Quelle freier Radikale ist, zu Biliverdin, Eisen und Kohlenmonoxid (Liu und Ortiz de 

Montellano, 2000). Biliverdin kann dann in einem weiteren Schritt durch die Biliverdin-

reduktase zu Bilirubin abgebaut werden, woraus eine zusätzliche Hemmung der Lipid-

peroxidation resultiert (Abraham et al., 1995; Clark et al., 2000). Es sind 3 Isoformen der 
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Hämoxygenase (HMOX) bekannt. Diese Arbeit befasst sich mit der HMOX-1, einem 

Enzym aus der Familie der Hitzeschockproteine, das vor allem in Leber und Milz mem-

brangebunden vorkommt (Maines, 1988; Maines, 1997). Es reagiert extrem empfindlich 

auf oxidativen Stress, welcher  beispielsweise durch I/R, Hyperoxie und inflamma-

torische Zytokine ausgelöst wird und ist dadurch induzierbar (Amersi et al., 1999; Choi 

und Alam, 1996; Kudo und Kawako, 1999; Rizzardini et al. 1993; Takahashi et al., 1999; 

Terry et al., 1998). 

Weitere Faktoren zur Regulation des oxidativen Stress finden sich in der Zelle in Form 

von Metallothioneinen (MT). Es handelt sich hierbei um cysteinreiche Proteine (bis zu 33  

% Cystein) mit einem Molekulargewicht von 6-7 kD, die Metalle wie Silber, Cadmium, 

Kupfer, Quecksilber und Zink in Mercaptidkomplexen binden können. Die physiologische 

Bedeutung der MT ist jedoch weitgehend ungeklärt. Über die Chelatierung der Metalle 

durch die Thiolgruppen der Cysteinreste der MT wird die Metallhomöostase der Zelle 

aufrecht erhalten und evtl. schädigende Bindungen freier Metalle an andere Proteine 

verhindert. Eine weitere Funktion ist die eines Zinkspeichers zur Bereitstellung von Zink 

für verschiedene Enzyme (z.B. Zink-Proteinasen), als Aktivator von Transkriptions-

faktoren (Zinkfinger) oder für den intra- und interzellulären Signalweg in cerebralen 

Neuronen (Manet, 2000; Vasak und Hasler, 2000). Im Säugetiergewebe kommen 4 

verschiedene Isoformen vor, wobei hier auf die Metallothioneine 1 und 2 (MT1, MT2), 

welche in allen Geweben exprimiert werden (Vasak und Hasler, 2000) näher 

eingegangen werden soll. Für MT1 und MT2 stellen Zink und Cadmium starke 

Induktoren dar. Weiterhin besteht eine enorm hohe Bindungsaffinität für die beiden 

Metalle (Zangger et al., 1999). Die MTs fungieren je nach Verhältnis von Glutathion 

(GSH) zu dessen oxidierter Form (GSSG) als Metalldonatoren oder –speicher (Jacob et 

al., 1998; Maret und Vallee, 1998). Bei Auftreten von oxidativem Stress können über 

Cysteinreste somit ROS gebunden und im Austausch dazu gebundene Metalle 

freigesetzt werden (Kumari et al., 1998). 
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1.5 Chemotaktische Mediatoren im myokardialen Gewebeumbau 

 

In den Modellen mit I/R kommt es im Zuge der inflammatorischen Reaktion neben der 

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zur Komplementaktivierung, die eine durch Tumor-

nekrosefaktor-α (TNF-α) initiierte Zytokinkaskade auslöst. 

 

1.5.1 Zytokine 

TNF-α 

 

Nach kardialer Ischämie wird TNF-α insbesondere aus Mastzellen freigesetzt 

(Frangogiannis et al., 2002 c), aber auch andere Zellen des mononukleären Systems 

sowie Monozyten und Gewebsmakrophagen sind zur Produktion von TNF-α fähig 

(Davies und Hagen, 1997; Hehlgans und Pfeffer, 2005).  

TNF-α ist ein proinflammatorisches Zytokin und bewirkt die Mobilisation von 

neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark, deren extravasale Transmigration 

und Aktivierung, sowie die Differenzierung und Aktivierung der mononukleären Zellen 

selbst. Daneben birgt es noch zahlreiche andere Funktionen, wie die Aktivierung der 

Lipolyse und Ausübung kataboler Einflüsse auf die Muskulatur mit der Folge einer 

Kachexie (daher veralteter Name „Kachexin“). Auch die Bildung von akute-Phase-

Proteinen in der Leber, die Begünstigung der intravaskulären Thrombosebildung, 

immunmodulatorische Effekte und der Verlust von Tonus und Kontraktilität am Myokard 

gehören zu den Effekten von TNF-α (Davies und Hagen, 1997; Hehlgans und Pfeffer, 

2005). Induziert wird die TNF-α-Synthese durch gramnegative und grampositive Bak-

terien und deren Produkte (v.a. Lipopolysaccharid, LPS), Viren, Parasiten, Myko-

plasmen, Immunkomplexe und Zytokine  wie Granulozyten/Makrophagen-Colony 

Stimulating Factor (GM-CSF), IL-1, IL-2, TNF-α selbst, Interferon-γ, Komplement C5a 

und Sauerstoffmetabolite. 

 

Interleukin-1 

 

Ein ähnliches Funktionsspektrum wie TNF-α weist Interleukin-1 (IL-1) auf. Neben seiner 

löslichen Form, dem IL-1ß besteht eine membrangebundene Form, das IL-1α. IL-1 wird 
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von Monozyten produziert und v.a. durch LPS und Pyrogene stimuliert. Seine Wirkung 

besteht insbesondere in der Verstärkung der Synthese von GM-CSF und hepatischen 

akute-Phase-Proteinen sowie der Chemotaxis von aktivierten Leukozyten (Davies und 

Hagen, 1997; Dinarello, 2005). 

 

Interleukin-10 

 

Interleukin-10 (IL-10) ist ein Zytokin, das zunächst als „cytokine synthesis inhibitory 

factor“ beschrieben wurde. Es ist ein inhibitorisches Zytokin, dessen protektive Rolle 

nach I/R durch eine Unterdrückung der akuten inflammatorischen Reaktion zustande 

kommt. Dies erfolgt über eine Hemmung der Induktion proinflammatorischer Zytokine 

(IL-1α, IL-1ß, TNF-α, IL-6, IL-8). Produziert wird IL-10 von aktivierten TH2-Zellen, einer 

Subgruppe der T-Helferzellen, und endotoxin-stimulierten Monozyten (Grütz, 2005). IL-

10 beeinflusst Monozyten/Makrophagen in Funktion, Morphologie und Phänotyp und 

spielt eine Rolle in der Formation der extrazellulären Matrix durch Modulation der Ex-

pression von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren (Tissue inhibitors 

of Metalloproteinases (TIMPs); Lacraz et al., 1995). Weiterhin scheint es eine Rolle in 

der Angiogenese zu spielen (Cervenak et al., 2000; Silvestre et al., 2000). Ohne Re-

perfusion kommt es nicht zu einer signifikanten Induktion der IL-10-mRNA 

(Frangogiannis et al., 2000).  

 

1.5.2 Chemokine 

 

Die Chemokine sind zunächst als eine Untergruppe der Zytokine beschrieben worden 

und werden derzeit im Zusammenhang mit Inflammation bei myokardialer Ischämie 

intensiv erforscht. Es handelt sich um eine Superfamilie von polypeptiden Leukozyten-

chemoattraktoren. Sie induzieren eine schnelle und selektive Leukozytentransmigration 

(Bagiollini, 1998; Rollins, 1997). Es konnten vier Subklassen, abhängig von ihren beiden 

ersten N-terminalen Cysteinmotiven klassifiziert werden, die CXC-, CC-, C- oder CX3C-

Chemokine. 

CCL2 (alte Nomenclatur: Monocyte Chemoattractant  Protein-1; MCP-1) ist eines der 

wichtigsten Chemokine der CC-Familie zur Rekrutierung von mononukleären Zellen und 
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deren Extravasation (Krishnaswamy et al., 1999; Weber KS et al., 1999). Zusammen mit 

IL-8 triggert es eine feste Adhäsion von Monozyten an Gefäßendothel (Gerszten et al., 

1999). Auch im reperfundierten, infarzierten Myokard stellt CCL2 ein starkes chemo-

taktisches Signal für mononukleäre Zellmigration dar (Frangogiannis et al., 1998). Durch 

den Einfluss von IL-1, IL-6 und IL-8  wird CCL2 aus Endothelzellen freigesetzt 

(Krishnaswamy et al., 1999; Sica et al., 1990). Über den Transkriptionsfaktor NFκB kann 

die CCL2-Expression moduliert werden (Brand et al., 1997; Gawaz et al., 1998). In 

Studien mit Phasen der kurzen repetitiven I/R konnte eine signifikante Induktion von 

CCL2 beobachtet werden, die dem fibrotischen Umbau des ischämischen Areals 

vorausging. CCL2 spielt eine Rolle im Remodeling (Fragogiannis, 2007). Untersuch-

ungen an CCL2-defizienten Mäusen konnten dies belegen (Dewald et al., 2005). Hier 

kam es zu einer reduzierten Einwanderung von Makrophagen in heilendes Infarktge-

webe und zu einer Hemmung des Umbaus der verletzten Kardiomyozyten und zu  

Granulationsgewebe. Begleitend war eine erniedrigte mRNA-Expression von TNF-α, IL-

1ß, Transforming Growth Factor-ß2 und -ß3 (TGF-ß2, -ß3) und IL-10 zu beobachten, 

was zu einer verminderten Akkumulation von Myofibroblasten führte. Diese verlängerte 

inflammatorische Phase ging mit verlangsamtem inflammatorischem Remodeling einher 

(Dewald et al., 2005). Zudem konnte ein atherogenetisches Potential bei der CCL2-

Expression aus Makrophagen nachgewiesen werden (Aiello et al., 1999). 

Bei CCL3 (alte Nomenklatur: Macrophage Inflammatory Protein-1α; MIP-1α) handelt es 

sich, genauso wie bei CCL4 (alte Nomenklatur: Macrophage Inflammatory Protein-1ß; 

MIP-1ß), um ein Chemokin aus der CC-Familie mit proinflammatorischen Eigenschaften 

(Wang et al., 1998). Es besteht zwar eine Überlappung bezüglich der Funktionen von 

CCL3 und CCL4, ganz identisch sind sie jedoch nicht. Beide induzieren die Migration 

von Monozyten und T-Lymphozyten. Während CCL3 aber eher auf B-Lymphozyten und 

CD-8-positive T-Zellen einwirkt, entfaltet CCL4 seine Aktivität bei aktivierten CD-4 

positiven Zellen. Dazu ist CCL3 ein Chemoattraktor für neutrophile Granulozyten, NK-

Zellen und eosinophile Granulozyten. Zudem stimuliert es basophile Granulozyten zur 

Ausschüttung von Histamin.  CCL3 spielt eine Rolle in der Auslösung einer Myokarditis, 

die durch Coxsackie-B3-Viren verursacht wird und in der inflammatorischen Antwort 

nach Infektion mit Influenzaviren (Cook et al., 1995; Cook, 1996). Eine erhöhte Ex-

pression von CCL3 konnte bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt und im Mausmodell 
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nachgewiesen werden. Auch eine kardiale Ischämie, wie bei instabiler Angina pectoris, 

führt zu einer Induktion der CCL3-mRNA-Expression (de Jager et al., 2008). Durch die 

relativ spezifische Hochregulation im Rahmen der Ischämie könnte CCL3 als prädiktiver 

Marker kardiovaskulärer Ereignisse Bedeutung erlangen. 

Kurze Episoden der I/R führen, wie in Abschnitt 1.4.2 beschrieben, zu einer An-

reicherung von ROS in reperfundiertem Myokard. In Abhängigkeit von TNF-α kommt es 

daraufhin zu einer Hochregulation von CCL3, CCL4 und CXCL2. Nossuli et al. zeigten in 

einem Mausmodell, dass es nach einmaliger kurzer I/R in Abwesenheit eines Infarkts zu 

einer ROS-abhängigen Hochregulation von CCL3, CCL4 und CXCL2 im Endothel von 

Venulen kommt (Nossuli et al., 2001). Das postkapilläre Netzwerk ist der Ort der Extra-

vasation von Blutzellen, auf die die Chemokine durch Chemotaxis einen wichtigen Ein-

fluss nehmen (Hawkins et al., 1996; Frangogiannis et al., 2002 c). Dazu beginnt die 

Angiogenese im Endothel von Venulen (Folkman, 1982). Die Induktion von CCL4 

(ebenso CCL3 und CXCL2) könnte somit Auswirkungen auf Chemotaxis und Extra-

vasation inflammatorischer Zellen haben und eine Rolle bei der Angiogenese im 

ischämisch-reperfundierten Myokard spielen. 

CXCL2 (alte Nomenklatur: Macrophage Inflammatory Protein-2; MIP-2) ist ein proin-

flammatorisches CXC-Chemokin, das die kardiale Ischämie durch Stimulierung poly-

nukleärer Leukozyten und Monozyten beeinflusst (Chandrasekar et al., 2001; Massey et 

al., 1995; Tarzami et al., 2001). 

 

1.6 Mediatoren im Gewebeumbau 

1.6.1 Tenascin 

 

Im ischämischen Gewebe differenzieren Fibroblasten zu Myofibroblasten und ex-

primieren neben α-smooth muscle actin (α-SMAC) das matrizelluläre Protein Tenascin 

(TNC). TNC ist ein multifunktionales Glykoprotein der extrazellulären Matrix, das vor 

allem während der Embryonalentwicklung und beim Erwachsenen im Gewebs-

remodeling vorkommt (Frangogiannis et al., 2002 a, b). 

 

 

 



23 
 

1.6.2 Transforming Growth Factor-β 

 

Bei der Differenzierung der Myofibroblasten wird dem Transforming Growth Factor-ß 

(TGF-β) eine aktive Rolle zugeschrieben (Frangogiannis et al., 2002 a, b, c). Im hiber-

nierenden Myokard erfolgt eine Hochregulation von TGF-β (Elsässer et al., 2000). Die 

TGF-β-Familie umfasst mehr als 30 Faktoren. Beim Menschen kommen TGF-β1 bis -3 

vor. TGF-β2 und -3 sind vor allem im Nervensystem zu finden, kommen hier stets zu-

sammen vor und weisen identische Effekte auf. Darüber hinaus aber kommt TGF-β2 in 

vielen embryonalen Geweben vor und ist wichtig für die Fibroseentstehung und damit für 

das Remodeling (Deten et al., 2001; Jakowlew et al., 1994). TGF-β3 spielt eine Rolle in 

der embryonalen Herzentwicklung (Potts et al., 1991). Zudem konnte ein Zusammen-

hang zwischen der TGF-β3-Expression und der Kollagenexpression sowie der Ex-

pression von MMP-2 und TIMP-2 an einem Infarktmodell der Ratte nachgewiesen 

werden (Deten et al., 2001). Der biologische Effekt der verschiedenen TGF-β-Isoformen 

wird durch deren Verhältnis untereinander bestimmt (Deten et al., 2001; Massagué, 

1990; Wells, 2000). 

In infarziertem Myokard sorgt TGF-β1 nach Aktivierung von Komplement 5 (C5) für eine 

frühe Leukozyten- und Monozytenrekrutierung  (Bridsall et al., 1997; Frangogiannis et 

al., 2002 a, b, c). TGF-β-Freisetzung aus ischämisch verletzten Zellen führt zur Ein-

wanderung mononukleärer Zellen (Kumar et al., 1997). Diese produzieren Zytokine und 

Wachstumsfaktoren wie basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), welche zu Fibroblastenproliferation und Angio-

genese führen und damit die Grundlage zur Entstehung einer Infarktnarbe bilden. Dabei 

wird die Reifung der Makrophagen durch Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-

CSF) während der Reperfusion initiiert, die Mastzelldifferenzierung und - einwanderung 

durch den „stem cell factor“ vermittelt. TGF-β1 reguliert das Wachstum von Fibroblasten 

und deren Differenzierung zu Myofibroblasten und ist an der Modulation der extra-

zellulären Matrix durch Stimulierung von MMPs und TIMPs beteiligt (Desmouliere et al., 

1993; O´Kane und Ferguson, 1997; Sappino et al., 1990 a, b; Thompson et al., 1988). 

Begleitet werden diese Prozesse von einer vermehrten OPN-Expression (Dobaczewski, 

2010). TGF-β1 stellt einen der potentesten und am weitesten verbreiteten 

profibrotischen Mediatoren im menschlichen Organismus dar (Wells, 2000). 
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1.6.3 Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren 

 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind die Hauptmediatoren des Remodeling auf der 

Ebene der extrazellulären Matrix und spielen eine zentrale Rolle bei der Organent-

wicklung und im Gewebsremodeling im Rahmen von Entzündung und Verletzung (Liu et 

al., 2006). Je nach Substratspezifität und chemischer Struktur werden sie in Kolla-

genasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine und MT-(membrane type) MMPs unter-

teilt (Murphy und Nagase, 2008). Mit Ausnahme der MT-MMPs, welche membrange-

bunden sind, werden die MMPs als inaktive Proenzyme in den Extrazellulärraum sezer-

niert. Ihre Produktion erfolgt durch verschiedene Zellen, wie Fibroblasten, Myozyten, 

glatte Muskelzellen oder Makrophagen (Hartung, 2000; Spinale et al., 2000; Takino et 

al., 1995). Die Regulation dieser proteolytischen Enzyme erfolgt hauptsächlich über pro-

inflammatorische Zytokine wie TNF-α oder Interleukine (Spinale et al., 2000). Durch 

zusätzliche Aktivierungssignale wie ROS, ischämische Trigger (Thrombin, Chymase) 

oder Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) aus Mastzellen wird das Propeptid abgelöst 

und somit das Enzym durch Freilegen der aktiven Stelle aktiviert (Stewart et al., 2003). 

Dieser Prozess kann auch durch MT-MMPs oder andere proteolytische Faktoren wie 

Plasminogenaktivatoren oder Plasmin katalysiert werden, wobei letztere durch In-

flammation oder bei Aktivierung der Gerinnungskaskade entstehen (Heymans et al., 

1999; Sun et al., 2004). In diesem Zusammenhang können MMPs eine Rolle bei der 

atherosklerotischen Plaqueruptur spielen und durch ein Einwirken ihrer Enzymaktivität 

auf die lokale fibrotische Kappe eine zunächst chronische Erkrankung in einen akuten 

Myokardinfarkt verwandeln (Liu et al., 2006). Weiterhin sind sie am Fortschreiten des 

ventrikulären Remodeling nach Myokardinfarkt mit den Folgen von ventrikulärer Hyper-

trophie und Dilatation dadurch beteiligt, dass sie einen Zusammenbruch des Kollagen- 

und Elastinnetzwerkes bewirken (Liu et al., 2006). 

Die TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) sind endogene Inhibitoren der 

MMPs und damit wichtige Regulatoren im Umbau der extrazellulären Matrix und beim 

Gewebsremodeling. Sie spielen eine Rolle als Promotoren der Zellproliferation, haben 

eine antiangiogenetische Wirkung sowie pro- und antiapoptotische Eigenschaften (Brew 

und Nagase, 2010). Insgesamt existieren vier verschiedene TIMPs (TIMP-1 bis -4). Sie 

alle fungieren als Inhibitoren der MMPs, haben allerdings unterschiedliche Affinitäten zu 
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bestimmten Inhibitor-Protease-Paaren, wobei TIMP-3 das breiteste Inhibitionsspektrum 

bezüglich der MMPs aufweist (Nagase und Murphy, 2008). Die Interaktionen sind relativ 

spezifisch, wobei durch Bildung eines Komplexes die Aktivierung der MMPs bzw. deren 

proteolytische Aktivität gehemmt wird. So besitzt TIMP-1 eine erhöhte Affinität zum 

Propeptid von MMP-9, aktiviertem MMP-9 und MMP-3 (Alvarez et al. 1990; Nagase und 

Murphy, 2008).  

TIMP-2 bildet in erster Linie über seine N-terminale Domäne einen Komplex mit dem 

Propeptid von MMP-2 und mit aktiviertem MMP-2. Über die Interaktion mit Pro-MMP-2 

ist es darüber hinaus Teil des Aktivierungsmechanismus von pro-MMP-2 zu aktiviertem 

MMP-2 (Atkinson et al., 1995; Bernardo und Fridman, 2003; Itoh et al., 2001). 

Anders als TIMP-1- und 2 liegen TIMP-3 und -4 im Interstitium nicht als freie Moleküle 

vor, sondern sind an Bestandteile der extrazellulären Matrix gebunden (Greene et al., 

1996; Pavloff et al., 1992). TIMP-3 inhibiert die Aktivierung von pro-MMP-2 (English et 

al., 2006) und scheint eine Rolle bei degenerativen Erkrankungen der Retina zu spielen 

(Langton et al., 1998). TIMP-4 konnte bislang nur im Herzmuskelgewebe nachgewiesen 

werden (Gomez et al., 1997) und hemmt effektiv die pro-MMP-2-Aktivierung durch 

Inhibierung von MT1-MMP (Bigg et al., 2001). 

 

1.7 Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren 

 

Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) sind ligandenaktivierte Trans-

kriptionsfaktoren und gehören zur Superfamilie nukleärer Hormonrezeptoren, wie z.B. 

dem Steroidhormonrezeptor (Isseman und Green, 1990). Die Regulation der Genex-

pression erfolgt zunächst durch Ausbildung eines heterodimeren Komplexes mit dem 

Retinoid X Rezeptor (RXR), welcher ein verbreiteter Bindungspartner für zahlreiche 

nukleäre Hormonrezeptoren, wie z.B. den Schilddrüsenhormonrezeptor oder den 

Vitamin-D-Rezeptor, darstellt (Mangelsdorf und Evans, 1995). Mit Hilfe dieses 

Komplexes werden in einem zweiten Schritt PPAR-respose-Elemente (PPAREs) 

erkannt, welche in der Promotorregion der Zielgene lokalisiert sind (Schoonjans et al., 

1996; Tugwood et al., 1992). Bisher konnten 3 Subtypen von PPAR identifiziert werden, 

PPAR-α, PPAR-ß und PPAR-γ (Dreyer et al., 1992). Sie entfalten verschiedene 

physiologische Funktionen, abhängig von ihrer Gewebsexpression, Ligandenbindungs-
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spezifität und spezifischer physiologischer Funktion bei Aktivierung (Pruimboom-Brees 

et al., 2006). Synthetische Liganden sind unter anderem  lipidsenkende Fibratderivate, 

wie z.B. Fenofibrat, sowie antidiabetische Thiazolidindione, wie z.B. Troglitazon und 

Rosiglitazon. Natürlich vorkommende Peroxisom-Proliferatoren bilden neben Fettsäure-

derivaten auch Eicosanoide wie Prostaglandine und das Leukotrien B4 (Forman et al., 

1995; Krey et al., 1997). 

PPAR-α wird vor allem in Geweben exprimiert, die eine hohe Rate an β-Oxidation auf-

weisen z.B. braunes Fettgewebe, Leber, Herz, Niere und Skelettmuskulatur (Auboeuf et 

al., 1997). PPAR-α hat auf transkriptionaler Ebene eine Schlüsselfunktion in der Re-

gulation der Fettsäureoxidation, indem es die Expression von Genen, welche für die Auf-

nahme von Fettsäuren und deren Stoffwechsel verantwortlich sind, steuert (Mandard et 

al., 2004). Es gilt als therapeutisches Ziel bei Dyslipidämien. Hierbei werden seit 

mehreren Jahrzehnten Fibrate als PPAR-Agonisten aufgrund ihres triglyceridsenkenden 

und HDL-steigernden Effektes genutzt (van Raalte et al., 2004). In neueren Studien 

wurden zudem antiinflammatorische und antithrombotische Eigenschaften der PPAR-

Agonisten auf die Gefäßwände beobachtet, was zu einer Minderung der Atherosklerose 

beitragen könnte (Li et al., 2004; Rubins et al., 1999). So führt die Aktivierung von 

PPAR-α in Monozyten/Makrophagen zur Reduktion der prokoagulatorischen Aktivität, 

während die Aktivierung von PPAR-γ die Sekretion entzündungsfördernder Zytokine 

inhibiert (Jiang et al., 1998). In Endothelzellen wird die Expression von Adhäsions-

molekülen und auch die Leukozytenadhäsion durch Fenofibrat, als synthetischen PPAR-

α-Liganden blockiert (Marx et al., 1999 a). Zudem inhibieren PPAR-α-Aktivatoren die 

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, aus glatten Gefäßmuskelzellen. 

PPAR-γ hemmt die Expression chemotaktisch wirksamer Mediatoren in den Endothel-

zellen und damit die Migration proinflammatorischer Zellen (Marx et al., 1999 b). Insge-

samt spiegelt sich in der Vielzahl der durch PPAR beeinflussten Mechanismen eine ent-

scheidende Rolle in der Regulation von Entzündungsreaktionen wider.  

Im Gegensatz zu den klar definierten Effekten der PPAR-Agonisten auf den 

Lipidmetabolismus und die Cholesterolhomöostase sind die Wirkungen der PPAR-α-

Aktivität auf den kardialen Stoffwechsel und die kardiale Funktion sowie deren 

pathophysiologische Konsequenzen noch nicht genügend erforscht (Pruimboom-Brees 

et al., 2006). Ein Mäuseherz etwa gewinnt in Ruhe ca. 70 % seiner Energie aus der β-
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Oxidation der Fettsäuren, der Rest wird durch Glykolyse und Glucoseoxidation 

bereitgestellt (Taegtmeyer, 1994). Der relative Beitrag der β-Oxidation an der kardialen 

Energieproduktion steigt beim Fasten, im Rahmen eines Diabetes oder unter ex-

perimentellen Bedingungen. Dies führt zu einer vermehrten Expression von PPAR-α und 

damit zur Aktivierung von Genen, die an der Aufnahme und Degradierung von Fett-

säuren beteiligt sind. Hierdurch wird eine suffiziente Energieversorgung des Myokards 

gewährleistet. Ein herabgesetzter PPAR-α-Level wurde in Nagetiermodellen mit ventri-

kulärer Druckbelastung und im insuffizienten menschlichen Herzen beobachtet. Dies 

ging mit einem erhöhten Verbrauch an Glucose und Laktat einher (Barger et al., 2000; 

Depre et al., 1998; Sack et al., 1996; Sack et al., 1997). Studien an transgenen Mäusen 

mit kardialer Überexpression von PPAR-α haben gezeigt, dass PPAR-α die β-Oxidation 

und den Glucoseverbrauch reguliert (Finck et al., 2002). Die PPAR-α-Überexpression 

führte darüber hinaus zu einer Kardiomyopathie, ähnlich der beim Diabetes (Finck et al., 

2003). Pruimboom-Brees et al. postulierten 2006, dass eine chronische Aktivierung von 

PPAR-α zu einer Nekrose von Kardiomyozyten führt. In der Studie wurden verschiedene 

potente und selektive PPAR-Agonisten verwendet, was die Abhängigkeit von einem be-

stimmten Agens widerlegt und den Klasseneffekt unterstreicht. Die Erhöhung der 

peroxisomalen β-Oxidation durch eine persistierende PPAR-α-Aktivierung korreliert 

zunächst mit dem Auftreten mikroskopischer Verletzungen und einer dadurch bedingten 

Erhöhung der Serumbiomarker für kardiale Schädigung (Pruimboom-Brees et al., 2006). 

Die Myokardnekrose ist letztendlich die Konsequenz aus anhaltend erhöhter per-

oxisomaler β-Oxidation und einer begleitenden Schädigung durch oxidativen Stress 

(Pruimboom-Brees et al., 2006). So kommt es zu einem vermehrten Auftreten von 

Hydrogenperoxid und ROS in PPAR-α-überexprimierten Mäusen (Finck et al., 2003). 

Eine zusätzliche Evidenz für das Vorhandensein von oxidativem Stress ist die Hoch-

regulation des Glutathion-Systems und von Enzymen, die ROS eliminieren (Dewald et 

al., 2004; Pruimboom-Brees et al., 2006). 
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1.8 Cannabinoidrezeptoren 

 

Als Endocannabinoide werden körpereigene Substanzen bezeichnet, die in ihrer 

Wirkung derjenigen von Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) ähneln, welches um 1960 

als primär psychoaktiver Wirkstoff der Hanfpflanze Cannabis sativa entdeckt wurde 

(Gaoni et al., 1964). Die beiden am meisten erforschten Endocannabinoide sind 

Arachinodylethanolamid (oder Anandamide, hergeleitet von „a-nanda“, dem Sanskritwort 

für Glückseligkeit, Freude und Genuss) und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) (Mechoulam 

et al., 1998). Ihre biologischen Effekte werden über spezielle G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren vermittelt (Howlett et al., 1990). Bislang konnten zwei Cannabinoid-

rezeptoren (CB) durch molekulares Cloning identifiziert werden. Der CB1 ist am 

weitesten im Hirngewebe verbreitet (Matsuda et al., 1990), kommt aber auch in ver-

schiedenen peripheren Geweben, wie dem Blutgefäßsystem (Gebremedhin et al., 1999; 

Liu et al., 2000), dem Herzen (Batkai et al., 2004 b) und der Leber vor (Engeli et al., 

2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). Vom CB2 wurde zunächst angenommen, dass er vor-

nehmlich in immunologischen und hämatopoetischen Zellen exprimiert werde (Munro et 

al., 1993; Valk und Delwel, 1998). Neuere Studien fanden ihn allerdings auch im Gehirn 

(Van Sickle et al., 2005), im Myokard (Mukhopadhyay et al., 2007), in Endothelzellen 

(Blazquez et al., 2003) und in Kardiomyoblasten (Mukhopadhyay et al., 2007; Shmist et 

al., 2006). Durch die Einführung von Rimonabant (SR141716A), einem CB1-Agonisten 

zur Therapie bei Adipositas, wurde die Aufmerksamkeit erstmalig auf das Potential 

gelenkt, über das Endocannabinoidsystem kardiovaskuläre Risiken zu senken (Van 

Gaal et al., 2005). Allgemein betrachtet bewirken Cannabinoide in vivo akut eine 

Tachykardie sowie eine Vasodilatation mit unterschiedlicher Wirkung auf den Blutdruck 

(Huestis et al., 1992; Kanakis et al., 1976). Längerfristig kommt es CB1-vermittelt zu 

Bradykardien und arterieller Hypotonie (Benowitz und Jones, 1975; Rosenkrantz und 

Braude, 1974).  

Die Beteiligung des Endocannabinoidsystems bei der myokardialen I/R wurde erstmals 

von Wagner et al. am Rattenmodell belegt (Wagner et al., 2001). In nachfolgenden 

Studien zeigten Lagneux und Lamontagne die Beteiligung des Endocannabinoid-

systems bei der myokardialen Präkonditionierung durch bakterielles Endotoxin (Lipo-

polysaccharid (LPS); Lagneux und Lamontagne, 2001). LPS erhöht die Produktion von 
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Endocannabinoiden in inflammatorischen Zellen (Liu et al., 2003; Varga et al., 1998). In 

isolierten Rattenherzen führte eine Vorbehandlung mit LPS zur Reduktion der Infarkt-

größe und erhöhte die funktionelle Erholung des Myokards nach Reperfusion (Lagneux 

und Lamontagne, 2001). Ähnliche Ergebnisse konnten nach hitzestress-getriggerter 

myokardialer Präkonditionierung beobachtet werden (Joyeux et al., 2002). In beiden 

Fällen konnte zudem gezeigt werden, dass die Effekte durch den CB2-Antagonisten 

SR144528, nicht aber durch den CB1-Antagonisten SR141716 unterdrückt werden 

konnten, was eine Beteiligung myokardialer CB2-Rezeptoren nahelegt (Joyeux et al., 

2002; Lagneux und Lamontagne, 2001). Im Gegensatz dazu verschwand der kardiopro-

tektive Effekt nach myokardialer Präkonditionierung durch kurze Ischämiephasen (5 

Min.) sowohl nach Blockade von CB1 als auch von CB2 (Bouchard et al., 2003). In einer 

neueren Studie beschrieben Wagner et al. eine CB1-vermittelte Beteiligung des Endo-

cannabinoidsystems an der NO-induzierten myokardialen Präkonditionierung (Wagner 

et al., 2006). Ihre kardioprotektive Wirkung vermitteln Cannabinoide durch Aktivierung 

von PKC (Proteinkinase C), den ERK (extrazelluläre signalregulierte Kinase) 1/2-Signal-

weg und p38 MAP-Kinase (Lepicier et al., 2003). An verschiedenen Organen, wie der 

Leber (Batkai et al., 2007; Rajesh et al., 2007), im Gehirn (Zhang et al., 2007) und auch 

am Herzen (Hiley und Ford, 2004; Joyeux et al., 2002; Lamontagne et al., 2006; 

Underdown et al., 2005) konnte gezeigt werden, dass Cannabinoide zu einer Reduktion 

der ischämie- und reperfusionsbedingten Nekrose beitragen können. Eine Verringerung 

nekrotischer Kardiomyozyten konnte auch im Zellkulturmodell nach Einwirkung von 

Cannabinoiden beobachtet werden (Defer et al., 2009). Zusammenfassend kann jedoch 

gesagt werden, dass die Rolle der Cannabinoidrezeptoren und Endocannabinoide in der 

Kardioprotektion durch myokardiale Präkonditionierung bei I/R ein noch sehr kontrovers 

diskutiertes Thema ist. 

 

1.9 Osteopontin im Gewebeumbau 

 

Die o.g. Gewebeumbau-Prozesse werden von einer vermehrten Osteopontin- (OPN)-

Expression begleitet (Baliga et al., 2011; Patouraux et al., 2012; Yu et al., 2009). OPN 

ist ein multifunktionales Phosphoglykoprotein, das erstmals 1986 von Oldberg et al. im 

Knochen identifiziert wurde (Oldberg et al., 1986). In Abhängigkeit von verschiedenen 
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Modifikationen (post-transkriptionales Spleißen der RNA, post-translationale Phosphory-

lierung und Glykolysierung) ist es zwischen 44 und 75 kDa groß (O`Regan und Berman, 

2000; Singh et al., 1990). Sein Genort ist ssp-1 (secreted phosphoprotein-1). Es ist 

Bestandteil der nicht-kollagenen Knochenmatrix und wird sowohl von Osteoblasten als 

auch von Osteoklasten gebildet. Allerdings beschränkt sich das Vorkommen von OPN 

nicht nur auf den Knochen. Vielmehr konnte seine Expression in zahlreichen anderen 

Geweben wie Haut, Niere, Leber, Lunge, Herz, den Blutgefäßen und im Fettgewebe 

nachgewiesen werden. Dabei stellte sich heraus, dass OPN, als Bestandteil der 

extrazellulären Matrix eine Schlüsselfunktion bei vielen inflammatorischen Prozessen im 

Körper einnimmt. Während es als Polymer vorwiegend mit Bestandteilen der extra-

zellulären Matrix wie Fibronektin und Kollagenen interagiert (Kaartinen et al., 1999), 

steuert es als Monomer mit zytokinartiger Wirkung die Migration und Adhäsion in-

flammatorischer Zellen. Außerdem induziert es die Expression entzündlicher Moleküle 

und hemmt die Apoptose (Denhard et al., 2001 a; Liaw et al., 1995; Senger et al., 1996). 

Seine Wirkung entfaltet OPN durch Bindung an verschiedene Zelloberflächenrezeptoren 

wie CD44 oder Integrine (u.a. β1-Integrin, ανβ3, ανβ5; Sodek et al., 2000). Neben 

inflammatorischen Eigenschaften hat OPN als Faktor für die zelluläre Immunantwort 

auch immunmodulatorische Wirkungen. Eine andere Bezeichnung für OPN ist in diesem 

Zusammenhang Eta-1 (early T-Lymphocyte activation 1; Paterca et al., 1989; Paterca et 

al., 1993). Es verstärkt die Wirkung der TH1-Zytokin-Expression (IL-12, Interferon-γ, IL-

2) und inhibiert die Expression der TH2-Zytokine (IL-10, IL-4). Die Organwirkung von 

OPN beinhaltet die Modulation von inflammatorischem Geschehen. An der Niere wird 

OPN von Zellen des distalen proximalen Tubulus bei tubulärer Verletzung exprimiert, 

wie sie im Rahmen der Glomerulonephritis vorkommt (Patarca et al., 1989; Ross et al., 

1993). OPN spielt hierbei eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis, Akkumulation und 

Adhäsion von Monozyten/Makrophagen. Im Rahmen der Adipositas sorgt OPN über in-

flammatorische Zytokine wie TNF-α, Interleukine und CCL2 für die Förderung der 

Makrophagen-Akkumulation und für eine chronische Fettgewebsentzündung. Diese 

chronischen entzündlichen Prozesse scheinen in kausalem Zusammenhang mit der Ent-

stehung der Insulinresistenz bei adipösen Menschen und dem Typ-2-Diabetes zu stehen 

(Hotamisligil, 2006; Weisberg et al., 2003). OPN ist zudem an der Entstehung und Pro-

gression der Atherosklerose beteiligt, indem es die Migration von glatten Muskelzellen 
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und Makrophagen in atherosklerotische Läsionen und deren Akkumulation fördert. Eine 

Überexpression von OPN führt hier zu einer Größenzunahme der Läsion, während 

OPN-Defizienz die Plaquegröße reduziert. Zusätzlich ist OPN an Mechanismen beteiligt, 

die zu Plaqueruptur führen (Scatena et al., 2007). 

Am Herzen konnte die Rolle von OPN in der Regulation von Kollagensynthese und –Ab-

lagerung sowie Remodeling nach Infarkt anhand eines Infarktmodells an Knockout-

Mäusen nachgewiesen werden (Trueblood et al., 2001). Das Fehlen von OPN induziert 

dabei die linksventrikuläre Dilatation und ist mit einer verminderten Kollagensynthese 

und –ablagerung assoziiert (Singh et al., 2010). 

Suazewa et al. konnten in einer Studie mit Patienten, die einer erfolgreichen Re-

vaskularisation nach akutem Vorderwandinfarkt unterzogen worden waren, eine positive 

zeitliche Korrelation zwischen Plasma-OPN-Spiegel und linksventrikulärer Ejektions-

fraktion nachweisen. Auch bei Risikopatienten mit relevanten atherosklerotischen 

Läsionen in der LAD bestand ein Zusammenhang zwischen Plasma-OPN-Spiegel und 

linksventrikulärem Volumen und Funktion (Suazewa et al., 2005). Die protektive Rolle 

des OPN nach ischämischer Verletzung könnte in der Induktion einer späten Prä-

konditionierung (siehe Kapitel 1.3) liegen (Wang et al., 2009). Zudem schützt OPN 

kardiale Fibroblasten nach Reperfusion über den Caspase-3-Weg vor dem Zelltod, 

welcher bei OPN-defizienten Zellen verstärkt zu beobachten ist (Zohar et al., 2004). 

 

1.10 Hypothese 

 

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob OPN eine kardioprotektive Rolle im myo-

kardialen Gewebeumbau nach kurzen repetitiven I/R Episoden am  Mausherzen ausübt. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Mausmodell der kurzen, repetitiven myokardialen Ischämie und            

      Reperfusion  

2.1.1 Protokoll der initialen Operation 

 

Als Grundlage für den initialen Eingriff fungierte das Modell der myokardialen I/R von 

Dewald et al. (Dewald et al., 2003). Die Anästhesie der Tiere wurde durch intraperi-

toneale Injektion eines Natrium-Pentobarbital-Gemisches (60 µl/g Körpergewicht) indu-

ziert. Es bestand aus 1,8 ml Pentobarbital (Nembutal 50 mg/ml; Abbott Laboratories, 

North Chicago, IL, USA), 4 ml 100 %igem Ethanol (Aaper Co., Shelbyville, KY, USA) 

und 16 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung (Baxter, Deerfield, IL, USA). Nachdem die Mäuse am 

Thorax rasiert waren wurden sie in Rückenlage mit Klebeband an ihren Extremitäten auf 

dem Operationstisch fixiert. Die Regulation der Körpertemperatur erfolgte durch eine 

Heizplatte auf dem Operationstisch. 

Um den Zugang zur Trachea zu erleichtern wurde der Nacken leicht überstreckt, indem 

eine 3-0 Seidenfadenschlinge (Surgical Silk, Ethicon, Somerville, NJ, USA) in ange-

messener Spannung um die oberen Nagezähne gelegt wurde. Die anschließende 

Hautdesinfektion wurde mit Betaisodona (Mundipharma GmbH, Limburg, D) durchge-

führt. Unter Sichthilfe eines Mikroskops (Stemi 2000-CS, Zeiss, Jena, D) wurde der 

Hautschnitt medial von submental bis zum Xiphoid geführt und die Hautlappen zur Seite 

präpariert. Peritracheales Fettgewebe und Muskulatur wurden ebenfalls seitwärts ver-

schoben und so die Trachea freigelegt. Die Intubation erfolgte nach Anheben des 

Zungengrunds durch leichtes Herausziehen der Zunge mit einem aus Polyethylen (PE) 

gefertigten PE-90 Tubus (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA). Die korrekte Lage des 

Tubus (etwa 5-8 mm distal des Larynx) wurde unter Sichtkontrolle überprüft. Das freie 

Tubusende wurde über einen PE-160 Verbindungsschlauch an einen Kleintierventilator 

(Mini Vent Typ 845, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, D) angeschlossen und 

am Operationstisch fixiert. Die Beatmung erfolgte mit 100 %igem Sauerstoff bei einem 

Atemminutenvolumen von 200 µl und einer Atemfrequenz von ca. 110/Minute. 

Die Thorakotomie erfolgte links parasternal unter Durchtrennung der 3.-5. Rippe mit an-

schließender Blutstillung durch elektrisches Kauterisieren (Codman, Randolph, MA, 
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USA). Der Thorax wurde anschließend durch eine rechtsseitige und zwei linksseitige 

transthorakale 6-0-Prolene®-Nahtschlingen (Ethicon) offen gehalten. Nach stumpfer 

Perikardiotomie wurde der RIVA (Ramus interventrikularis anterior) lokalisiert. Eine 8-0-

Prolene®-Ligatur (Ethicon) wurde 1-3 mm distal des linken Atriums um den RIVA 

vorgelegt. Um diesen Vorgang zu erleichtern wurde die Nadel u-förmig gebogen. Die 

Fadenenden wurden durch einen 0,5 mm lang geschnittenen  und in 100 %igem Ethanol 

desinfizierten PE-10-Tubus (Becton Dickinson) gefädelt. Mit einer Kalt-Nadel (Größe 3; 

Fine Science Tools, Lausanne, CH) wurden die Fadenenden an den entsprechenden 

Seiten transthorakal geführt  und in subkutanen Hauttaschen im Bereich der Axilla 

verstaut. 

Der Thoraxverschluss erfolgte daraufhin durch drei bis vier 6-0-Prolene®- Einzelknopf-

nähte. Besondere Vorsicht galt während der gesamten Operation der Arteria thoracica 

interna sowie der rechten Lunge mit dem Ziel, eine unstillbare Blutung sowie einen 

Pneumothorax zu vermeiden. Durch kurzes Abklemmen des Tubus vor dem Festziehen 

der letzten Naht des Thoraxverschlusses wurde die Lunge vollständig aufgebläht und 

die Beatmung beendet. Die Spontanatmung setzte für gewöhnlich innerhalb einer 

Minute ein. Bis zum Ende des Eingriffs atmeten die Tiere 100 %igen Sauerstoff. Zuletzt 

wurde die Hautwunde mit Hilfe einer fortlaufenden 6-0-Prolene®-Naht wieder ver-

schlossen. Zum Ende des Eingriffs wurde der Tubus entfernt und 0,5 ml einer Lösung 

intraperitoneal appliziert, die dem Volumenersatz, der Schmerzstillung sowie der In-

fektionsprophylaxe diente. Sie bestand aus 100 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung, 800 µl 

Metamizol und 8 ml Zinacef® (Himka Pharma GmbH, Graefelfing, D). Das Aufwachen 

erfolgte unter Sauerstoffgabe, unterstützt von einer Infrarot-Heizlampe. Anschließend er-

holten sich die Mäuse für 7-10 Tage von dem initialen Eingriff. Diesem Operations-

protokoll wurden sowohl Wildtyp-Mäuse (WT-Mäuse) als auch Osteopontin-Knockout-

Mäuse (OPN-/--Mäuse) unterzogen.   

 

2.1.2 Protokoll der repetitiven Ischämie und Reperfusion 

 

Das Protokoll bestand aus täglichen, 15-minütigen Ischämieepisoden, die über einen 

Zeitraum von 3, 5 und 7 Tagen wiederholt wurden, sowie aus der anschließenden 

jeweils 24-stündigen Reperfusion. Am Tage der letzten Ischämie wurde 5 Stunden nach 
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der 15-minütigen RIVA-Okklusion das Herz entnommen (siehe Kap. 2.3.1). Zur 

Anästhesie der Mäuse während der täglichen 15-minütigen Ischämie wurde den Tieren 

bei Spontanatmung über eine Nasenmaske ein Gemisch aus 1,5 %igem Isofluran 

(Isoflo, Abbott Laboratories) und Sauerstoff (1l/Minute) zugeführt. Die Versuchstiere 

wurden in Rückenlage an ihren Extremitäten mittels Klebeband und EKG-Kontaktcreme 

(Signa Elektrode Cream; Parker Laboratories, NJ, USA) auf EKG-Ableitungsflächen am 

Operationstisch befestigt. Das EKG wurde mit Hilfe der zweiten Ableitung nach 

Einthoven aufgezeichnet.  

Nach Entfernung der Hautnaht wurde die Haut eröffnet und die zuvor in den axillären 

Hauttaschen verstauten Fadenenden der RIVA-Schlinge an einem mobilen 

Metallzylinder mittels Klebeband befestigt. Unter Beobachtung des EKG wurden die 

Metallzylinder langsam auseinander gezogen, die Fäden dadurch gespannt und die 

Ligatur zugezogen, was wiederum eine Okklusion des RIVA zur Folge hatte. Als 

Ischämiezeichen wurde eine ST-Streckenhebung im EKG festgestellt. Die Ischämie 

wurde daraufhin 15 Minuten lang aufrechterhalten. Danach wurden die Fadenenden von 

den Metallzylindern gelöst und wieder unter die Haut verlegt, welche daraufhin ver-

schlossen wurde. Eine erfolgreiche Reperfusion wurde durch die Normalisierung der ST-

Strecke bestätigt. Die Reperfusion erstreckte sich über 24 Stunden, bis zur nächsten 

Ischämie-Episode. Zuletzt erhielten die Mäuse eine intraperitoneale Injektion von 0,5 ml 

des oben genannten Analgesie/Antibiotika-Gemisches. 

EKG- Aufzeichnungen wurden vor, zu Beginn und am Ende einer jeden Ischämie, sowie 

nach Hautverschluss - Reperfusion - durchgeführt. Das Protokoll galt für WT- und OPN-/-

-Mäuse. Tiere, bei welchen die ST-Hebung persistierte und dadurch auf einen Myokard-

infarkt schließen ließ, wurden von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 

 

2.1.3 Gruppendefinition  

WT-Mäuse 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden C57/BL6-WT-Mäuse (Charles River) im Alter von 8-

12 Wochen und einem Körpergewicht von 17 bis 25 g von  der Firma Harlan Sprague 

Dawley (Houston, TX, USA) verwendet. 
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Die Untersuchungen wurden an Kontroll- und I/R-Mäusen nach 3, 5 und 7 Tagen durch-

geführt. Alle Gruppen bestanden aus 10 bis 12 Tieren. 

Die Tierhaltung erfolgte artgerecht unter Beachtung der Tierversuchsgenehmigung mit 

der Nummer 50.203.2-BN 3, 14/03 erteilt durch die Bezirksregierung Köln im zentralen 

Tierhaus der Universitätsklinik Bonn. 

1.) Kontrollgruppen: Bei den Mäusen der Kontrollgruppen wurde eine initiale Operation, 

aber  kein I/R-Protokoll durchgeführt. Die Herzentnahme erfolgte nach einer 7-tägigen  

Erholungsphase im Anschluss an die Initial-OP (0 Tage-Kontrollgruppe). Die Unter-

suchung der mRNA und die histologische Begutachtung der Kontrollgruppentiere sollte 

Aufschluss geben über die Induktion einer Inflammationsreaktion durch das Trauma der 

Initialoperation mit dem Ziel, eine etwaige unerwünschte Induktion später von der 

mRNA-Induktion durch die I/R-Ereignisse unterscheiden zu können. 

2.) I/R-Gruppen: Ab dem 7. postoperativen Tag nach der initialen Operation wurden die 

Mäuse der I/R-Gruppen täglich für die oben bereits genannten unterschiedlichen 

Zeitspannen dem I/R-Protokoll unterzogen. Demzufolge waren die weiteren Versuchs-

tiere in die 3-, 5- und 7-Tage-I/R-Gruppen einzuteilen mit dem Ziel, den Verlauf der 

durch I/R verursachten mRNA-Induktion über eine Zeitspanne von einer Woche nachzu-

verfolgen.  

 

OPN-/--Mäuse 

 

Die Versuche wurden an OPN-/--Mäusen durchgeführt, die das gleiche Alter und Gewicht 

wie die WT-Mäuse hatten. 

Die homozygoten OPN-/--Mäuse für unsere Zucht wurden uns freundlicherweise von S. 

Rittling-Rutgers zur Verfügung gestellt. Die Verpaarung erfolgte nach den Richtlinien der 

Tierversuchsgenehmigung mit der Nummer 50.203.2-BN 3, 14/03 erteilt durch die Be-

zirksregierung Köln. Die Homozygotie der neugeborenen Mäuse für die Deaktivierung 

des OPN-Merkmals wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) an Mäuseschwanz-

DNA getestet. Die Untersuchungen wurden an Kontroll- und I/R-Mäusen nach den o.g. 

Zeitintervallen analog zu den WT-Tieren durchgeführt. Alle Gruppen bestanden aus 7 

bis 10 Tieren. Die Tierhaltung erfolgte wie bei den WT-Tieren. 
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1.) Kontrollgruppe: Es wurde die Initial-Operation ohne Anwendung eines I/R-Protokolls 

durchgeführt und die entsprechenden mRNA-Messungen sowie die histologischen und 

echokardiographischen Untersuchungen durchgeführt. 

2.) I/R-Gruppen: Ähnlich wie bei den WT-Mäusen wurde auch hier das I/R-Protokoll von 

3 bis 7 Tagen angewendet (jeweils mit 3-, 5- und 7-Tagen-I/R). 

 

2.2 Echokardiographie zur Untersuchung der ventrikulären Pumpfunktion 

       

Echokardiographische Messungen wurden jeweils ca. 5 Stunden nach der letzten 

Ischämieepisode mittels eines 15 MHz-Linearschallkopfes (HDI-5000, ATL Phillips, 

Oceanside, CA, USA) durchgeführt.  

Anhand von motion-mode (M-Mode)-Aufnahmen in kurzer Achse wurden systolischer 

und diastolischer Durchmesser des linken Ventrikels sowie die Vorderwanddicke ge-

messen. Um die Ventrikelfunktion der WT- und OPN-/--Mäuse zu beschreiben, wurden 

aus diesen Daten die Fraktionsverkürzung ("fractional shortening", FS) und die Vorder-

wandverdickung ("anterior wall thickening", AWT) nach folgenden Formeln berechnet: 

 

                                        FS (%) = x 100 

 

                                     AWT (%) = x 100 

 

Die FS gibt Auskunft über die globale linksventrikuläre Pumpfunktion und wird aus den 

systolischen (LVsyst) und den diastolischen (LVdiast) linksventrikulären Durchmessern 

bestimmt.  

Die AWT beschreibt die regionale Pumpfunktion der Vorderwand. Sie errechnet sich aus 

den Werten der systolischen (VWsyst) und diastolischen Vorderwanddicke (VWdiast). 

 

 

 

LVdiast

LVsystLVdiast −

VWsyst

VWdiastVWsyst −
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2.3 Probenaufbereitung 

2.3.1 Gewinnung der Gewebeproben 

 

Am letzten Versuchstag wurde der Maus nach fünfstündiger Reperfusion eine letale 

Dosis (120 µg/g Körpergewicht) Natrium-Pentobarbital-Gemisch (Abbott Laboratories) 

intraperitoneal verabreicht. Anschließend wurden sie an ihren Extremitäten in Rü-

ckenlage am Operationstisch fixiert und der Nacken leicht überstreckt, um einen leichte-

ren operativen Zugang zu gewährleisten. In Höhe des Manubrium sterni wurde ein v-

förmiger Hautschnitt beidseits bis kurz unterhalb des Rippenbogens geführt. Die Thora-

kotomie erfolgte in einem u-förmigen Schnitt, ausgehend von der rechten sechsten 

Rippe medioklavikulär über das proximale Manubrium sterni bis zur linken sechsten 

Rippe medioklavikulär. Die Herzentnahme erfolgte durch Durchtrennung von Aorta, A. 

pulmonalis und der Vv. cavae sowie der Lungenvenen. Das Herz wurde dann von 

Pericardresten befreit. Für die weitere Verarbeitung zur mRNA-Isolation wurden die Vor-

höfe auf Klappenebene entfernt. Für histologische Untersuchungen wurden die Vorhöfe 

belassen. Die Herzen wurden in eine RNA-konservierende Lösung (RNA later™; Qiagen 

GmbH, Hilden, D) gegeben und bis zur Weiterverarbeitung im Kühlschrank bei 4 °C ge-

lagert. 

 

2.3.2 Isolation der mRNA 

 

Für jedes Mäuseherz wurden je 2 ml Trizol® Reagent (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) 

in einen 15 ml Flakon (Sarstaedt, Nümbrecht, D) vorgelegt. Anschließend wurden die 

Herzen nacheinander angetaut, anschließend von den RNA later™ (Qiagen GmbH) in 

die vorbereiteten 15 ml Röhrchen (Sarstaedt) überführt und mit einem Gewebs-

homogenisator (ART Micra D1, ART moderne Labortechnik, Mühlheim, D) auf höchster 

Stufe zerkleinert. Nach der Verarbeitung eines jeden Herzens wurde das Messer mit 10 

%igem Natriumdodecylsulfat (SDS; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D), RNase freiem 

Wasser (DNase/RNase freies Wasser, Sigma-Aldrich) und einem scharfen Instrument 

von Geweberesten gereinigt, um eine Übertragung von RNA-Resten auf die nach-

folgenden Proben zu vermeiden. Jeder Probe wurden 200 µl 99 %iges R-Chloroform 
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(Sigma-Aldrich) zur Phasentrennung zugegeben. Diese erfolgte, nach einer Inkubations-

zeit der Proben von 15 Minuten auf Eis, durch eine wiederum 15-minütige Zentrifugation 

bei 12.000 g und 4 °C (Universal 30 RF, Hettich Zentrifugen, Mühlheim an der Ruhr, D).  

Der mRNA-haltige, wässrige Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und zum Ausfällen 

mit 1 ml 99 %igem Isopropanol versetzt. Zum Vermischen wurde alles behutsam ca. 20 

Mal über Kopf geschüttelt und anschließend über Nacht bei - 20 °C bzw. für 1-2 Stunden 

bei – 80 °C inkubiert. Beide Versionen führten hierbei zu gleichwertigen Ergebnissen.  

Die untere Phase wurde zur Weiterverarbeitung in der DNA- und Proteinisolation bis auf 

weiteres bei – 80 °C eingefroren.  

Im nächsten Schritt wurden die Proben nochmals für 15 Minuten bei 12.000 g und 4 °C 

zentrifugiert und der Überstand vorsichtig ausgegossen. 

Anschließend wurden zum Waschen der mRNA 2 ml eiskaltes 75 %iges Ethanol zuge-

geben.   

Nach erneuter Abzentrifugation des Überstandes wurde die mRNA für 20 bis 45 Minuten 

unter dem Abzug (Steril Gemini, Bio-Flow Technik, Meckenheim, D) luftgetrocknet. 

Dann wurde sie in 80 µl RNase freiem Wasser resuspendiert und für 10 Minuten gelöst. 

Schließlich wurde die Extinktion der Proben in einer 1:100 Verdünnung bei Wellen-

längen von 260 nm, 280 nm und 320 nm optimetrisch gemessen (Ultraspec 3000 

UV/Visible Spectrometer, Pharmacia Biotech AG, Dübendorf, D). Die Qualität der Ex-

tinktion wurde durch das Verhältnis 260 nm/280 nm überprüft (Sollwert über 1,6). Mit 

Hilfe des Lambert Beer´schen Gesetzes ließ sich die mRNA-Konzentration der Proben 

aus der Extinktion bei 260 nm ermitteln. 

Das zur Weiterverarbeitung in der Transkription zur cDNA benötigte Volumen von 25 µl 

mRNA wurde in 0,2 ml Tubes (Eppendorf AG, Hamburg, D) vorgelegt und die gesamte 

mRNA bei – 80 °C gelagert. 

 

2.4 Molekularbiologische Analyse mittels Real-time quantitativer PCR 

2.4.1 Prinzip der konventionellen PCR 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) ist heute eine der 

wichtigsten Methoden der modernen Biomedizin. 
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Mit Hilfe dieser Technik lassen sich gezielt spezifische DNA-Fragmente vermehren, die 

zwischen zwei Bezirken bekannter Nukleotidsequenz liegen. Zudem bietet sie die Mög-

lichkeit der Vervielfältigung (Amplifikation) besonders kleiner Nukleinsäuremengen aus 

den unterschiedlichsten Materialien (Mullis und Falloona, 1987). Die Reaktion läuft dabei 

in folgenden Schritten ab: 

Zunächst findet eine Denaturierung der doppelsträngigen DNA (dsDNA) statt. Im An-

schluss daran können sich am 5´- und 3´- Ende des zu amplifizierenden Bereichs 

spezifische Oligonukleotide, die sogenannten Primer anlagern (Annealing). Man unter-

scheidet dabei zwischen einem Forward- und einem Reverse-Primer, die sich an den 

jeweils komplementären DNA-Strang anlagern. 

Die Verlängerung (Elongation) der Primer erfolgt durch eine DNA-abhängige DNA- 

Polymerase mittels freier Desoxynucleosid-Triphosphate (dNTPs). Sie schreitet so lange 

fort, bis die DNA-Polymerase entweder das Ende der Matrize erreicht hat und quasi 

davon „abfällt“ oder die Reaktion anderweitig unterbrochen wird, z.B. durch Erhöhung 

der Temperatur auf 95°C und damit einhergehender erneuter Denaturierung des DNA-

Doppelstranges. 

Durch anschliessendes Kühlen des Reaktionsansatzes auf 40-60 °C in Anwesenheit 

freier Oligonukleotide, können sich diese an die komplementäre Matrize des DNA-

Stranges anlagern. Nun kann erneut ein Doppelstrang synthetisiert werden. Somit ent-

stehen PCR-Produkte von spezifischer Länge und Sequenz. 

Die Abfolge dieser drei Reaktionsschritte (Denaturierung, Annealing, Elongation) wird 

als Zyklus bezeichnet und sollte zwischen 25 und 40 Mal wiederholt werden (Mülhardt, 

2002). 

Bei vorher geringen DNA-Mengen können die nun vervielfältigten Sequenzen per Ge-

lelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht werden. 

Rein theoretisch verdoppelt sich in der PCR die Anzahl der DNA-Moleküle bei jedem 

Zyklus. Der Multiplikationsfaktor läge demnach bei zwei. Tatsächlich jedoch liegt er, be-

zogen auf die Gesamtreaktion bei 1,6 bis 1,7 (Kainz, 2000). Der Grund dafür ist, dass 

die Vermehrungsrate am Ende der PCR geringer ist als am Anfang und in der Mitte, wo 

sie einen exponentiellen Anstieg zeigt. Gegen Ende geht die Vermehrungsrate zunächst 

in ein lineares Wachstum, dann in eine Plateau-Phase über (Kainz, 2000). 
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Dies hat verschiedene Ursachen. Zum einen wird die Aktivität der Polymerase durch 

Bindung an neu synthetisierte Produkte (ab einer Konzentration von ca. 0,3-1 pmol; 

Mülhardt, 2002) und anfallende Pyrophosphate reduziert. Zum anderen kommt es zur 

Zerstörung der Polymerase und der dNTPs durch wiederholt hohe Temperaturen 

während der Denaturierung. Zudem gehen im Laufe der Reaktion dNTPs und Primer 

durch Einbau in neu synthetisierte Produkte verloren, was natürlich ebenfall zum Rück-

gang der Vermehrungsrate in der PCR führt (Kainz, 2000). 

 

 

2.4.2 Real-time quantitative Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) 

Theoretischer Hintergrund 

 

Die quantitative real-time PCR (RT-qPCR) ist eine relativ neue Labormethode, die in 

den 1990er Jahren entwickelt wurde. Sie ermöglicht die Kombination der Amplifikation 

des DNA-Produkts mit dessen Auswertung in einem einzigen Reaktionsgefäß. Der 

Schritt der Auswertung mittels Agarose-Gelelektrophorese fällt dabei weg und führt so 

zu einer immensen Zeit- und Kostenersparnis. 

Die Grundidee beruht auf dem Wunsch, die Amplifikation des PCR-Produktes „live“ zu 

beobachten. In den ersten Versuchen wurde hierzu die PCR alle fünf Zyklen gestoppt, 

ein Aliquot entnommen und dieses ausgewertet (Ginzinger, 2001). Dies barg natürlich 

ein sehr hohes Kontaminationsrisiko und war zudem, insbesondere bei hohem Proben-

aufkommen, sehr zeit- und arbeitsaufwändig. 

Die spätere Erkenntnis, dass man über die 5`-3`-Exonuklease-Aktivität der Taq-

Polymerase eine indirekte Aussage über die Zunahme der Amplifikationsrate während 

der PCR treffen kann, führte dazu, dass radioaktive Sonden entwickelt wurden, die mit 

den Amplifikaten hybridisierten und von der Taq-Polymerase enzymatisch gespalten 

wurden (Holland et al., 1991). 

Später entdeckten Higuchi et al., dass eine Messung der PCR-Produkte während der 

PCR auch durch interkalierende Farbstoffe, im Sinne eines nicht spezifischen 

Detektionssystems möglich ist (Higuchi et al., 1992, 1993). Bei beiden Entwicklungen er-

folgte die Messung der Fluoreszenz vor und nach der PCR in einem separaten Gefäß. 

Durch Kombination eines Thermocyclers mit einer Lichtquelle (Halogenlampe, Laser, 
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Licht emittierende Diode (LED)) sowie eines optischen Detektionsmoduls, konnte nur 

wenige Jahre später die Fluoreszenz auch während der laufenden PCR gemessen 

werden und eine Auswertung in Echtzeit (real time) durchgeführt werden (Ishiguro et al., 

1995; Wittwer et al., 1997). 

Nicht spezifische Detektionssysteme stellen neben spezifischen Detektionssystemen 

eine Möglichkeit zur Visualisierung des Amplikons dar. Beide Varianten beruhen auf der 

Tatsache, dass der Fluoreszenzanstieg proportional zum Anstieg der Konzentration des 

Amplifikationsprodukts stattfindet. Dadurch ist zudem eine Quantifizierung der Aus-

gangs-DNA möglich. Die während des Amplikationsprozesses emittierte Fluoreszenz  

wird während eines jeden Zyklus gemessen und ermöglicht so eine graphische Dar-

stellung, die es dem Anwender erlaubt, die Reaktion in Echtzeit zu beobachten. 

 

Nicht-spezifische Detektionssysteme 

 

Bei den nicht spezifischen Detektionssystemen emittieren unter anderem interkalierende 

Farbstoffe nach Anregung durch energiereiches UV-Licht sichtbares Licht im energie-

ärmeren Wellenlängenbereich (Fluoreszenz). Liegt der Farbstoff frei vor ist die Emission 

nur gering. Erst nach Interkalierung des Farbstoffs in die kleine Windung des DNA-

Doppelstanges wird sie verstärkt (Higuchi et al., 1992, 1993). Die Einlagerung in den 

DNA-Doppelstrang wird durch den planaren Aufbau des Farbstoffmoleküls ermöglicht. 

Der erste auf diese Weise eingesetzte Farbstoff war das hochgiftige und stark cancero-

gene Ethidiumbromid. Inzwischen ist er durch andere Farbstoffe, die ein besseres 

Signal-Hintergrund-Verhältnis aufweisen und nicht gesundheitsschädlich sind verdrängt 

worden. Der am meisten verwendete unter ihnen ist SYBR Green™ (Molecular Probes 

Inc.). 

Die Vorteile dieser Farbstoffe sind unter anderem ihre universelle Verwendbarkeit und 

ihre hohe Signalstärke, da jedes DNA-Molekül mehrere Farbstoffmoleküle binden kann. 

Zudem handelt es sich um recht preisgünstige Farbstoffe. 

Leider ist es mit diesen Farbstoffen nicht möglich, zwischen korrektem Produkt und Arte-

fakten, wie z.B. Primerdimern, zu unterscheiden. Beide binden an SYBR Green™ und 

können somit zu einem Fluoreszensanstieg auch in negativen Proben führen 
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(Vandesompele et al., 2002), was eine Schmelzpunktanalyse am Ende der PCR 

notwendig macht (Ririe et al., 1997). 

 

Spezifische Detektionssysteme 

 

Spezifische Detektionssysteme arbeiten mit Hilfe fluorogener Sonden, deren Prinzip 

darauf beruht, zur eigentlichen PCR-Reaktion, mit Fluoreszensfarbstoffen (Fluorochrom) 

markierte Oligonukleotide dazu zu geben. Diese werden so gewählt, dass sie in einem 

Bereich zwischen den beiden Primern hybridisieren.  

Die Sonden (engl.: Probes) sind zwischen  20 und 30 Basen lang. Ihre Sequenz muss, 

wie bei den Primern, speziell zu dem zu untersuchenden Amplikon passen. Die 

Emission erfolgt erst bei Hybridisierung an die entsprechende Zielsequenz, wodurch das 

Problem der geringen Spezifität entfällt. 

Prinzipiell beruhen alle bisher entwickelten Varianten dieser Sonden auf demselben 

Mechanismus, dem Fluoreszens-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bzw. Föster-

Resonanz-Energie-Transfer, der von Cadullo et al., 1988 entwickelt wurde. 

Ein Fluoreszensfarbstoff lässt sich dabei durch Licht einer bestimmten Wellenlänge (A1) 

anregen und strahlt diese Energie anschließend in Form von Licht einer anderen 

Wellenlänge (E1) wieder ab (Selvin, 1994; Abb. 1). 

Das jeweilige Anregungs- und Emissionsspektrum ist dabei für jeden Farbstoff 

charakteristisch. 

Bringt man nun ein Fluorochrom (F1) in ausreichende Nähe zu einem zweiten Fluoro-

chrom (F2), dessen Anregungsspektrum (A2) dem Emissionsspektrum (E1) des ersten 

Fluorochroms entspricht, springt die Energie zwischen den beiden über wenn der Ab-

stand nicht mehr als 17-20 Basen (10-100 Å) übersteigt (Cardullo et al., 1988). Anstatt 

als Licht der Wellenlänge E1 abgestrahlt zu werden, landet die Energie bei Fluorochrom 

2. Während der PCR kann man nun die Lichtstärke von E1 oder E2 verfolgen und daran 

ablesen, ob die beiden Fluorochrome räumlich weit auseinander (Messen von E1) oder 

dicht beieinander liegen (Selvin, 1994). 
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Abb. 1: Darstellung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET). 
Fluorochrom F1 wird mit Anregungswellenlänge A1 stimuliert und emittiert Licht der 
Wellenlänge E1. In gleicher Weise wird Fluorochrom F2 mit Anregungswellenlänge A2 
stimuliert und strahlt Emissionswellenlänge E2 aus. Befinden sich die beiden 
Fluorochrome in räumlicher Nähe und ist zusätzlich E1=A2, so wird die von F1 emittierte 
Energie auf F2 übertragen und als E2 ausgestrahlt (Selvin, 2004). 
 

Für die Nutzung des FRET-Effekts wird konventionell der Farbstoff FAM (6-Carboxy-

Fluorescein) als Rezeptor/Donor verwendet. Als Quencher/Akzeptor steht der 

Fluoreszensfarbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethylrhodamin) zur Verfügung. Er wird 

auch als „fluoreszierender Quencher“ bezeichnet, da er die aufgenommene Energie in 

Licht anderer Wellenlänge umformt. Er kann auch als Rezeptorfarbstoff genutzt werden. 

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Quenchern entwickelt, die man als dark 

black hole oder non-fluorescent quencher bezeichnet (Nasarabadi et al., 1999). Sie 

emittieren die aufgenommene Energie nicht als Licht unterschiedlicher Wellenlänge, 

sondern als Wärme. Außerdem ist das Absorbtionsspektrum der Non-fluorescent 

Quencher derart konzipiert, dass es mit dem Emissionsspektrum des Reporters maximal 

überlappt, wodurch das Verhältnis von Signal- und Hintergrundfluoreszenz optimiert 

wird. 

 

F 1 F 2 

A 1 E 1 

A 2 E 2 

    E 1 = A 2 

A 1 

F 1 F 2 

E 2 
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Double Dye Sonden/TaqMan®-Sonden 

 

Das Double-Dye-Sonden-Prinzip ist das älteste und derzeit meist genutzte Prinzip. Es 

wurde von Roche und ABI entwickelt und arbeitete zunächst mit radioaktiv markierten 

Sonden (Holland et al., 1991). Aufgrund der hohen Arbeits- und Zeitintensität bei der 

Auswertung wurde zu fluorochrom-markierten Sonden gewechselt. 

Double-Dye-Sonden tragen zwei Fluorochrome auf einer Sonde. Dabei befindet sich der 

Rezeptorfarbstoff am 5`-, der Quencherfarbstoff am 3´-Ende. 

Damit die Sonde bei der Elongation nicht als Primer fungieren kann, ist am 3´-Ende eine 

Phosphatgruppe zusätzlich angefügt (Lie, 1998). Solange die Sonde intakt ist, ist die 

Lichtemission E1 gering. Fast die gesamte Energie (E1), die bei Anregung des 

Reporters (F1) durch Wellenlänge A1 entsteht, wird aufgrund der räumlichen Nähe zum 

Quencher (F2) auf diesen übertragen und als Licht der Wellenlänge E2 emittiert 

(Walker, 2002).  Das emittierte Licht des Rezeptorfarbstoffs wird gelöscht (gequencht). 

Der FRET-Effekt bleibt auch erhalten nachdem die Sonde an den komplementären 

DNA-Strang gebunden hat (Lie, 1998). 

Während der Elongationsphase trifft die Polymerase auf die Sonde und hydrolysiert sie 

mit Hilfe ihrer 5´-3´-Exonukleaseaktivität. Nicht alle Polymerasen haben eine 5`-3`-Exo-

nukleaseaktivität. Zuerst wurde dieses Prinzip bei der Taq-Polymerase beobachtet. Das 

Verhalten der Taq-Polymerase bei der Strangverlängerung ähnelt dabei dem Ver-halten 

einer Comicfigur aus dem um 1980 entstandenen Computerspiel PacMan. In Anlehnung 

daran wurde das Prinzip TaqMan®-Prinzip genannt (Leutenegger, 2001). Nach der 

Hydrolyse befindet sich der Quencher nicht mehr in räumlicher Nähe zum Rezeptor. 

Nun kann der Fluoreszenzanstieg von E1 gemessen werden, da E1 nicht mehr vom 

Quencher abgefangen und umgewandelt wird. 

Eine Weiterentwicklung der TaqMan®-Sonden sind die so genannten molecular 

beacons. Diese Sonden sind aufgrund ihrer eigenkomplementären Enden in der Lage, 

Haarnadelstrukturen auszubilden. Quencher und Reporter kommen dadurch in 

unmittelbare Nachbarschaft zueinander und das Fluoreszenzsignal wird vollständig 

unterdrückt. 
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Normale TaqMan®-Sonden können dagegen unter bestimmten Bedingungen ungünstige 

Tertiärstrukturen ausbilden und somit auch ohne Bindung an die DNA-Matrize eine 

Signalemission erzeugen, weil Rezeptor und Quencher weit voneinander entfernt liegen. 

 

2.4.3 cDNA- Synthese 

 

Die Gewinnung der cDNA erfolgte mittels High capacity cDNA Archieve KIT (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA).  

Die KIT-Komponenten wurden in einem 2 x RT-Master Mix gepoolt um einen gleich-

mäßigen Zusatz zu den jeweiligen Proben zu gewährleisten. Im Einzelnen bestand oben 

genannter Master Mix aus 10 x reverse Transkriptase Puffer (5 µl/Rkt.), 25 x dNTPs (2 

µl/Rkt.), 10 x Random Primers (5 µl/Rkt.), Multi Scribe Reverse Transkriptase (50 U/µl; 

2,5 µl/Rkt.) und RNase freiem Wasser (10,5 µl/Rkt.). Daraus ergab sich für jede Re-

aktion ein 2 x RT-Mastermix-Volumen von 25 µl. Zur cDNA Sammelreaktion wurden je 

25 µl RNA sample und 25 µl 2 x RT-Mastermix zusammen in ein 0,2 ml PCR Tube 

(Eppendorf AG, Hamburg, D) gegeben.   

Die Proben, mit einem nun endgültigen Reaktionsvolumen von 50 µl, wurden kurz zentri-

fugiert und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Die Reverse Transkription wurde 

mit Hilfe eines Thermal Cyclers (Biometria UNO-Thermoblock, Biomedizinische Analytik 

GmbH, Göttingen, D) durchgeführt. 

 

2.4.4 TaqMan® RT-qPCR 

 

Beim TaqMan® handelt es sich um einen 96 Loch Thermocycler mit ebenso vielen Licht-

wellenleitern, über die die TaqMan®-Probe per Laserlicht angeregt wird. Gleichzeitig 

sind sie in der Lage, das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht zu messen. 

Gemäß dem FRET-Effekt (siehe 2.4.2) wird die vom Rezeptorfarbstoff abgegebene 

Lichtenergie bei intakter TaqMan®-Probe auf den Quencherfarbstoff übertragen, welcher 

dann seinerseits Licht von charakteristischer Wellenlänge aussendet. Diese Emission 

wird alle 5 Sekunden vom TaqMan® erfasst. 

Zur Optimierung der PCR wurde zunächst ein geeignetes Arbeitsumfeld geschaffen. Der 

PCR Arbeitsplatz befand sich räumlich getrennt von anderen Arbeitsplätzen. 
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Während der gesamten Arbeitsphase wurden gestopfte Einweg-Pipettenspitzen aus 

Plastik (Sarstaedt, Nümbrecht, D) verwendet und es wurde darauf geachtet, dass Baum-

wollkittel und Latex-Handschuhe getragen wurden, die in regelmäßigen Abständen ge-

wechselt wurden. Es wurde darauf hingewirkt, eine unnötige Kontamination der Proben 

zu vermeiden.   

 

Design von TaqMan®-Probe und Primern: 

TaqMan®-Probe 
 

� das G/C-Verhältnis sollte im Bereich von 20-80 % liegen 
 
� Serien gleicher Nukleotide, insbesondere von Guanin, sollten vermieden 

werden 
 
� am 5’-Ende sollte sich kein Guanin befinden 
 
� die Schmelztemperatur sollte bei 65-68°C liegen 
 
� dem Strang mit mehr Cytosin als Guanin war Vorzug zu geben 
 
� die Länge der TaqProbe® sollte zwischen 9-40 Basen liegen 

 
Primer 
 

� das G/C-Verhältnis sollte im Bereich von 20-80 % liegen 
 

� Serien gleicher Nukleotide, insbesondere von mehr als 4 Guanin, sollten 
   vermieden werde 
 

� die Schmelztemperatur sollte bei 58-60 °C liegen 
 
� die letzten 5 Nukleotide am 3’-Ende sollten nicht mehr als 2 Basen Guanin 

 und/oder Cytosin aufweisen 
 

� Forward- und Reverse-Primer sollten so nahe wie möglich an der 
TaqProbe® liegen, ohne diese jedoch zu überlappen 

 
 

Am Vortag einer geplanten RT-qPCR wurden je 6,65 µl der im vorangegangenen Schritt 

für jede Probe synthetisierten cDNA in je ein 0,2 ml PCR Tube (Eppendorf AG, 

Hamburg, D) vorgelegt und bei 4 °C bis zum Reaktionstag im Kühlschrank aufbewahrt. 
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Am eigentlichen Reaktionstag der RT-qPCR wurde zunächst je ein 0,2 ml PCR Tube für 

jedes zu untersuchende Gene Assay mit 6,65 µl RNase freiem Wasser gefüllt, um 

später als Leerprobe (NTC = No Template Control) mit den eigentlichen Proben mit-

laufen zu können. Dadurch sollten eventuell auftretende grobe Verunreinigungen der 

Proben ausgeschlossen werden. 

Als nächstes wurde ein Mastermix, bestehend aus je 5 µl TaqMan® Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA) zur Durchführung der PCR-

Reaktion, 0,5 µl des jeweiligen TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) 

und 2,5 µl RNase freiem Wasser angesetzt und vermischt (Vortex 2 Genie, Sientific 

Industries inc., Bohemia, NY, USA). 

Die Spezifität des jeweiligen TaqMan® Gene Expression Assay wurde dabei vom Her-

steller überprüft und garantiert. Es enthielt, entsprechend der TaqMan®-Methode, neben 

dem spezifischen Forward- bzw. Reverse-Primer zur Amplifikation der DNA ein weiteres 

Oligonukleotid (TaqMan®-Probe, Sonde). 

Von diesem Mastermix wurden je 27 µl zu den sich bereits in den PCR Tubes be-

findenden 6,65 µl cDNA bzw. RNase freiem Wasser dazupipettiert, wobei darauf ge-

achtet wurde, für jede Probe eine frische Pipettenspitze zu verwenden. 

Danach wurden die Proben sanft bei 1000 n/min. für 2 Minuten zentrifugiert. Das 

Probenvolumen von je 30 µl wurde nun mit Hilfe einer Achtkanalpipette (Finnpipette®, 

Laborsystems) in die Vertiefungen einer 384-well Reaktionsplatte (384-well clear optical 

reaction plate, Applied Biosystems) gegeben. Da es sich um eine Dreifachbestimmung 

handelte, wurden die 30 µl auf jeweils drei Vertiefungen aufgeteilt, also je 10 µl pro 

Vertiefung. Danach wurde die Reaktionsplatte bei 4000 n/min. für 5 Minuten zentrifugiert 

und anschließend mit einer durchsichtigen Klebefolie (Optical Adhesive Covers, Applied 

Biosystems) zum Schutz vor Kontamination verschlossen. Dabei wurde darauf geachtet, 

die Folie nicht direkt mit den Händen zu berühren, um die optische Durchlässigkeit nicht 

zu beeinträchtigen. 

Zur relativen Quantifizierung wurde GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase) 

als so genanntes housekeeping gene amplifiziert. Dabei handelt es sich um eine aktive 

Referenz bzw. eine endogene Kontrolle, bei der die Menge der Ziel-RNA im Verhältnis 

zur insgesamt in der Probe vorhandenen RNA betrachtet werden kann. Als endogene 

Kontrolle eignen sich Gene, die ubiquitär und in konstanter Menge in den zu unter-
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suchenden Zellen vorkommen. Außer GAPDH eignen sich auch 18s rRNA oder ß-Aktin 

zu diesem Zweck. Außerdem wurde bei der RT-qPCR eines jeden gemessenen Gens 

ein sogenannter Calibrator mitgefahren, um eine äquivalente Qualität der Reaktion in 

unterschiedlichen Läufen zu garantieren. 

Die PCR-Amplifikation wurde auf dem TaqMan ABI Prism® 7900HT Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, USA) mit folgender Programmierung durchgeführt: 

 

Schritt Zeit [s] Temperatur [°C]  Zyklen 

UNG-Aktivierung 120 50  1 

Aktivierung der 

AmpliTaq® Gold DNA-

Polymerase 

600 95 1 

Denaturierung 15 95 40 

Annealing/Elongation 60 60 40 

Tab. 1: Programmierung des TaqMan ABI Prism® 7900HT 

 

Die Daten wurden mit der Sequence Detection System 2.1 (SDS 2.1) Software (Applied 

Biosystems, USA) aufgenommen und ausgewertet. 

 

2.5 Auswertung 

 

Die RT-qPCR wurde mittels Taqman® Gene expression Assays durchgeführt und die 

mRNA-Expression wurde auf die Expression in den Kontroll-Tieren sowie auf das house 

keeping gene GAPDH mittels der ∆∆Ct-Methode bezogen. Die Auswertung der Daten 

wurde mittels dem Programm SDS (Applied Biosystems, USA) durchgeführt. 

 

2.6 Statistik 

 

Alle Daten wurden als Mittelwert und Standartfehler des Mittelwerts (Standart Error oft 

the Mean, SEM) dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels 
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multipler Varianzanalyse, gefolgt von Student-Newman-Keuls post-hoc Analyse über-

prüft. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 angenommen.  
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Ergebnisse der Tier-Operationen 

3.1.1 Wildtypmäuse 

 

Bei der vorliegenden Arbeit wurden 56 C57/BL6-WT-Mäuse verwendet. WT-Mäuse, die 

während oder kurz nach der Initialoperation verstarben (n= 12, Überlebensrate 79 %) 

oder den I/R-Eingriff nicht überlebten (n= 1, Überlensrate 98 %) wurden nicht für die 

weiterführenden Auswertungen verwendet. Die restlichen 43 Mäuse wurden wie folgt in 

Gruppen eingeteilt. 

1.) Kontrollgruppe (n= 11): Die Mäuse der Kontrollgruppe wurden initial operiert aber 

keinem I/R-Protokoll unterzogen. 

2.) I/R-Gruppen (n= 32): Mäuse der I/R-Gruppe wurden initial operiert und anschließend 

nach einem I/R-Protokoll behandelt. In die 3- und 5-Tage-I/R-Gruppen wurden jeweils 

n= 10, in die 7-Tage-I/R-Gruppe n= 12 Tiere sortiert. 

 

3.1.2 Osteopontin-Knockout-Mäuse 

 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden 47 homozygote OPN-/--Mäuse verwendet. 

Mäuse, deren Muster an Chemokinen und Zytokinen eher einem Infarkt entsprachen (n= 

1, Überlebensrate 98 %) wurden nicht in die Untersuchung aufgenommen, ebenso 

wenig Mäuse, die während der Initialoperation oder kurz danach verstarben (n= 13, 

Überlebensrate 72 %). Die übrigen 33 Mäuse wurden in folgende Gruppen eingeteilt: 

1.) Kontrollgruppe (n= 7): Nach der initialen Operation wurden die Mäuse dieser Gruppe 

keiner I/R unterzogen. 

2.) I/R-Gruppen (n= 26): Die Mäuse dieser Gruppen wurden verschiedenen I/R-

Protokollen unterworfen. Dabei wurden n= 9 in die 3-Tage-, n= 7 in die 5-Tage- und n= 

10 in die 7-Tage-I/R-Gruppe eingeteilt. 
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3.2 Globale und regionale linksventrikuläre Funktion 

 

Die Datenerhebung erfolgte mittels Motion-Mode Echokardiographie nach 7d I/R, im 

Vergleich zwischen OPN-/-- und WT-Mäusen. 

 

Fraktionsverkürzung 

 

Die M-Mode Echokardiographie zeigte einen signifikanten Rückgang der FS, als 

Parameter für die globale ventrikuläre Pumpfunktion, für die Gruppe der WT- und OPN-/-

-Mäuse nach 7d I/R  im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (34,16 % ± 1,24 % vs. 

41,17 % ± 1,6 % bzw. 27,56 % ± 1,36 % vs. 38,81 % ± 3,18 %) (Abb. 2).  

 

 

 

Abb. 2: Echokardiographische Analyse der Pumpfunktion. Die Fraktionsverkürzung (FS) 
zeigt die globale ventrikuläre Pumpfunktion nach 7d I/R im Vergleich zwischen WT- und 
OPN-/--Mäusen; WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; d, Tage; *, p < 0,05 
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Vorderwandverdickung 

 

In der M-Mode Echokardiographie konnte ein signifikanter Rückgang der AWT, als 

Parameter für die regionale Pumpfunktion, in der Gruppe der OPN-/--Mäuse nach 7d I/R 

im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (24,76 % ± 2,95 % vs. 34,51 % ± 

1,79 %) (Abb. 3). Es zeigte sich, dass die AWT in der Gruppe der WT-Mäuse durch die 

Ischämie weniger stark beeinträchtigt wurde. Hier fand sich kein signifikanter Rückgang 

im Vergleich zur Kontrollgruppe.  

 

 

Abb. 3: Echokardiographische Analyse der Pumpfunktion. Die Vorderwandverdickung 
(AWT) beschreibt die regionale linksventrikuläre Pumpfunktion nach 7d I/R im Vergleich 
zwischen WT- und OPN-/--Mäusen; WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; d, Tage; 
*, p < 0,05 
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3.3 Osteopontin in Wildtypmäusen 

 

Die RT-qPCR-Messung ergab eine signifikante und maximale Erhöhung der mRNA-

Expression nach 3 d I/R im Vergleich zur Kontrollgruppe (38,61 ± 8,28). Nach 1, 5 und 7 

d I/R war keine signifikante Expressionserhöhung zu sehen (Abb. 4). 

 

 

 

Abb. 4: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von OPN-1 
in WT-Mäusen nach 1, 3, 5 und 7 Tagen bezogen auf eine Kontrollgruppe. OPN-1, 
Osteopontin-1; I/R, Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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3.4 Intrazelluläre Faktoren 

3.4.1 Marker des oxidativen Stress 

Glutathionperoxidase 

 

In der Messung von GPX-1 zeigten die Taqman-Ergebnisse für die Kontrollgruppe keine 

Unterschiede der mRNA-Expression von zwischen OPN-/-- und WT-Mäusen (Abb. 5). 

Nach 7d I/R war eine signifikant unterschiedliche GPX-1-mRNA-Expression zwischen 

WT- und OPN-/--Mäusen zu sehen (1,99 ± 0,19 vs. 1,23 ± 0,13). Für alle I/R-Gruppen 

der WT-Mäuse zeigte sich durchgehend eine Erhöhung der GPX-1-Expression im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe. Das Maximum erreichten beide Gruppen nach 3 d I/R. 

 

 

  

Abb. 5: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von GPX-1 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d, Tage; *, p < 0,05 
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Hämoxygenase-1 

 

Die HMOX-1-Expression erreichte in beiden Gruppen ihr Maximum nach 3 Tagen I/R, 

wobei ein signifikanter Unterschied zwischen WT- und OPN-/--Mäusen zu sehen war 

(12,72 ± 1,61 vs. 4,77 ± 0,57). Nach 5 und 7 Tagen I/R konnte ein deutlicher Rückgang 

der HMOX-1-mRNA-Expression in beiden Genotypen beobachtet werden (Abb. 6). Die 

mRNA-Induktion war zu diesen Zeitpunkten tendenziell geringer in  OPN-/--Mäusen. 

Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen konnte sowohl in der Gruppe der WT-

Mäuse als auch der OPN-/--Mäuse nach 5 bzw. 7 Tagen I/R keine signifikante Ex-

pressionserhöhung mehr beobachtet werden. Zwischen den Kontrollgruppen selbst 

zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede in der mRNA-Expression. 

 

 

 

Abb. 6: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
HMOX-1 im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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3.4.2 Zinkspeicherproteine 

Metallothionein-1 

 

In den RT-qPCR-Messungen der MT1-mRNA zeigte sich ebenfalls kein Unterschied 

zwischen den Kontrollgruppen (Abb. 7). In allen drei I/R-Gruppen war die MT1-mRNA-

Expression signifikant höher in WT-Mäusen (5,17 ± 1,08 vs. 2,05 ± 0,19 nach 3 Tagen 

I/R, 5,74 ± 1,22 vs. 1,20 ± 0,08 nach 5 Tagen I/R, 5,52 ± 0,39 vs. 1,50 ± 0,26 nach 7 

Tagen I/R). In OPN-/--Mäusen war keine mRNA-Induktion über das Niveau der OPN-/--

Kontrollgruppe zu beobachten.  

 

 

 

Abb. 7: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von MT1 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage; *, p < 0,05 
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Metallothionein-2 
 
 

Die Ergebnisse der MT2-mRNA-Expression folgten denen für die MT1-Expression. Es 

gab keine Unterschiede zwischen den jeweiligen Kontrollgruppen (Abb. 8). Nach 3 und 7 

Tagen I/R ergaben sich signifikante Erhöhungen der MT2-mRNA-Expression für die 

jeweiligen Gruppen der WT-Mäuse gegenüber den entsprechenden OPN-/--Mäusen 

(21,41 ± 7,79 vs. 3,41 ± 0,44 nach 3d I/R; 35,88 ± 5,64 vs. 1,94 ± 0,44 nach 7d I/R). 

Insgesamt war in der Gruppe der OPN-/--Mäuse keine Hochregulation der MT2-Ex-

pression im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. 

 

 

 

Abb. 8: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von MT2 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage; *, p < 0,05 
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3.5 Inflammatorische  Mediatoren 

3.5.1 Chemokine 

CCL2 

 

In den jeweiligen Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--Mäuse war die CCL2-mRNA nicht 

unterschiedlich exprimiert (Abb. 9). Sowohl für die Gruppe der WT- als auch für die 

Gruppe der OPN-/--Mäuse war nach 3 Tagen I/R die höchste CCL2-mRNA-Expression 

im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen zu beobachten. Hierbei zeigten 

sich zudem signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (20,76 ± 3,62 vs. 

12,95 ± 2,48). Nach 5 und 7 Tagen I/R kam es zu einer deutlichen Regression der 

mRNA-Expression in beiden Gruppen. Nach 7 Tagen I/R entsprach die CCL2-Ex-

pression in der Gruppe der OPN-/--Mäuse wieder nahezu der entsprechenden Kontroll-

gruppe. In der Gruppe der WT-Mäuse persistierte jedoch eine leicht erhöhte CCL2-Ex-

pression. 

 

 

Abb. 9: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von CCL2 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d, Tage; *, p < 0,05   
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CCL3 

 

Auch hier lieferten die RT-qPCR-Messungen keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--Mäuse (Abb. 10). Ähnlich der CCL2-mRNA-Ex-

pression erreichte die CCL3-mRNA-Expression nach 3 Tagen I/R sowohl in der Gruppe 

der WT- als auch in der Gruppe der OPN-/--Mäuse ihren Maximalwert, um dann nach 5 

und 7 Tagen I/R wieder eine rückläufige Expression zu zeigen. Nach 3 Tagen I/R waren 

die Ergebnisse für die CCL3-mRNA-Expression signifikant unterschiedlich zwischen 

WT- und OPN-/--Mäusen (10,59 ± 2,56 vs. 3,92 ± 0,85). In der Folge kam es zu einem 

sukzessiven Expressionsrückgang. 

 

 

  

Abb. 10: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von CCL3 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/-- Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage; *, p < 0,05 
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CCL4 

 

Für die CCL4-mRNA-Expression zeigten sich ähnliche Ergebnisse wie für die RT-qPCR-

Messungen der CCL2- und CCL3-mRNA-Expression. Es waren auch hier keine wesent-

lichen Unterschiede der mRNA-Expression zwischen den Kontrollgruppen für WT- und 

OPN-/--Mäuse zu beobachten (Abb. 11). Im Verlauf wies die CCL4-mRNA-Expression 

nach 3 Tagen I/R ein Maximum für beide Gruppen auf mit einer signifikant unter-

schiedlichen mRNA-Expression für WT- und OPN-/--Mäuse (17,38 ± 3,06 vs. 8,70 ± 

2,69). Ein zunehmender Expressionsrückgang nach 5 und 7 Tagen I/R war auch hier, 

ähnlich der CCL2- und CCL3-mRNA-Expression, zu beobachten.  

 

 

 
 
Abb. 11: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von CCL4 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage; *, p < 0,05                      
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3.5.2 Zytokine 

Tumornekrosefaktor-α 

 

Bezüglich der TNF-α-mRNA-Expression ergaben die RT-qPCR- Messungen keine 

Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--Mäuse (Abb. 12). Es 

zeigten sich weiterhin keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression zwischen 

den jeweiligen Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse nach 3, 5 und 7 Tagen I/R bei einer 

leicht erhöhten mRNA-Expression in den Gruppen der WT-Mäuse gegenüber den 

Gruppen der OPN-/--Mäuse. Nach einem maximalen Expressionsanstieg nach 3 Tagen 

I/R kam es  in beiden Gruppen zu einer sukzessiven Regression der TNF-α-mRNA-Ex-

pression nach 5 und 7 Tagen I/R. Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen blieb 

die mRNA-Expression in beiden Gruppen erhöht. 

 

 

 

Abb. 12: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von TNF-
α im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage 
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Interleukin-10  

 

Die RT-qPCR-Messungen ergaben keine signifikanten Unterschiede der IL-10-mRNA-

Expression zwischen den Gruppen für die WT- und OPN-/--Mäuse nach 3, 5 und 7 

Tagen I/R (Abb. 13). Nach 3 Tagen I/R zeigte sich eine deutliche Erhöhung der IL-10-

mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (8,65 ± 2,77 vs. 7,47 ± 3,59). Nach 5 

und 7 Tagen I/R zeigte sich eine rückläufige mRNA-Expression in beiden Gruppen. Es 

bestand kein Unterschied zwischen den jeweiligen Kontrollgruppen. 

 

 

 

Abb. 13: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von IL-10 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage 
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3.6 Mediatoren des Gewebeumbaus 

Tenascin C 

 

In den Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--Mäuse gab es keine Unterschiede in der 

TNC-mRNA-Expression (Abb. 14). Nach 3, 5 sowie nach 7 Tagen I/R war die TNC-

mRNA-Expression in WT-Mäusen signifikant höher exprimiert als in OPN-/--Mäusen. Das 

Maximum der mRNA-Expression in der Gruppe der WT-Mäuse wurde nach 3 Tagen I/R 

erreicht (88,25 ± 18,39 vs. 4,79 ± 0,88). Die TNC-mRNA-Expression blieb in der Gruppe 

der WT-Mäuse durchgehend erhöht im Vergleich zur eigenen Kontrollgruppe. Dagegen 

zeigte sich in der Gruppe der OPN-/--Mäuse zu keinem Zeitpunkt ein Anstieg der TNC-

mRNA-Expression. 

 

 

 

Abb. 14: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von TNC 
im Vergleich zwischen WT- und OPN-/-- Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion;  
d,Tage; *, p < 0,05                                
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Transforming Growth Factor-β1 

 

Die TGF-β1-mRNA-Expression war zwischen den Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--

Mäuse nicht  unterschiedlich (Abb. 15). Es zeigten sich keine signifikanten Expressions-

unterschiede zwischen den beiden Gruppen nach 3, 5 und 7 Tagen I/R. Die maximale 

Expression wurde nach 3 Tagen I/R in den Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse erreicht, 

nach 5 und 7 Tagen ging die mRNA-Expression in beiden Gruppen sukzessive auf das 

Kontrollgruppen-Niveau zurück. 

 

 

 

Abb. 15: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von TGF-
β1 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage 
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Transforming Growth Factor-β2 

 

Es zeigten sich keine unterschiedlichen TGF-β2-mRNA-Expressionen zwischen den 

Kontrollgruppen der WT- und OPN-/--Mäuse (Abb. 16). Ein Maximum der mRNA-Ex-

pression erreichten beide Gruppen nach 3 Tagen I/R. Die TGF-β2-mRNA-Expression 

zwischen den Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse war nach 5 Tagen I/R signifikant 

unterschiedlich (3,02 ± 0,46 vs. 1,70 ± 0,34). Nach 7 Tagen I/R war die mRNA-Ex-

pression in beiden Gruppen wieder rückläufig. 

 

 

 

Abb. 16: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von TGF-
β2 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage; *, p < 0,05        
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Transforming Growth Factor-β3 

 

Auch hier war keine unterschiedliche Expression zwischen den Kontrollgruppen zu 

sehen (Abb. 17). Es traten keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression 

zwischen den Gruppenpaaren auf. Während sich in den Gruppen der WT-Mäuse durch-

gehend eine leicht erhöhte TGF-β3-mRNA-Expression zeigte, fiel in den Gruppen der 

OPN-/--Mäuse zu keinem Zeitpunkt eine Expressionserhöhung gegenüber der Kontroll-

gruppe auf.   

 

 

 

Abb. 17: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von TGF-
β3 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion; 
d,Tage 
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Matrixmetalloproteinase-2 

 

Die Messungen ergaben signifikante Unterschiede der MMP-2-mRNA-Expression 

zwischen den Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse nach  5 und 7 Tagen I/R mit einer 

maximalen Expression der MMP-2-mRNA nach 5 Tagen I/R bei den WT-Mäusen (2,29 ± 

0,36 vs. 0,94 ± 0,11 nach 5 Tagen I/R und 3,45 ± 0,48 vs. 0,80 ± 0,12 nach 7 Tagen I/R; 

Abb. 18). In den I/R-Gruppen der OPN-/--Mäuse wurde MMP-2, im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, nicht induziert. Die Kontrollgruppen selbst wiesen ebenfalls keine unter-

schiedliche Expression auf. 

  

 

Abb. 18: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
MMP-2 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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Matrixmetalloproteinase-9 

 

Die MMP-9-mRNA-Expression zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden Kontroll-

gruppen, jedoch eine signifikant erhöhte Expression nach 3 Tagen I/R in der Gruppe der 

WT-Mäuse gegenüber den OPN-/--Mäusen (2,85 ± 0,12 vs. 0,82 ± 0,07; Abb. 19). Nach 

3 Tagen I/R war die MMP-9-mRNA in der Gruppe der WT-Mäuse zudem maximal 

exprimiert, zeigte nach 5 Tagen I/R bereits eine rückläufige Tendenz, welche sich nach 

7 Tagen I/R den Ergebnissen der Kontrollgruppe annäherte. In den Gruppen der OPN-/--

Mäuse lag insgesamt keine Induktion der MMP-9-mRNA-Expression nach I/R vor. 

 

 

 

Abb. 19: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
MMP-9 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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Matrixmetalloproteinase-13 

 

Die RT-qPCR-Messungen ergaben eine maximale und signifikant erhöhte MMP-13-

mRNA-Expression nach 3 Tagen I/R in der Gruppe der OPN-/--Mäuse gegenüber den 

WT-Mäusen (3,12 ± 0,70 vs. 0,64 ± 0,09; Abb. 20). Nach 5 und 7 Tagen I/R zeigte sich 

eine rückläufige Tendenz, die sich den Ergebnissen der Kontrollgruppe annäherte. In 

den Gruppen der WT-Mäuse trat zu keiner Zeit eine MMP-13-mRNA-Induktion auf. Die 

Kontrollgruppen zeigten keine unterschiedliche MMP-13-mRNA-Expression. 

 

 

 

Abb. 20: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
MMP-13 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 

 

Die TIMP-1-mRNA-Expression war in den beiden Kontrollgruppen nicht unterschiedlich. 

In keiner der OPN-/--I/R-Gruppen war eine TIMP-1-Induktion gegenüber der Kontroll-

gruppe zu sehen (Abb. 21). Demgegenüber zeigte sich die Expression in den Gruppen 

der WT-Mäuse sowohl nach 3, 5 als auch nach 7 Tagen I/R signifikant erhöht, ver-

glichen mit den jeweiligen OPN-/--Gruppen (38,29 ± 4,61 vs. 2,83 ± 0,56 nach 3 Tagen 

I/R, 30,55 ± 5,87 vs. 1,21 ± 0,24 nach 5 Tagen I/R und 25,08 ± 2,92 vs. 0,95 ± 0,22 

nach 7 Tagen I/R). Ihr Maximum wurde nach 3 Tagen I/R in der Gruppe der WT-Mäuse 

erreicht. 

 

 

 

Abb. 21: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
TIMP-1 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-2 

 

Es gab keine Unterschiede der TIMP-2-mRNA-Expression zwischen den Kontroll-

gruppen (Abb. 22). Nach 3 und 7 Tagen I/R war die TIMP-2-mRNA in den Gruppen der 

WT-Mäuse signifikant höher exprimiert als in den Gruppen der OPN-/--Mäuse (1,16 ± 

0,22 vs. 0,57 ± 0,06 nach 3 Tagen I/R und 1,62 ± 0,22 vs. 0,55 ± 0,07 nach 7 Tagen 

I/R). Die I/R-Gruppen der WT-Tiere zeigten einen sukzessiven Anstieg bis 7 Tagen I/R, 

während in den Gruppen der OPN-/--Mäuse keine erhöhte TIMP-2-mRNA-Expression im 

Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden konnte. 

 

 

 

Abb. 22: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
TIMP-2 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion;  d, Tage; *, p < 0,05 
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Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-4 

 

Auch hier zeigten die Messungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Kontrollgruppen (Abb. 23). In den Gruppen der OPN-/--Mäuse lag zu keinem ge-

messenen Zeitpunkt ein Unterschied zur Kontrollgruppe vor. Nach 7 Tagen I/R war aller-

dings eine signifikant höhere TIMP-4-mRNA-Expression in der Gruppe der WT-Mäuse 

gegenüber den OPN-/--Mäusen zu sehen (2,19 ± 0,20 vs. 1,12 ± 0,09). Gleichzeitig er-

reichte diese hier ihr Maximum. 

 

 

 

Abb. 23: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
TIMP-4 im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, 
Ischämie/Reperfusion; d,Tage; *, p < 0,05 
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3.7 Peroxisomproliferator-aktivierter Rezeptor-α 

 

Während die PPAR-α-mRNA-Expression in den Gruppen der OPN-/--Mäuse im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe zu keinem Zeitpunkt erhöht war, zeigte sich in allen 3 I/R-

Gruppen der WT-Mäuse eine signifikante Erhöhung im Vergleich zu den OPN-/--Mäusen 

und auch im Vergleich zur eigenen Kontrollgruppe (1,31 ± 0,15 vs. 0,80 ± 0,05 nach 3 

Tagen I/R,1,27 ± 0,12 vs. 0,79 ± 0,11 nach 5 Tagen I/R und 1,65 ± 0,1 vs. 0,83 ± 0,08 

nach 7 Tagen I/R) (Abb. 24). Ein Maximum wurde nach 7 Tagen I/R erreicht. Zwischen 

den jeweiligen Kontrollgruppen lag kein Unterschied zu vor.  

 

 

 

Abb. 24: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von 
PPAR-α im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen 
auf Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/-
Reperfusion;  d,Tage; *, p < 0,05 
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3.8 Cannabinoidrezeptoren 

Cannabinoidrezeptor 1 

 

Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen (Abb. 25). Beide 

Gruppen wiesen keine Erhöhung der CB1-mRNA-Expression als Antwort auf I/R im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe auf. Nach 5 Tagen I/R war allerdings eine signifikant geringere 

Expression in der Gruppe der OPN-/--Mäuse im Vergleich zu den WT-Mäusen zu be-

obachten (0,29 ± 0,05 vs. 0,77 ± 0,22). 

 

 

 
 
Abb. 25: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von CB1 
im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion;  
d,Tage; *, p < 0,05 
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Cannabinoidrezeptor 2 

 

Die Ergebnisse der CB2-mRNA-Expression ergaben keine Unterschiede zwischen den 

Kontrollgruppen für WT- und OPN-/--Mäuse (Abb. 26). Das Maximum wurde in der 

Gruppe der WT-Mäuse nach 5 Tagen I/R bei einer signifikant niedrigeren CB2-mRNA-

Expression in der Gruppe der OPN-/--Mäuse erreicht (4,48 ± 1,14 vs. 0,88 ± 0,08). Eine 

Induktion der CB2-mRNA in den I/R-Gruppen der OPN-/--Mäuse im Vergleich zur 

Kontrollgruppe blieb aus. 

 

 

 

Abb. 26: Taqman RT-qPCR: Darstellung der Induktion der mRNA-Expression von CB2 
im Vergleich zwischen WT- und  OPN-/--Mäusen nach 3, 5 und 7 d I/R bezogen auf 
Kontrollgruppen. WT, Wildtyp-Mäuse; OPN-/-, OPN-/--Mäuse; I/R, Ischämie/Reperfusion;  
d,Tage; *, p < 0,05 
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4. Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Rolle von OPN im myokardialen Gewebeumbau 

anhand eines Mausmodells der repetitiven, kurzen I/R. Hierzu wurde die Induktion von 

Zytokinen, Chemokinen, Mediatoren des Gewebeumbaus, PPAR-α und Cannabinoid-

rezeptoren in OPN-defizienten Mäusen mit derjenigen in Wildtypmäusen verglichen und 

damit der Anteil von OPN an der inflammatorischen Antwort und der Entstehung der 

ventrikulären Dysfunktion bestimmt. Die Untersuchungen waren ein wichtiger Teil des 

Projektes, indem außerdem auch histologische Veränderungen qualitativ und quantitativ 

untersucht worden sind. Die Histologie ist in einer anderen Dissertation abgehandelt und 

auf diese wird stellenweise verwiesen. 

Die Überlebensraten nach initialer Operation betrugen 79 % für die WT-Mäuse und 72 

% für die OPN-/--Mäuse. Die initiale Operation war der schwierigste Teil der 

chirurgischen Eingriffe. Die Hauptkomplikationen waren die Entstehung eines 

Pneumothorax sowie die akzidentelle Verletzung der Arteria thoracica interna, die mit 

einer massiven Blutung einherging. In beiden Fällen verstarben die Tiere meist bereits 

perioperativ oder un-mittelbar postoperativ. Der zur Durchführung der Ischämie und 

Reperfusion erforderliche Eingriff war weitaus weniger invasiv und somit weniger riskant, 

wodurch sich die nahezu 100 %ige Überlebensrate erklären lässt. 

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass OPN als Bestandteil der extrazellulären 

Matrix eine Schlüsselfunktion bei zahlreichen inflammatorischen Prozessen im Körper 

einnimmt (Denhard et al., 2001; Liaw et al., 1995; Senger et al., 1996). In der 

vorliegenden Arbeit wurde die Induktion der OPN-mRNA in WT-Mäusen in einem 

Mausmodell der ischämischen Kardiomyopathie ohne Myokardinfarkt – im Sinne einer 

KHK – untersucht. Unsere Ergebnisse zeigten bereits nach einem Tag eine tendenzielle, 

nach 3 Tagen I/R eine signifikante Hochregulation der OPN-mRNA. Die kardioprotektive 

Rolle von OPN nach Infarkt konnte bereits gezeigt werden (Singh et al., 2010; Trueblood 

et al., 2001; Wang et al., 2009). Die OPN-Defizienz führte zu verstärkter links-

ventrikulärer Dilatation und einer verminderten Kollagensynthese.  

Die ventrikuläre Dysfunktion ist eine der wesentlichen Folgeerscheinungen der 

ischämischen Kardiomyopathie. Im Rahmen der KHK führt die progressive Stenose zu 

Durchblutungsstörungen im Myokard, die sich als rezidivierende Episoden von 



77 
 

Ischämien manifestieren. Hierbei entsteht eine vorübergehende ventrikuläre Dysfunktion 

im Sinne eines hibernierenden Myokards, die nach Revaskularisation wieder reversibel 

ist (Rahimtoola et al., 1989). In dem bei dieser Arbeit verwendeten „closed-chest“-Maus-

modell der kurzen repetitiven I/R wurde eine globale und lokalisierte linksventrikuläre 

Dysfunktion durch kurze, repetitive Phasen der I/R verursacht. Diese ist nach Re-

perfusion in WT-Mäusen reversibel (Dewald et al., 2003). Die OPN-/--Mäuse zeigten eine 

vergleichbare Einschränkung der globalen und regionalen Pumpfunktion wie die WT-

Mäuse. Aufgrund der histologisch gesichterten signifikanten Mikroinfarkte in OPN-/--

Mäusen ist von einer Reversibilität der Pumpfunktionsstörung nicht auszugehen. Diese 

Ergebnisse deuten sehr auf eine kardioprotektive Rolle des OPN in der myokardialen 

Ischämie und Reperfusion bei Mäusen. 

Ischämie und Reperfusion führen im myokardialen Gewebe zur Entwicklung von 

reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und damit zu oxidativem Stress. Um den mensch-

lichen Organismus vor den schädigenden Effekten der ROS zu bewahren bestehen ver-

schiedene antioxidative Schutzmechanismen. In dieser Arbeit wurden die GPX-1, ein 

Enzym dessen Hauptfunktion die Elimination von Lipidperoxiden ist, und die HMOX-1, 

die den Abbau von freiem Häm zu Biliverdin, Eisen und CO katalysiert, näher unter-

sucht. Die Expression der HMOX-1 und der GPX-1 war im zeitlichen Verlauf vergleich-

bar mit der OPN-Expression in WT-Mäusen. Die signifikant niedrigere Expression beider 

ROS-Mediatoren in OPN-/--Mäusen lässt auf eine OPN-assoziierte Induktion der anti-

oxidativen Enzyme schließen. Somit scheint OPN eine Rolle im Rahmen der Schutz-

mechanismen des Organismus gegen oxidativen Stress zu spielen, wie er z.B. während 

der „reperfusion injury“ nach I/R auftritt. 

Weitere Faktoren zur Regulation des oxidativen Stress finden sich in der Zelle in Form 

von Metallothioneinen. Die fehlende Induktion von MT1- und MT2-mRNA in den OPN-/--

Mäusen deutet sehr darauf hin, dass in Anwesenheit von OPN aufkommender oxidativer 

Stress in der Zelle besser kompensiert wird und die dadruch bedingte Entstehung einer 

inflammatorischen Reaktion reguliert wird. 

In tierexperimentellen Studien konnte eine massive inflammatorische Reaktion in den 

ersten Tagen der Reperfusion nach Ischämie beobachtet werden (Frangogiannis et al., 

1996). Den Chemokinen kommt dabei durch ihre chemotaktischen Effekte auf 

Monozyten, Makrophagen und Leukozyten eine entscheidende Rolle zu. In der vor-
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liegenden Arbeit zeigte sich, dass repetitive, kurze myokardiale I/R die mRNA-Ex-

pression der Chemokine transitorisch mit einem Höhepunkt nach 3 Tagen induziert. 

Diese Befunde korrelierten mit denen der OPN-mRNA-Expression in WT-Mäusen. In 

OPN-/--Mäusen wurde dagegen eine signifikant niedrigere Expression von Chemokinen 

gemessen. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass OPN eine entscheidende Rolle 

bei der Induktion der Chemokine und damit für die Rekrutierung mononukleärer Zellen 

im Zuge der inflammatorischen Reaktion spielt. Damit könnte OPN indirekt auch die Auf-

lösung der inflammatorischen Reaktion sowie den Ablauf des Remodeling beeinflussen. 

In den Modellen der I/R kommt es im Zuge der inflammatorischen Reaktion auch zur 

Komplementaktivierung, die eine durch TNF-α initiierte Zytokinkaskade auslöst (Davies 

und Hagen, 1997; Frangogiannis et al., 2002 c; Hehlgans und Pfeffer, 2005). Im vor-

liegenden Mausmodell konnten wir zeigen, dass die mRNA einiger mit der in-

flammatorischen Antwort assoziierter Zytokine nach kurzer, repetitiver I/R mit einem 

Maximum nach 3 Tagen I/R in den Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse induziert war. 

Der weitere zeitliche Verlauf der mRNA-Induktion ähnelte dem der Chemokine. Ein Zu-

sammenhang mit der zellulären Infiltration in der Histologie konnte auch hergestellt 

werden. IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin dessen protektive Rolle nach I/R 

durch eine Unterdrückung der akuten inflammatorischen Reaktion zustande kommt 

(Frangogiannis et al., 1998 a, 2000, 2002 c). Im vorliegenden Mausmodell war die IL-10-

mRNA-Expression zwischen den WT- und OPN-/--Mäusen vergleichbar und zeigte eine 

zeitliche Auflösung der Entzündungsreaktion auf. Insgesamt kann konstatiert werden, 

dass OPN nur einen geringen Einfluss auf die Induktion der Zytokine und einen 

deutlichen Effekt auf die Expression von Chemokinen hat. OPN scheint hier einen 

wesentlichen Einfluss auf die Regulation der inflammatorischen Antwort nach I/R zu 

haben. 

Verschiedene Studien zeigten eine Rolle des OPN im Remodeling (Dobaczewski, 2010; 

Singh et al., 2010; Trueblood et al., 2001). Die Frühphase des Remodeling ist durch die 

Expression von TNC gekennzeichnet. Die OPN-/--Mäuse zeigten keine Induktion von 

TNC im Verlauf, was auf dessen Regulation durch OPN hindeutet. Die histologischen 

Ergebnisse untermauern diesen Befund, da die OPN-/--Mäuse  eine verminderte 

Akkumulation von Myofibroblasten in das ischämische Gewebe und eine verlängerte 

Infiltration des Gewebes mit monozytären Zellen aufwiesen. Damit wird ein verzögertes, 
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bzw. gestörtes Remodeling in Abwesenheit von OPN nahegelegt - ein sog. „adverse 

remodeling“ (Dewald et al., 2005). 

Die Mediatoren der TGF-β-Familie besitzen eine zentrale Rolle im Remodeling. TGF-β1 

stellt einen der potentesten und am weitesten verbreiteten profibrotischen Mediatoren im 

menschlichen Organismus dar (Wells, 2000). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

zeigen ein transitorisches Maximum der TGF-β1-mRNA-Induktion nach 3 Tagen I/R in 

den Gruppen der WT- und OPN-/--Mäuse. TGF-β2 ist ebenso wichtig für die Fibrose-

entstehung (Deten et al., 2001; Jakowlew et al., 1994). Nach 5 Tagen I/R war die TGF-

β2-mRNA in der Gruppe der OPN-/--Mäuse deutlich niedriger exprimiert. 

Interessanterweise blieb die TGF-β3-mRNA-Induktion in OPN-/--Mäusen aus, im Ver-

gleich zu der Induktion bei WT-Tieren. Auch diese Ergebnisse weisen auf eine Rolle des 

OPN in der Regulation des myokardialen Remodeling im Modell der repetitiven I/R bei 

Mäusen hin. 

Nach der Entstehung der Fibrose sind die MMPs die Hauptmediatoren des Umbaus der 

extrazellulären Matrix (Liu et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit zeigt das Ausbleiben 

der mRNA-Induktion von MMP-2 und MMP-9, sowie die deutliche Induktion von MMP-13 

in den OPN-/--Mäusen eine differenzierte Regulation des Remodeling in Abhängigkeit 

von OPN. Als Einschränkung der Interpretation ist anzumerken, dass die mRNA-Ex-

pression der MMPs nicht direkt die Wirkung der aktivierten Enzyme im Gewebe 

wiederspiegelt, sondern lediglich auf einen veränderten Bedarf an Synthese der MMPs 

hinweist. 

Die TIMPs sind endogene Inhibitoren der MMPs und damit ebenfalls wichtige Re-

gulatoren im Umbau der extrazellulären Matrix und beim Gewebsremodeling (Brew und 

Nagase, 2010). In unseren Messungen zeigt sich ein Maximum der TIMP-1-Expression 

nach 3 Tagen I/R, sowie eine kontinuierliche Induktion von TIMP-2 und -4 in der Gruppe 

der WT-Mäuse. In den Gruppen der OPN-/--Mäuse wurde dagegen keine Induktion der 

TIMPs beobachtet. TIMP-4 konnte bislang nur im Herzmuskelgewebe nachgewiesen 

werden (Gomez et al., 1997) und hemmt effektiv die pro-MMP-2-Aktivierung durch 

Inhibierung von MT1-MMP (Bigg et al., 2001). Aufgrund dieser spezifischen Wechsel-

wirkungen korrelieren die Ergebnisse von TIMP-2 und TIMP-4 mit denen für MMP-2. 

Daraus lässt sich schließen, dass OPN nicht nur einen Einfluss auf die ubiquitär vor-
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kommenden Mediatoren, sondern auch auf die herzspezifischen Marker des Auf- und 

Abbaus der extrazellulären Matrix in einem ischämischen Mausherzen hat. 

In Bezug auf die bereits diskutierten Ergebnisse erscheinen zwei weitere Regulations-

systeme interessant: PPAR und Rezeptoren des Endocannabinoidsystems. 

Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) entfalten verschiedene physio-

logische Funktionen, abhängig von ihrer Gewebsexpression, Ligandenbindungsspezifität 

und spezifischer physiologischer Funktion bei Aktivierung (Pruimboom-Brees et al., 

2006). In unserem Mausmodell der repetitiven I/R wurde eine spezifische Regulation 

des PPAR-α mit Kardioprotektion im Sinne einer Abwendung von Lipotoxizität assoziiert. 

In der vorliegenden Arbeit deutet eine fehlende Induktion von PPAR-α in OPN-/--Mäusen 

auf eine Beteiligung des OPN an der Regulation von PPAR-α. Somit wäre dies ein 

weiterer Hinweis darauf, dass OPN eine Rolle im Rahmen der Regulation in-

flammatorischer Prozesse spielt, welche durch die antiinflammatorischen und anti-

thrombotischen Eigenschaften von PPAR-α vermittelt werden (Rubins et al., 1999; Li et 

al., 2004). Dieser Befund und die zugrunde liegenden Mechanismen sollen in weiteren 

Projekten näher untersucht werden.  

Bei Cannabinoidrezeptoren (CB) handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 

welche die biologischen Effekte des Endocannabinoidsystems vermitteln (Howlett et al., 

1990). Der CB1 ist am weitesten im Hirngewebe verbreitet (Matsuda et al., 1990), 

kommt aber auch in verschiedenen peripheren Geweben, wie dem Blutgefäßsystem 

(Gebremedhin et al., 1999; Liu et al., 2000), dem Herzen (Batkai et al., 2004 b) und der 

Leber vor (Engeli et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). Unsere Messungen zeigten 

keine mRNA-Induktion in WT- und OPN-/--Mäusen während des I/R-Protokolls. Der CB2 

wird vornehmlich in immunologischen und hämatopoetischen Zellen exprimiert (Munro 

et al., 1993; Valk und Delwel, 1998) und wurde auch im Myokard nachgewiesen 

(Mukhopadhyay et al., 2007). Die Induktion von CB2 kann die Leukozytenmigration im 

Rahmen einer akuten inflammatorischen Reaktion hemmen und spielt damit eine große 

Rolle bei der Regulation einer solchen Entzündungsreaktion, wie sie auch nach I/R vor-

kommt (Liu et al., 2013). Unsere Ergebnisse zeigen eine maximale mRNA-Expression 

nach 5 Tagen I/R in der Gruppe der WT-Mäuse bei fehlender mRNA-Induktion im I/R-

Protokoll der OPN-/--Mäuse. Damit scheint OPN auch eine Verbindung mit der Aktivität 
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des Endocannabinoidsystems und womöglich seinen kardioprotektiven Eigenschaften 

zu haben.  

Zusammenfassend konnte der kardioprotektive Effekt von OPN nun auch im Rahmen 

der kurzen repetitiven I/R belegt werden. Es konnte neben einer zeitlichen Korrelation 

der OPN-Expression in WT-Mäusen zu verschiedenen Mediatoren des oxidativen 

Stress, der Entzündungsreaktion und im Gewebeumbau auch eine funktionelle Be-

deutung in diesen Prozessen hergestellt werden. Die Bedeutung von OPN in der Kardio-

protektion scheint auch über weitere Systeme wie PPAR oder Endocannabinoide 

vermittelt zu sein.  
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5. Zusammenfassung 

 

Die koronare Herzerkrankung als Manifestation der Atherosklerose an den Gefäß-

wänden der Koronararterien ist gekennzeichnet durch kurze, repetitive Episoden von 

Ischämie und Reperfusion (I/R). Damit geht eine reversible ventrikuläre Dysfunktion auf-

grund einer sich entwickelnden ischämischen Kardiomyopathie einher. Diese wird auf-

grund ihrer Reversibilität auch als hibernierendes Myokard bezeichnet. Repetitive I/R 

führt im vorliegenden Mausmodell zu einer transienten Induktion von Chemokinen sowie 

einer reversiblen Fibrose. In dieser Arbeit wurde die Rolle des matrizellulären Proteins 

und Markers der Makrophagenreifung Osteopontin-1 (OPN) näher untersucht. Hierzu 

wurde einmal täglich eine 15-minütige Ischämie mit anschließender Reperfusion durch 

Verschluss der LAD an 3, 5 oder 7 aufeinanderfolgenden Tagen an C57/Bl6 

Wildtypmäusen (WT) sowie OPN-/--Mäusen durchgeführt. Anschließend wurden die 

Herzen echokardiographisch untersucht und einer mRNA-Analyse (Taqman®) unter-

zogen. In WT-Mäusen war ein 15-facher Anstieg der OPN-mRNA-Expression nach 3 

Tagen I/R zu sehen. Begleitet wurde diese durch eine globale und regionale Dysfunktion 

nach 7 Tagen I/R, die zwischen den WT- und OPN-/--Mäusen vergleichbar war. Die 

OPN-/--Mäuse zeigten eine spezifische Wirkung auf die Epxression von Chemokinen und 

eine weniger spezifische Wirkung auf die Induktion von Zytokinen auf. Diese wurde be-

gleitet von einer signifikant niedrigeren Expression von Mediatoren des oxidativen 

Stress HMOX-1, GPX-1, MT1 und MT2. Die OPN-Defizienz führte nicht zu einer In-

duktion des frühen Markers des Remodeling TNC, bewirkte aber gleichzeitig eine 

differenzierte Regulation weiterer wichtiger Faktoren wie TGF-β, MMPs, oder TIMPs. Zu-

sammen mit den histologischen Ergebnissen zeigte sich ein Bild des verzögerten 

Remodelings. Die fehlende mRNA-Induktion von PPAR-α und des Endocannabinoid-

rezeptors CB2 in OPN-/--Mäusen deutet darüber hinaus auf eine regulatorische Wirkung 

von OPN in anderen Bereichen der Kardioprotektion hin. 

Zusammenfassend belegen die vorliegenden Daten eine wichtige Rolle für OPN in der 

Regulation des oxidativen Stress, der damit verbundenen Entzündungsreaktion und des 

nachfolgenden myokardialen Remodeling im Modell der repetitiven I/R bei Mäusen.  
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Tab. 1 Programmierung des TaqMan ABI Prism® 7900HT    48 
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