
 
  

Tragen Fibrosierung und Hypoxie im Herzgewebe zum 

kardioprotektiven Effekt in Cx3cr1-defizienten Mäusen 

nach transverser aortaler Konstriktion bei? 

 

 

 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. med.)  

der Hohen Medizinischen Fakultät 

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität 

Bonn 

 

 

 

 

 

Lisa Faye Slater 

aus Münster 

2025 



 
  

Angefertigt mit der Genehmigung  

der Medizinischen Fakultät der Universität Bonn 

 

 

 

 

1. Gutachterin: PD Dr. Christina K. Weisheit  

2. Gutachter: Prof. Dr. Sebastian Zimmer  

 

 

 

 

Tag der Mündlichen Prüfung: 06.03.2025 

 

 

 

 

Aus der Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie und operative Intensivmedizin  

 



3 
 

Inhaltsverzeichnis 

 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................... 6 

1. Einleitung ........................................................................................................... 7 

1.1 Linksherzhypertrophie – Ursache, Folgen und Therapiemöglichkeiten ............. 7 

1.2 Die Durchblutung des Herzens .......................................................................... 9 

1.3 Die Adaptation des Herzens auf erhöhte Druckbelastung ............................... 11 

1.3.1 Die Fibrosierung des Herzgewebes ................................................................. 13 

1.4 Erhöhte linksventrikuläre Druckbelastung im Mausmodell ............................... 16 

1.5 Die Rolle des Immunsystems .......................................................................... 17 

1.6 Der Fraktalkinrezeptor (Cx3cr1) ....................................................................... 18 

1.7 Thematische Eingrenzung ............................................................................... 20 

1.8 Fragestellung ................................................................................................... 21 

2. Material und Methoden .................................................................................... 22 

2.1 Verwendete Substanzen und Materialien ........................................................ 22 

2.1.1 Reagenzien ...................................................................................................... 22 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien ..................................................................................... 23 

2.1.3 Puffer und Lösungen ....................................................................................... 23 

2.1.4 Geräte .............................................................................................................. 24 

2.1.5 Antikörper ........................................................................................................ 24 

2.1.5.1 Primäre Antikörper ....................................................................................... 24 

2.1.5.2 Sekundärer Antikörper ................................................................................. 24 

2.2 Versuchstiere ................................................................................................... 25 

2.3 Gruppendefinition ............................................................................................ 25 

2.4 Aufbereitung und Fixierung der Schnitte .......................................................... 26 

2.5 Quantitative Real Time PCR ............................................................................ 26 



4 
 

2.6 Histologie ......................................................................................................... 27 

2.6.1 Übersichtsfärbung ............................................................................................ 27 

2.6.2 Pikro-Siriusrot-Färbung .................................................................................... 27 

2.6.3 Immunfluoreszenz-Färbung ............................................................................. 28 

2.6.3.1 HIF-1α und HIF-2α ....................................................................................... 29 

2.6.3.2 Kollagen III ................................................................................................... 29 

2.7 Mikroskopie ...................................................................................................... 30 

2.8 Auswertung ...................................................................................................... 30 

2.8.1 MATLAB-basierter Algorithmus ....................................................................... 31 

2.8.2 Auswertung der Immunfluoreszenz gefärbten Präparate ................................. 31 

2.8.2.1 HIF-1α .......................................................................................................... 31 

2.8.2.2 HIF-2α .......................................................................................................... 32 

2.8.2.3 Kollagen III ................................................................................................... 32 

3. Ergebnisse ....................................................................................................... 33 

3.1 Versorgung der Kardiomyozyten mit Sauerstoff .............................................. 33 

3.1.1 HIF-1α Expression im Herzgewebe der Maus mittels Immunfluoreszenz ........ 34 

3.1.2 HIF-2α Expression im Herzgewebe der Maus mittels Immunfluoreszenz ........ 35 

3.2 Kollagen I und III .............................................................................................. 38 

3.2.1 Die mRNA-Expression von Kollagen I und III (q-RT-PCR) .............................. 38 

3.2.2 Der Kollagenquotient ....................................................................................... 39 

3.2.3 Kollagen I im Gewebe (Pikro-Siriusrot-Färbung) ............................................. 40 

3.2.4 Kollagen III im Gewebe (Immunfluoreszenz-Färbung) ..................................... 42 

4. Diskussion ....................................................................................................... 44 

4.1 Hypoxiemarker als Ausdruck der myokardialen Sauerstoffversorgung ............ 44 

4.1.1 HIF-2α und die chronische Hypoxie ................................................................. 45 

4.2 Die Fibrosierung des linken Ventrikels als Folge der Druckbelastung ............. 47 



5 
 

4.2.1 Verminderte Kollagen-I-Expression im Gewebe der Cx3cr1-/--Mäusen als 

bestimmender Faktor der Kardioprotektion .................................................................... 47 

4.2.2 Die erhöhte Kollagen-III-Deposition könnte zu einem Erhalt der Pumpfunktion 

beitragen ........................................................................................................................ 50 

4.2.3 Die Rolle der Makrophagen und Cx3cr1 bei der Fibrosierung ......................... 51 

4.3 Hypoxie und Fibrosierung – gibt es eine Verbindung? .................................... 52 

4.4 Bedeutung für zukünftige Forschung ............................................................... 54 

4.5 Modell-Limitationen .......................................................................................... 56 

5. Zusammenfassung .......................................................................................... 57 

6. Abbildungsverzeichnis ..................................................................................... 59 

7. Literaturverzeichnis .......................................................................................... 60 

8. Danksagung ..................................................................................................... 73 

 

  



6 
 

Abkürzungsverzeichnis 

  
µl Mikroliter 

ACE Angiotensin Converting Enzyme 

AF Autofluoreszenz 

ANOVA Analysis of Variance 

CCR C-C-Motiv-Chemokinrezeptor  
CD Cluster of Differentiation 

Cx3cl1 Spezifischer Cx3Cr1 Ligand 

Cx3cr1 Cx3C-Rezeptor-1 

Cx3cr1-/-  Cx3C-Rezeptor-1 knock-out 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
EZM Extrazellulärmatrix 
EGFP Grünfluoreszierendes Protein 
FB Fibroblasten 

HET Haus für experimentelle Therapie 

HFpEF Heart Failure with preserved Ejection Fraction 

HFrEF Heart Failure with reduced Ejection Fraction 

HI  Herzinsuffizienz 

HIF Hypoxie-induzierter Faktor 

HSV Hue Saturation Value 

IL Interleukin 
LAD Ramus interventricularis der linken Koronararterie 
LCx Ramus circumflexus der linken Koronararterie 

LVH Linksventrikuläre Hypertrophie 
MFI Mittlere Fluoreszenzintensität 
MMP Matrix-Metalloprotease 
mRNA Messenger Ribonukleinsäure 

NYHA New York Heart Association 

qRT-PCR Quantitative Real Time PCR 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RCA Rechte Koronararterie 
SGLT Natrium-Glukose-Cotransport 
TAC Transaortale Konstriktion 

TGF Transforming growth factor 

VEGF Vascular endothelial growth factor  
Wt Wildytp 



7 
 

1. Einleitung 

1.1 Linksherzhypertrophie – Ursache, Folgen und Therapiemöglichkeiten 

Es gibt viele verschiedene Krankheitsbilder, die über eine erhöhte Druck- oder Volumen-

belastung des linken Ventrikels zu einer Hypertrophie als Anpassungsmechanismus füh-

ren. Hierzu gehören als häufige Vertreter vor allem die arterielle Hypertonie und die Aor-

tenklappenstenose, die über die erhöhte Druckbelastung des linken Ventrikels zu einer 

konzentrischen Hypertrophie führen (Slivnick und Lampert, 2019). Im Gegensatz dazu 

führen insbesondere insuffiziente Klappen zu einer exzentrischen Hypertrophie, die auf 

eine erhöhte Volumenbelastung zurückzuführen ist. Diese Arbeit konzentriert sich auf-

grund der hohen Prävalenz auf die druckinduzierte linksventrikuläre Hypertrophie (LVH). 

Fast jeder dritte Erwachsene in Deutschland leidet an arterieller Hypertonie, bei den über 

65-Jährigen sind es fast zwei Drittel (Neuhauser et al., 2017). Eine Metaanalyse von 30 

Studien hat gezeigt, dass bei 36-41 % der bekannten Hypertoniker eine LVH vorliegt 

(Cuspidi et al., 2012). Bei Betrachtung der höchsten Risikogruppe (schwere oder thera-

pieresistente Hypertonie) steigt die Prävalenz auf 59-77 % (Cuspidi et al., 2012). Die LVH 

ist bei einer adäquaten Behandlung der Grunderkrankung häufig reversibel (Hellawell und 

Margulies, 2012). Es gibt Daten, die zeigen, dass weniger als die Hälfte (ca. 43 %) der 

Patienten von ihrer Erkrankung wissen (Chow et al., 2013; Paudel et al., 2020). Ein Grund 

hierfür ist, dass die Hypertonie häufig keine Symptome aufweist.  

Die hohe Prävalenz sowohl der Grunderkrankung als auch der dadurch induzierten LVH 

zeigt die Wichtigkeit dieser Erkrankung, da die Endstrecke der Hypertrophie in vielen Fäl-

len die Herzinsuffizienz (HI) ist. Die Anpassungsreaktion des Herzens auf die erhöhte 

Druckbelastung stellt kurzfristig eine sinnvolle Adaptation dar, fördert jedoch langfristig 

die Progression der Erkrankung in eine Herzinsuffizienz (Garcia-Menendez et al., 2013; 

Slivnick und Lampert, 2019).  
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Abb. 1: Linksventrikuläre Hypertrophie. Konzentrische Hypertrophie des linken Ventri-
kels als Reaktion auf erhöhte kardiale Belastung. Eine Verdickung des Myokards führt zu 
einem geringeren diastolischen Volumen im linken Ventrikel und damit zu einer konseku-
tiv verminderten Auswurfmenge des Herzens. Links ist das normale Herz dargestellt, 
rechts das Herz mit linksventrikulärer Hypertrophie (Abbildung modifiziert aus Ravi, 2024). 

Die Herzinsuffizienz kann auf verschiedene Weise unterteilt werden. Es gibt die z. B. 

durch konzentrische Hypertrophie entstehende diastolische Herzinsuffizienz, bei der der 

linke Ventrikel während der Diastole nicht ausreichend gefüllt werden kann (s. Abb. 1). In 

dieser Form liegt häufig die HFpEF (Heart Failure with preserved Ejection Fraction) vor, 

da die Ejektionsfraktion (die Menge des ausgeworfenen Blutes am gesamten enddiasto-

lischen Blutvolumen) nicht erniedrigt ist, das absolute Blutvolumen jedoch aufgrund des 

geringen enddiastolischen Blutvolumens dem Bedarf des Körpers nicht genügt. Auf der 

anderen Seite gibt es z. B. durch exzentrische Hypertrophie verursacht die systolische HI, 

bei welcher häufig die Kraft des Herzmuskels nicht ausreicht, um genug Blutvolumen in 

den Kreislauf zu pumpen. Diese Form geht häufig mit einer verminderten Ejektionsfraktion 

einher (HFrEF) (Simmonds et al., 2020). 
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Liegt die Herzinsuffizienz erst einmal vor, ist diese nicht mehr reversibel. Die Therapie 

beinhaltet viele verschiedene Medikamente: ACE-Hemmer, Mineralcorticoid-Rezeptor 

Antagonisten, ß-Blocker und neuerdings auch SGLT-2 Inhibitoren (Ärztliches Zentrum für 

Qualität in der Medizin, 2023). Zusätzlich erfolgt häufig bei einer Ejektionsfraktion unter-

halb von 35 % die Implantation eines Defibrillators, da eine Herzinsuffizienz mit einem 

erhöhten Risiko für einen plötzlichen Herztod einhergeht. Die pharmakologische Therapie 

kann die Symptome lindern und auch die Progression der Erkrankung verlangsamen, sie 

kann jedoch die Erkrankung nicht heilen.  

Die Prävalenz bei über 80-Jährigen mit Herzinsuffizienz liegt oberhalb von 10 % 

(Bleumink et al., 2004). Zudem beträgt die Mortalität der Herzinsuffizienz im NYHA-IV-

Stadium (Beschwerden in Ruhe) etwa 50 % pro Jahr (Ärztliches Zentrum für Qualität in 

der Medizin, 2019). Die Herzinsuffizienz ist somit ein Krankheitsbild mit einer hohen Mor-

bidität und Mortalität. 2015 war die Herzinsuffizienz der häufigste Grund für Krankenhaus-

einweisungen und die kostspieligste Krankheit für das Gesundheitssystem überhaupt 

(Pflaumbaum, 2018). Dieses Problem wird sich aufgrund des demographischen Wandels 

und paradoxerweise durch die verbesserte Versorgung myokardialer Ischämien, welche 

ebenso zu einer LVH führen können, verschärfen. Daher besteht ein großes Interesse 

darin, den Übergang von LVH zur Herzinsuffizienz zu verhindern und das Fortschreiten 

der Erkrankung zu bremsen, bevor die Herzinsuffizienz eintritt.  

 

1.2 Die Durchblutung des Herzens 

Das Herz hat einen überdurchschnittlichen Bedarf an Sauerstoff (Schünke et al., 2015). 

Über die linke und rechte Koronararterie werden die verschiedenen Anteile des Herzens 

mit Blut versorgt. Bereits in Ruhe extrahiert das myokardiale Gewebe mehr Sauerstoff 

aus dem Blut als andere Organe. Im Umkehrschluss besteht dementsprechend bei er-

höhter Belastung des Herzens eine geringere Reservekapazität. Somit muss bei Belas-

tung die Koronardurchblutung als Anpassung erhöht werden, um alle myokardialen Zellen 

ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen. Da die Koronararterien aufgrund der Lokalisa-

tion ihres Abgangs aus der Aorta direkt oberhalb der Aortenklappe in der Diastole 
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durchblutet werden, kann die Erhöhung des Pulses, welche mit einer Verkürzung der Di-

astole einhergeht, nicht wesentlich die Durchblutung fördern (Schünke et al., 2015).  

 

Abb. 2: Grafische Darstellung der Durchblutung des Herzens durch die Koronarar-
terien. Die rechte Koronararterie versorgt den größten Teil des rechten Herzens sowie 
den hinteren Teil des Septums interventricularis, das die linke von der rechten Herzkam-
mer trennt. Die linke Herzkammer wird vom Ramus circumflexus versorgt, der aus der 
linken Koronararterie entspringt. Der ebenfalls aus der linken Koronararterie entsprin-
gende Ramus interventricularis versorgt den linken Vorhof und einen Teil der hinteren 
linken Herzkammer. Aufgrund der verschiedenen anatomischen Gegebenheiten gibt es 
Variationen in der Durchblutungsmorphologie. Diese sind in der Grafik mit eigenen Farben 
hinterlegt (gelb/grau/türkis). Das Herz ist aus verschiedenen Achsen dargestellt, welche 
insbesondere in der Sonographie genutzt werden. LCx: Ramus circumflexus der linken 
Koronararterie; LAD: Ramus interventricularis der linken Koronararterie; RCA: rechte Ko-
ronararterie (Abbildung aus EKG & ECHO, 2021). 

Das Septum, das die beiden Herzkammern voneinander trennt, wird von einer der End-

arterien der rechten Koronararterie (bei etwa 75 % der Menschheit, andere Versorgungs-

typen bekannt) versorgt (s. Abb. 2.) (Kalbfleisch und Hort, 1976). Bei der Linksherzhyper-

trophie kommt es aufgrund der Hypertrophie der Kardiomyozyten zu einer Verdickung des 

Myokards und des Septums. Da die Versorgung der Koronararterien von außen nach 
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innen gerichtet ist, werden die endokardnahen Areale zuletzt versorgt (Schünke et al., 

2015). Durch die Verdickung des Myokards wird die Diffusionsstrecke verlängert, und die 

endokardnahen Kardiomyozyten werden schlechter mit Sauerstoff versorgt und dement-

sprechend früher hypoxisch. Somit führt die LVH zu einer Störung der Mikrozirkulation, 

und folglich wird das pathologische kardiale Remodeling in Gang gesetzt (s. Kap. 1.3).  

Der Transkriptionsfaktor HIF-1α gilt als anerkannter Marker der akuten Hypoxie, der zur 

Beurteilung der Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff herangezogen wird, da unter 

normoxischen Bedingungen die Degradation dieses Faktors erfolgt und nur bei Abwesen-

heit von Sauerstoff der Abbau verhindert wird (Holmquist-Mengelbier et al., 2006). Die 

Prolyl-Hydroxylase, welche die Alpha-Einheit des HIF hydroxyliert und dadurch zu deren 

Abbau durch das Proteasom führt, benötigt als Cofaktor Sauerstoff, weshalb unter hypo-

xischen Bedingungen der Transkriptionsfaktor stabilisiert und in den Zellkern transportiert 

wird (Masoud und Li, 2015). Ein weiterer, jedoch bislang weniger erforschter Transkripti-

onsfaktor, HIF-2α, akkumuliert im Gewebe bei chronischer Hypoxie (Holmquist-Mengel-

bier et al., 2006; Takeda et al., 2010). 

 

1.3 Die Adaptation des Herzens auf erhöhte Druckbelastung  

Obwohl arterielle Hypertonie häufig symptomarm verläuft und von Patienten häufig nicht 

als Gefahr wahrgenommen wird, wird durch die chronische erhöhte Druckbelastung ein 

Remodelingprozess im Myokard angestoßen, der die Morphologie des Gewebes erheb-

lich verändert.  

Kardiales Remodeling als Reaktion auf chronische Druckbelastung des Herzens ist daher 

bereits seit einigen Jahrzehnten ein wichtiger Bestandteil der Forschung. Die Hoffnung 

ist, dass durch die Identifikation wichtiger Faktoren gegebenenfalls neue Ziele für medi-

kamentöse Therapien gefunden werden können, die das kardiale Remodeling aufhalten 

oder ausbremsen können.  

Die Beteiligung des sympathischen Nervensystems und des RAA-Systems, zusammen-

gefasst als neurohumorale Achse, in der Entwicklung der LVH ist bekannt. Die neurohu-

morale Achse induziert und stimuliert verschiedene Signalwege, welche die Hypertrophie 
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der Kardiomyozyten und die Modulation der Fibroblasten beeinflussen. Durch die chro-

nisch erhöhte Druckbelastung kommt es im Rahmen des kardialen Remodelings zu einer 

Hypertrophie der Kardiomyozyten sowie einer erhöhten Fibrosierung (Slivnick und Lam-

pert, 2019). Dieses führt initial zu einer erhöhten Kontraktilität der Kardiomyozyten, um 

dem erhöhten Druck standzuhalten und die Blutversorgung des Körpers zu gewährleisten 

(Slivnick und Lampert, 2019).  

Das Laplace-Gesetz liefert eine Erklärung für die Hypertrophie des Myokards als Reaktion 

auf die Nachlasterhöhung. Es beschreibt den Zusammenhang zwischen der Wanddicke 

und der Wandspannung in Bezug auf den Druck, der auf beides einwirkt (Li, 1986). Eine 

Zunahme des Drucks führt über die erhöhte Wandspannung zu einer Zunahme der Wand-

dicke, wodurch die Wandspannung wiederum abnimmt. In Bezug auf das Herz zeigt sich, 

dass durch die Verdickung des linken Ventrikels die Wandspannung abnimmt und im Um-

kehrschluss kurzfristig zu einem Erhalt der kardialen Leistung führt (Nakamura und Sa-

doshima, 2018).  

Die Problematik des pathologischen kardialen Remodelings ist, dass dieses langfristig 

eine Fehlregulation darstellt und häufig in einer Herzinsuffizienz mündet, die nur schwierig 

behandelbar ist und mit einer erhöhten Mortalität assoziiert ist (s. Abb. 3).  

Der Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der Hypertrophie und der Wahrscheinlich-

keit, eine Herzinsuffizienz zu entwickeln, wurde in einer Studie von De Simone et al. 

(2008) untersucht. Das Resultat dieser Studie zeigte, dass jede 1 %ige Erhöhung der 

linksventrikulären Hypertrophie mit einer 1 %igen erhöhten Wahrscheinlichkeit einer Herz-

insuffizienz einhergeht. 
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Abb. 3: Darstellung des Entstehungsmechanismus des pathologischen myokardi-
alen Remodelings. Durch auslösende Faktoren, wie beispielsweise arterielle Hypertonie 
sowie zusätzliche Einflussfaktoren (Genom, Exposom, dem Altersprozess, Komorbiditä-
ten) kommt es subklinisch zu einem Remodeling-Prozess im Herzen. Dieser Prozess be-
inhaltet eine Hypertrophie bzw. den Untergang der Kardiomyozyten, eine interstitielle In-
flammation und Fibrose, eine Zunahme der Wanddicke der Arteriolen und eine reduzierte 
Kapillarisierung. Diese pathologischen Veränderungen führen zu einer klinischen Mani-
festation im Rahmen einer linksventrikulären Hypertrophie (LVH), einer Herzinsuffizienz, 
kardialen Arrhythmien und einer reduzierten Flussreserve der Koronararterien. Endgültig 
münden diese klinischen Manifestationen in einer Risikoerhöhung für vermehrte Hospita-
lisierungen, kardiovaskulär bedingte Tode sowie den plötzlichen Herztod (Abbildung mo-
difiziert aus González et al., 2018a). 

 

1.3.1 Die Fibrosierung des Herzgewebes  

Die Kollagenfasern sind ausschlaggebend, um die Kontraktion der Kardiomyozyten in my-

okardiale Kraft zu übertragen (Baicu et al., 2003). Physiologischerweise sind Fibroblasten 

im Herzen für die Regulation und Aufrechterhaltung der Homöostase zwischen Kollagen-

produktion und -abbau zuständig, wie Eghbali et al. (1988) zeigten. Die kardialen Fib-

roblasten besitzen die Möglichkeit, unter pathologischen Umständen durch verschiedene 

Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie mechanischer Belastung zu Myofibroblasten zu 

differenzieren (Tomasek et al., 2002). Hieraus resultiert, dass eine veränderte Stimulation 
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bzw. Regulation der Fibroblasten zu einer Änderung des Gleichgewichts zwischen Abbau 

und Aufbau der EZM führen kann, da Myofibroblasten diese im Gegensatz zu Fibroblasten 

verändert bilden. Myofibroblasten verändern das Verhältnis von MMPs und deren Inhibi-

toren, wodurch eine verstärkte Fibrosierung hervorgerufen wird (Berk et al., 2007). Insbe-

sondere TGF-ß1 nimmt eine Schlüsselrolle bei der Umwandlung von Fibroblasten zu My-

ofibroblasten und dementsprechend in der Fibrosierung ein (Berk et al., 2007). 

Es ist bekannt, dass die veränderte Fibrosierung des Herzens eine zentrale Rolle bei der 

Progression der LVH und dementsprechend einer HI spielt (Slivnick und Lampert, 2019). 

Bereits 1989 wurde von Jalil et al. (1989) gezeigt, dass anders als beim Myokardinfarkt 

die Kardiomyozyten nicht durch Kollagen ersetzt werden, sondern das Volumen von Kol-

lagen stärker zunimmt, als das Volumen der Kardiomyozyten, wodurch das Verhältnis 

zugunsten von Kollagen verschoben wird. Dieses beschreibt die reaktive Fibrose, bei der 

vor allem eine Kollagenakkumulation im Interstititum und perivaskulär beschrieben wird 

(Brilla und Weber, 1992). Im Kontrast dazu steht die reparative Fibrose, wie sie z. B. im 

Rahmen eines Myokardinfarkts stattfindet (ein Vorgang, bei dem nekrotisch untergegan-

gene Kardiomyozyten durch Narbengewebe ersetzt werden). Ob diese beiden Arten der 

Fibrosierung zwei strikt getrennte Vorgänge sind oder diese parallel ablaufen, ist noch 

nicht endgültig geklärt.  

Die verstärkte Fibrosierung wirkt sich im Herzen über verschiedene Mechanismen patho-

logisch aus (s. Abb. 4). Erstens resultiert eine verminderte diastolische Funktion aufgrund 

der erhöhten passiven Steifheit des Herzens. Zweitens liegt ebenso eine aktive Steifheit 

der Kardiomyozyten vor, weshalb die systolische Funktion ebenfalls vermindert ist. Auf 

drittem Wege birgt die verstärkte Fibrosierung eine erhöhte Gefahr für Arrhythmien, wel-

ches den erhöhten Anteil an plötzlichen Herztoden im Rahmen der HI erklärt (González 

et al., 2018a).  

Eine wichtige Unterscheidung bei der Fibrosierung des Herzens sind die verschiedenen 

Kollagentypen. Unter physiologischen Umständen stellen Kollagen Typ I und III den weit-

aus größten Anteil an Kollagenfasern dar (Jugdutt, 2003; Stanchev et al., 2020). Während 

Kollagen Typ I unter anderem für die Ausbildung der Zugsteifigkeit und Festigkeit in Seh-

nen zuständig ist, ist Kollagen III vor allem in elastischem Gewebe vorhanden (Gelse et 

al., 2003). Diese beiden Kollagentypen kommen häufig gemeinsam vor und das Verhältnis 
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der beiden ist entscheidend für den Effekt der Kollagenfasern auf die Herzfunktion. Wäh-

rend im Herzen eine erhöhte Kollagen I Ablagerung mit einer verminderten linksventriku-

lären Elastizität verbunden ist, fördert die erhöhte Kollagen III Ablagerung eine flexiblere 

Narbenbildung (Jugdutt, 2003).  

 

Abb. 4: Die Entstehung der myokardialen interstitiellen Fibrose.  In der Abbildung ist 
die Kaskade dargestellt, die durch den Untergang bzw. die Schädigung der Kardiomyozy-
ten in Gang gesetzt wird. Durch Schädigung der Kardiomyozyten werden Fibroblasten 
(FB) entweder direkt oder in Kombination mit anderen Zelltypen über profibrotische Fak-
toren aktiviert. Die Fibroblasten differenzieren zu Myofibroblasten (MyoFB), welche zu ei-
ner vermehrten Kollagenablagerung führen. Aus dieser resultieren verschiedene Konse-
quenzen, wie eine veränderte Zellinteraktion mit erhöhter linksventrikulärer Dysfunktion, 
einer erhöhten Gefahr für Arrhythmien sowie einer reduzierten Durchblutung. Diese Kon-
sequenzen münden anschließend in einem ungünstigen klinischen Ergebnis (Abbildung 
modifiziert aus González et al., 2018b). 
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1.4 Erhöhte linksventrikuläre Druckbelastung im Mausmodell  

Wie Rockman et al. (1991) bereits zeigten, ist das Modell der transversen aortalen Kon-

striktion (TAC) bislang die effizienteste Methode, die erhöhte Druckbelastung des linken 

Herzens, wie sie im Rahmen einer arteriellen Hypertonie beim Menschen vorliegt, im 

Mausmodell nachzustellen. Das kardiale Remodeling und die Linksherzhypertrophie wer-

den vergleichbar zum Menschen in diesem Modell beobachtet und können durch genau-

ere Untersuchungen wichtige Hinweise zu ursächlichen Faktoren liefern (deAlmeida et 

al., 2010; Rockman et al., 1991).  

Um das Trauma der Mäuse so gering wie möglich zu halten, wurde für die Behandlung 

die minimal invasivere Methode der Operation, etabliert von Eichhorn et al. (2018), ge-

nutzt, bei welcher der Brustkorb verschlossen bleibt. Das Prinzip der TAC-OP ist die Ein-

schnürung der Aorta transversa mithilfe eines 6.0 Fadens zwischen dem Truncus brachi-

ocephalicus und der linken Arteria carotis communis (s. Abb. 5). Durch die Konstriktion 

der Aorta an dieser Stelle wird die erhöhte kardiale Druckbelastung, ähnlich wie bei arte-

rieller Hypertonie, nachgestellt (deAlmeida et al., 2010). Liegt der Druckunterschied zwi-

schen rechter und linker Carotide derselben Maus zwischen 4 und 10mmHg, ist eine er-

folgreiche TAC anzunehmen.  

Da diese Arbeit vor allem mit den histologischen Präparaten und Kardiomyozyten der 

Mäuse arbeitet, wird an dieser Stelle auf die ausführliche Arbeitsanweisung in der Literatur 

für die TAC-OP und die hämodynamischen Ergebnisse dieser verwiesen (Eichhorn et al., 

2018; Weisheit et al., 2021).  

Die Sham-Operation erfolgte alleinig durch das Umschlingen der Aorta ohne Konstriktion. 

Ansonsten erfolgte die Operation analog zu dem in der Arbeitsanweisung ausführlich be-

schriebenen minimal invasivem Eingriff.  
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Abb. 5: Grafische Darstellung der Auswirkung der TAC-OP auf den linken Ventrikel 
der Mäuse. 21 Tage nach der TAC-Behandlung führt die Konstriktion der Aorta beim 
Wildtyp zu einer linksventrikulären Hypertrophie. 

 

1.5 Die Rolle des Immunsystems 

Aktuelle Untersuchungen legen eine enge Beziehung zwischen dem Immunsystem und 

der Entwicklung einer LVH nahe (Adamo et al., 2020).  Es konnte gezeigt werden, dass 

sowohl angeborene als auch adaptive Immunzellen eine zentrale Rolle in der pathophy-

siologischen Entwicklung einer druckinduzierten LVH einnehmen, wobei jedoch die Mak-

rophagen in der Immunantwort im frühen Stadium der LVH die vorherrschende Zellpopu-

lation darstellen. Zusätzlich wurde dem angeborenen Immunsystem eine zentrale Rolle in 

der Entwicklung der Herzinsuffizienz zugesprochen (Shinagawa und Frantz, 2015). Die 

T-Zellen stehen vor allem im späteren Verlauf, bei der bereits eingetretenen HI im Vor-

dergrund. 

Wie beim Menschen gibt es auch bei der Maus verschiedene Makrophagen-Subpopulati-

onen. Auf der einen Seite gibt es die embryonal abgeleiteten gewebehomöostatischen 

Ly6ClowCCR2−-Makrophagen (C-C-Motiv-Chemokinrezeptor 2), welche durch eine lokale 

Proliferation aufrechterhalten werden. Die Makrophagen dieser Subpopulation exprimie-

ren viel Cx3cr1 und führen, unabhängig von einer Entzündungsreaktion, eine patrouillie-

rende Funktion entlang der Blutgefäße aus. Sie gelten als residente Makrophagen und 

üben physiologischerweise eine schützende und vorteilhafte Wirkung auf das Herzge-

webe der Mäuse aus (Bajpai et al., 2019). Auf der anderen Seite stehen die proinflamm-

atorischen CCR2+-Makrophagen, die durch Ly6ChiCCR2+-Monozyten aus dem Blutkreis-

lauf aufgefüllt werden, und helfen, Monozyten an verletzte Stellen zu rekrutieren und eine 



18 
 

schädliche Gewebsreaktion auszulösen (Epelman et al., 2014).  Sie exprimieren weniger 

Cx3cr1, haben eine kürzere Halbwertszeit im Vergleich zu den residenten Makrophagen 

und lösen eine akute Inflammation aus (Weisheit et al., 2014). Nach dem Absterben von 

Kardiomyozyten, wie beispielsweise nach einem Myokardinfarkt (MI), spielt der Verlust 

von CCR2−-residenten Makrophagen und der Ersatz durch infiltrierende Monozyten-ab-

geleitete CCR2+-Makrophagen eine zentrale Rolle in der folgenden Entzündungs- und 

Umbaureaktion. 

Es wurde von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass nach einer TAC-Behandlung von Wild-

typ-Mäusen eine vermehrte Migration von Ly6Clow-Makrophagen in das Herzgewebe er-

folgt (Weisheit et al., 2014). Zusätzlich wurde eine vermehrte Expression des Fraktalkin-

rezeptors (Cx3cr1) auf den Makrophagen im hypertrophierten Herzen beobachtet.  

 

1.6 Der Fraktalkinrezeptor (Cx3cr1) 

Aus den vorherigen Untersuchungen zu den Makrophagen und der Erkenntnis der zent-

ralen Rolle des Fraktalkinrezeptors in der Makrophagen-/ Monozytenrekrutierung ist die-

ser in den Fokus unserer wissenschaftlichen Fragestellung gerückt.  

Cx3cr1 – Chemokinrezeptor (C-X3-C) Receptor 1- ist ein Chemokinrezeptor, an dem 

Cx3cl1 bindet. Er wird vorwiegend von Monozyten und Makrophagen exprimiert, unter 

anderem jedoch auch von einigen dendritischen Zellen (Jung et al., 2000). Die Cx3cr1- 

Cx3cl1 Achse ist vor allem an der Migration von Leukozyten beteiligt. Es wird dem Re-

zeptor, exprimiert von den Ly6Clow-Makrophagen, vor allem die Funktion als „Wächter des 

Endothels“ im Herzen zugeschrieben (Auffray et al., 2007).  Somit besitzt dieser Rezeptor 

in erster Linie eine regulatorische Funktion (Cormican und Griffin, 2021). Der Cx3cr1- 

Cx3cl1 Signalweg wurde im Rahmen von arteriosklerotischen Plaques mit einem erhöh-

ten Überleben von Monozyten durch anti-apoptotische Signale assoziiert, welches zu ei-

ner Progression der Plaques führte (Landsman et al., 2009). Durch Cx3cr1 knock-out 

konnte dieser Effekt aufgehoben werden. 

Es konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Mäuse, welche den Fraktalkin-

rezeptor nicht besitzen (knock-out Mäuse), einen kardioprotektiven Phänotyp aufweisen 
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(Weisheit et al., 2021) (s. Abb. 6). Während sich die Ejektionsfraktion und das Herzzeit-

volumen bei dem Wildtyp 21 Tage nach der TAC-Behandlung signifikant verschlechterte, 

wurde dieser Unterschied bei den Cx3cr1-defizienten Mäusen nicht beobachtet. Zusätz-

lich blieb die bekannte Hypertrophie der Kardiomyozyten beim Wildtyp bei den Cx3cr1-

defizienten Mäusen aus (Weisheit et al., 2021).  

 

 

Abb. 6: Der kardioprotektive Effekt der Cx3cr1-/-
-Mäuse bei chronisch überhöhter 

Druckbelastung. Kardiale Leistung 21 Tage nach TAC-Operation gemessen anhand der 
Ejektionsfraktion (A) und des Herzzeitvolumens (B). N = 6-8 Mäuse/Gruppe * über Balken 
entspricht signifikanten Unterschieden zwischen TAC- und jeweiliger Sham-Gruppe; 
*p<0,05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 (Abbildung modifiziert aus Weisheit et al., 
2021). 

Auf der Grundlage dieser vorherigen Untersuchungen wurden in dieser Arbeit Untersu-

chungen mit Cx3cr1-defizienten Mäusen durchgeführt, in denen durch die TAC-Operation 

(s. Kap 1.5) die Reaktion auf eine erhöhte linksventrikuläre Druckbelastung analysiert 

wurde. 

Die Erkenntnis, dass die Pumpfunktion des Herzens bei den Cx3cr1-defizienten Mäusen 

besser erhalten bleibt als bei den Wildtyp-Mäusen, könnte wichtige therapeutische 
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Konsequenzen in der Zukunft zur Behandlung oder Prävention des kardialen Remode-

lings haben, sodass es zukünftig nicht ausschließlich symptomatische Medikamente für 

die druckinduzierte Linksherzhypertrophie und der daraus resultierenden Herzinsuffizienz 

gibt. Um diesem Ziel näher zu kommen, müssen jedoch die Faktoren verstanden werden, 

welche maßgeblich für die Unterschiede im kardialen Remodeling des Herzgewebes ver-

antwortlich sind, aus denen die verbesserte Pumpleistung der Herzen der Cx3cr1-/--

Mäuse resultiert. Diesem Punkt widmen sich die Untersuchungen dieser Arbeit.  

 

1.7 Thematische Eingrenzung  

Diese Arbeit basiert auf der Erkenntnis, dass die Defizienz des Fraktalkinrezeptors 

(Cx3cr1) zu einem kardioprotektiven Phänotyp als Reaktion auf eine erhöhte linksventri-

kuläre Druckbelastung führt. Die zugrunde liegenden Mechanismen, welche zu der Kar-

dioprotektion führen, sind bislang nicht bekannt. Aus diesem Grund dient diese Arbeit der 

weiteren Analyse möglicher Unterschiede in den erwähnten Mausphänotypen, um zu-

grundeliegende Mechanismen zu erörtern.  

Basierend auf früheren Untersuchungen, die die verschiedenen Makrophagentypen als 

zentralen Unterschied in der Regulation der beiden Mausphänotypen herausgestellt ha-

ben, wurden Faktoren untersucht, die das Immunsystem, insbesondere die Makrophagen, 

modulieren.  

Da in unserer Arbeitsgruppe eine unterschiedlich starke Hypertrophie der Kardiomyozyten 

zwischen den Mausphänotypen beobachtet wurde, liegt der Fokus dieser Arbeit zunächst 

auf der Sauerstoffversorgung der Kardiomyozyten selbst. Es gibt Hinweise auf eine enge 

Verbindung zwischen dem angeborenen Immunsystems und der Hypoxie der Zellen (Bar-

tels et al., 2013). Frühere Studien haben gezeigt, dass HIF-1α in den Kardiomyozyten 

notwendig sein könnte, um die Herzfunktion in Reaktion auf erhöhte kardiale Druckbelas-

tung aufrechtzuerhalten (Silter et al., 2010). Darüber hinaus wurde HIF-2α mit der Motilität 

von Makrophagen in Verbindung gebracht, weshalb diese Transkriptionsfaktoren als Indi-

katoren für die Sauerstoffversorgung der Zellen in dieser Arbeit untersucht werden 

(Imtiyaz et al., 2010).  
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Ein weiterer bedeutender Faktor, der von den Makrophagen beeinflusst wird, ist die Fib-

rosierung des Herzens (Nahrendorf et al., 2010). Die erhöhte Ablagerung von Kollagen I 

im Herzen bei der LVH ist mit einer erhöhten Mortalität und einem generell schlechteren 

Outcome assoziiert (s. Kap. 1.3.1). Daher stellt dies einen vielversprechenden Ansatz dar, 

um einen wesentlichen Unterschied im experimentell beobachteten kardioprotektiven 

Phänotyp der Cx3cr1-/--Mäuse zu untersuchen.  

 

1.8 Fragestellung  

Die Fragestellung, die dieser Arbeit zugrunde liegt, ist, ob die Hypoxie des Myokards und 

die Fibrosierung des linken Ventrikels eine zentrale Rolle einnehmen in der Entwicklung 

des kardioprotektiven Phänotyps von Cx3cr1-/--Mäusen.  

Aus den vorangegangenen Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe und der aktuellen Litera-

tur lässt sich die Hypothese ableiten, dass der kardioprotektive Effekt der Cx3cr1-Defizi-

enz auf einer veränderten Regulation der Hypoxie-Transkriptionsfaktoren und einer un-

terschiedlichen Kollagenablagerung, insbesondere von Kollagen I, beruht, welches über 

die Makrophagen als zentrale Schnittstelle mediiert wird.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Verwendete Substanzen und Materialien 

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen kamen die folgenden 

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Geräte, Puffer und Lösungen zum Einsatz.  

2.1.1 Reagenzien  

Reagenz Spezifisch verwendetes Produkt Firmenname Firmensitz 
Antigen Ret-
rieval Solution Target Retrieval (10x Concentrate) 

Dako North 
America, Inc. 

Carpinteria, CA, 
USA 

Einbettme-
dium TissueTek® O.C.T.™ Compound Sakura 

Alphen aan den 
Rijn, Nieder-
lande 

Ethanol 
Ethanol 99.8 % vergällt mit IPA, 
MEK und Bitrex reinst 

PanReac Appli-
Chem  

Darmstadt, 
Deutschland 

Eosin Eosin G-Lösung 0,5 % wässrig 
Carl Roth 
GmbH + Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Eukitt Entellan® Neu Merck KGaA 
Darmstadt, 
Deutschland 

Hämalaun Mayers Hämalaunlösung Merck KGaA 
Darmstadt, 
Deutschland 

Isopropanol 
2-Propanol (Reag. Ph. Eur.) for 
analysis, ACS, ISO 

PanReac Appli-
Chem  

Darmstadt, 
Deutschland 

Lyse Puffer RNAeasy Lyse Puffer QIAGEN 
Hilden, Deutsch-
land 

Montagekle-
ber Fixogum 

Marabu GmbH 
& Co. KG 

Bietigheim-Bis-
singen, Deutsch-
land 

Mounting Me-
dium 

Invitrogen ProLong™ Glass Anti-
fade Mountant with NucBlue™ 

Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham, MA, 
USA 

Pikrinsäure Picric acid solution 0.9-1.1 % 
SIGMA-ALD-
RICH  St. Louis, USA 

qPCR Probe TaqMan Real-Time PCR Assay 
Life Technolo-
gies  

Carlsbad, CA, 
USA 

Quenching Kit 
Vector® TrueVIEW™ Autofluores-
cence Quenching Kit 

Vector Labrato-
ries, Inc. 

Burlingame, CA, 
USA 

Reduktions-
mittel 2-b-Mercaptoethanol 

SIGMA-ALD-
RICH  St. Louis, USA 

Salzsäure TitriPUR® Salzsäure Merck KGaA 
Darmstadt, 
Deutschland 

Siriusrot Direct Red 80  
SIGMA-ALD-
RICH  St. Louis, USA 
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Xylol 
Xylene, mixture of isomers (Reag. 
Ph. Eur.) for analysis, ACS, ISO 

PanReac Appli-
Chem  

Darmstadt, 
Deutschland 

Ziegen Serum  Normal Goat Serum (10 %) 
Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham, MA, 
USA 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Produkt 
Spezifisch verwendetes 
Produkt Firmenname Firmensitz 

Deckplatte Deckgläser 24x50mm IDL GmBH 
Nidderau, 
Deutschland 

Kanülen BD Microlance™ 3 20G 
Becton Dickinson 
GmbH 

Fraga, 
Huesca, Spa-
nien 

Küvette 
Scienceware® Coplin stain-
ing jar with screw cap SIGMA-ALDRICH  St. Louis, USA 

Pipette 25mL costar® Stripette® 25mL 
Corning Incorpo-
rated 

Corning, NY, 
USA 

Pipetten Research 1000µl, 100µl, 10µl Eppendorf 
Hamburg, 
Deutschland 

Pipettenspitzen 
1000µl, 100µl, 10µl RNase/ 
DNase frei 

Maxymum 
Recovery™, 
Axygen®  

Corning, NY, 
USA 

Spritze Omnifix®-F 1ml  
B. Braun Melsungen 
AG 

Melsungen, 
Deutschland 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lö-
sung 

Notwendige Be-
standteile 

Spezifisch 
verwendetes 
Produkt  Firmenname Firmensitz 

PBS 
Phosphate Buffered 
Saline PBS Tablets  Gibco™ 

Paisley, Ver-
einigtes Kö-
nigreich 

 > 1 PBS Tablette in 500ml destilliertes Wasser geben   

TBST (0.1 %)  NaCl  
Natriumchlorid 
99,9 % 

PanReac Ap-
pliChem  

Darmstadt, 
Deutschland 

 Tris-Base Tris ultrapure  
PanReac Ap-
pliChem  

Darmstadt, 
Deutschland 

 Tween 

Tween 20® für 
die Molekular-
biologie 

PanReac Ap-
pliChem  

Darmstadt, 
Deutschland 

 
> auf 1000ml auffüllen mit destilliertem Wasser, und mit HCl auf 7.6 
titrieren 
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2.1.4 Geräte 

Geräteart 
Spezifisch verwen-
detes Produkt Firmenname Firmensitz 

Gefrierschrank 
-20° C  Bosch 

Gerlingen, 
Deutschland 

Gefrierschrank 
-80° C  Hettich  

Tuttlingen, 
Deutschland 

Kühlschrank 
+8° C  Bosch 

Gerlingen, 
Deutschland 

Magnetrührer MR Hei-Standard 
Heidolph Instruments 
GmbH & Co. KG 

Schwabach, 
Deutschland 

Mikroskop Axio Observer  
Carl Zeiss Microscopy 
GmBH 

Jena, Deutsch-
land 

Pipettierhelfer accu-jet® pro BRAND GmBH + CO KG 
Wertheim, 
Deutschland 

Spektrophoto-
meter NanoDrop 2000c  Thermo Fisher Scientific 

Waltham, MA, 
USA 

Vortex Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG Zürich, Schweiz 

Waage CP225D-0CE  Sartorius AG  
Göttingen, 
Deutschland 

Wasserbad  GFL 
Burgwedel, 
Deutschland 

 

2.1.5 Antikörper 

2.1.5.1 Primäre Antikörper 

 

2.1.5.2 Sekundärer Antikörper 

Flu-
orochrome 

Konzent-
ration Wirt  

Reakti-
vität Hersteller 

Sitz des Herstel-
lers 

Katalog- 
nummer 

Alexa 
Fluor™ 555 1:1000 Ziege  Hase 

Thermo Fisher 
Scientific  

Waltham, MA, 
USA A32732 

 

Antigen 
Konzen-
tration Klonalität Wirt  Hersteller 

Sitz des 
Herstellers 

Katalog- 
nummer 

Collagen 
III alpha 1 1:50 Polyclonal Hase 

Novus Bi-
ologicals 

Centennial, 
CO, USA  NB600-594 

Hif 1α 1:50 Polyclonal Hase 
Novus Bi-
ologicals 

Centennial, 
CO, USA  NB100-449 

Hif 2α 1:50 Polyclonal Hase 
Novus Bi-
ologicals 

Centennial, 
CO, USA  NB100-122 
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2.2 Versuchstiere 

Für die Versuche wurden weibliche C57BL/6 Mäuse verwendet, die sowohl von Charles 

River bezogen als auch im Tierhaus der Universitätsklinik, Haus für experimentelle The-

rapie (HET) Venusberg-Campus 1, 53127 Bonn, gezüchtet wurden. Die Cx3cr1-/--Mäuse 

wurden ursprünglich vom Jackson Laboratory (Jackson Laboratory Stamm Beschreibung 

B6.129P2(Cg)-Cx3cr1tm1Litt/J; Bestand Nr: 005582) erworben und anschließend im HET 

gezüchtet, wobei sie vor ihrer Einbeziehung in den Versuch achtmal mit C57BL/6 Mäusen 

rückgekreuzt wurden. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 63 Mäuse für die verschiedenen 

Untersuchungen herangezogen. Die Operationen an den in dieser Arbeit verwendeten 

Tieren wurden von Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Lars Eichhorn, M.Sc., durchgeführt.  

Alle Experimente erfolgten mit der Genehmigung des LANUV - Landesamt für Natur, Um-

welt und Verbraucherschutz, Leibnizstraße 10, 45659 Recklinghausen, Germany (LANUV 

Recklinghausen Genehmigung Nummern: 84–02.04.2011.A313, 84–02.04.2016.A374), 

welches das zuständige Amt ist.  

 

2.3 Gruppendefinition 

Es erfolgte die Einteilung der Versuchstiere in unterschiedliche Gruppen. Auf der einen 

Seite wurden die Mäuse nach Ihrem Phänotyp unterteilt: C57BL/6 Mäuse (Wildtyp) und 

Cx3cr1-/--Mäuse (Cx3cr1 knock-out).  

Des Weiteren wurden die Versuchstiere je nach Behandlung in zwei weitere verschiedene 

Gruppen unterteilt. Die Mäuse, welche der TAC-Operation unterzogen werden, wurden 

als TAC-Tiere bezeichnet (s. Kap. 1.4). Die mit Schein-Operation behandelten Mäuse 

wurden Sham-Tiere genannt (s. Kap. 1.4). 

Es wurden 12 Mäuse (3 pro Gruppe) für die Untersuchung der HIF-Expression im Gewebe 

(s. Kap. 3.1.1 und 3.1.2), 48 (davon 6-14 pro Gruppe) für die Kollagenexpression auf 

mRNA-Ebene (s. Kap. 3.2.1), 28 (jeweils 6-8 pro Gruppe) für die Kollagen-III-Expression 

auf Gewebeebene (s. Kap. 3.2.4) sowie 51 (jeweils 6-24 pro Gruppe) für die Kollagen-I-

Expression auf Gewebeebene (s. Kap. 3.2.3) verwendet. Einige Versuchstiere konnten 

dabei für mehrere Untersuchungen eingesetzt werden.   
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2.4 Aufbereitung und Fixierung der Schnitte 

Nach der Entnahme der Herzen 21 Tage nach der TAC- bzw. Sham-OP und der Bestim-

mung des Gewichts erfolgte die Fixierung der Herzen in 4 % Zink-Paraformaldehyd-Lö-

sung. Anschließend wurden die Herzen entweder in Paraffin oder in TissueTek® O.C.T.™ 

Compound (Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebettet und letztere zusätz-

lich kryokonserviert. Die Herzen wurden danach in 5 µm dicke Abschnitte geschnitten. Für 

die Paraffinschnitte wurde nach Anfertigung einer Übersichtsfärbung (s. Kap. 2.6.1) die 

Ebene zur weiteren histologischen Auswertung gewählt, bei der die Insertion der Papillar-

muskeln in die Herzmuskelwand sichtbar war. Bei den kryokonservierten Präparaten war 

die Herzstruktur weniger gut erhalten. Deshalb wurde das am besten erhaltene Objekt 

ausgewählt, um es weiter für die Auswertung zu verwenden.  

 

2.5 Quantitative Real Time PCR 

Die Gewebeproben des linken Ventrikels wurden bei -80 ̊ C aufbewahrt. Für die Extraktion 

der RNA und Reinigung der Proben wurden diese mit RNAeasy Lyse Puffer (QIAGEN, 

Hilden, Deutschland) homogenisiert, der zusätzlich mit 1 % 2-b-Mercaptoethanol (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) versetzt war. Daraufhin wurde mithilfe des RNAeasy mini kit (QI-

AGEN) die gesamte RNA gereinigt.  

Für die quantitative Analyse der mRNA-Expression von Kollagen I und III sowie des Re-

ferenzgens 18s wurde ein TaqMan Real-Time PCR Assay (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) verwendet. Die relative Quantifizierung der mRNA erfolgte anhand der Mes-

sung des Absorptionsspektrums (Nanodrop Products, Waltham, MA, USA) und der An-

wendung der ΔΔct Methode. Hierbei diente 18s ribosomale DNA als Referenzgen, und 

die Ergebnisse wurden auf die Standardprobe (Wt Sham) der jeweilig untersuchten Ziel-

mRNA bezogen.  

Die ΔΔct Methode ermöglichte es, die relativen Veränderungen in der mRNA-Expression 

zwischen verschiedenen Gruppen zu quantifizieren. Die Ergebnisse wurden als 2-ΔΔct 

Werte dargestellt, die das n-fache der Expression der untersuchten mRNA zur Kontrolle 

(Sham-Mäuse) widerspiegeln.   
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2.6 Histologie 

2.6.1 Übersichtsfärbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung dient klassischerweise einer ersten Übersicht über das 

Präparat. Bei dieser Färbung werden basophile Strukturen, wie beispielsweise die Nukle-

insäure im Zellkern, blau angefärbt, während azidophile Strukturen, wie beispielsweise 

das Zytoplasma der Zelle, rot erscheinen (Chan, 2014). 

Bevor die in Paraffin eingebetteten Schnitte angefärbt werden konnten, mussten diese 

zunächst entparaffiniert werden. Hierzu wurden die Schnitte dreimal je 5 Minuten in Xylol 

eingetaucht, um das Paraffin zu lösen und zu entfernen. Es folgte eine absteigende Etha-

nolreihe zur Rehydratisierung der Schnitte (100 %, 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %) für 

jeweils 3 Minuten. Nach kurzem Spülen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte für 2 

Minuten mit Hämalaunlösung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) bedeckt, um die 

Zellkerne anzufärben. Danach wurden die Schnitte in eine Küvette mit fließendem Lei-

tungswasser gestellt und für 5 Minuten gespült, um überschüssiges Hämalaun zu entfer-

nen. Anschließend wurden die Schnitte 7 Minuten lang mit Eosin (Carl Roth GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, Deutschland) gegengefärbt, um das Zytoplasma und die EZM anzufärben. 

Um die Färbereaktion zu stoppen, wurden die Schnitte kurz in destilliertem Wasser ge-

spült und dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert (70 %, 80 %, 90 %, 100 

%), jeweils für 1 Minute. Daraufhin wurden die Schnitte kurz (3 Sekunden) in Isopropanol 

gelegt und anschließend dreimal für je 5 Minuten in Xylol eingelegt, um Ethanolrückstände 

zu beseitigen. Abschließend wurden die Schnitte an der Luft getrocknet und mit dem Ein-

deckmedium (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und einer Deckplatte bedeckt.  

 

2.6.2 Pikro-Siriusrot-Färbung 

Die Pikro-Siriusrot-Färbung dient der Darstellung von Kollagen im histologischen Präpa-

rat. Unter polarisiertem Licht erscheinen die Kollagen-I-Fasern rot/ orange und Kollagen-

III-Fasern grün.  

Die Pikro-Siriusrot Färbung wurde in Anlehnung an das Protokoll von Hadi et al.  (2011) 

durchgeführt.  
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Die in TissueTek® (Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebetteten, bei -20° C 

konservierten Präparate wurden 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Anschließend 

wurden sie für 10 Minuten in Xylol gebadet. Danach erfolgte die Hydratation sowie die 

Fixierung der Schnitte jeweils für etwa 30 Sekunden in einer absteigenden Ethanolreihe 

(100 %, 96 %, 80 %, 70 %). Nach Spülung mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte 

für 20 Minuten in 0,1 % Siriusrot (Direct Red 80, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) und 

Pikrinsäure (Picric acid solution 0.9-1.1 %, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) gefärbt. 

Diese wurden dann in 0.01N HCl (TitriPUR® Salzsäure, Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) gespült, kurz in destilliertes Wasser getaucht und anschließend in aufstei-

gender Ethanolreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 %) für jeweils etwa 30 Sekunden dehydriert. 

Zum Abschluss wurden die Schnitte zweimal für 10 Minuten in Xylol gelegt und schließlich 

mit Eukitt (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und einer Deckplatte bedeckt. 

 

2.6.3 Immunfluoreszenz-Färbung 

Die Immunfluoreszenz-Färbung, ein Teil der Immunhistochemie, nutzt Antikörper, die 

spezifisch an die Zielstruktur binden. Es gibt zwei verschiedene Arten von Antikörpern: 

direkte und indirekte. Die direkten Antikörper sind spezifisch für das jeweilige Zielprotein 

und bereits mit Fluorochrom gekoppelt (Im et al., 2019). Dadurch sind sie unter dem Licht-

mikroskop direkt sichtbar. Indirekte Antikörper binden ebenfalls an die Zielstruktur, sind 

aber nicht mit Fluorochrom versehen. Sie benötigen deswegen einen sekundären Anti-

körper, der das Fluorochrom trägt und an den primären Antikörper bindet, um sichtbar zu 

werden (Im et al., 2019). Der primäre Antikörper richtet sich hierbei gegen die Spezies 

des Gewebes (hier Maus), während der sekundäre Antikörper gegen den Wirt des pri-

mären Antikörpers gerichtet ist (hier Hase).  

Für die Immunfluoreszenz-Färbungen wurden Positivkontrollen mit hypoxischem Nieren-

gewebe durchgeführt, um die Reaktion der Antikörper zu bestätigen, sowie Negativkon-

trollen ohne Zugabe des primären Antikörpers, um unspezifische Hintergrundfärbungen 

auszuschließen.  
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2.6.3.1 HIF-1α und HIF-2α  

Bevor das Färben dieser Schnitte erfolgen konnte, mussten diese, wie in Kap. 2.6.1 be-

schrieben, entparaffiniert werden. Daraufhin wurden die Schnitte in Küvetten mit Antigen 

Retrieval Solution (Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, USA) in einer Konzentration 

von 1:10 in destilliertem Wasser platziert und im Wasserbad auf 95° C erhitzt. Die Küvet-

ten wurden für 10 Minuten in das Wasserbad gestellt, darauffolgend bis zum Abkühlen 

auf Raumtemperatur stehen gelassen und dann für 2 Minuten in TBS- T (0.1 %) gewa-

schen. Anschließend wurden die Präparate auf den Objektträgern mit Fixogum (Marabu 

GmbH & Co. KG, Bietigheim-Bissingen, Deutschland) umrandet, 50µl des Blocking-Puf-

fers (5 % Goat Serum in TBS-T (0.1 %)) pro Objekt appliziert und nach 1 Stunde wieder 

abgekippt. Nun wurde der primäre Antikörper (HIF-1α, Novus Biologicals, Centennial, CO, 

USA bzw. HIF-2α, Novus Biologicals, Centennial, CO, USA) in einer Konzentration von 

1:50 (gelöst in Blocking-Puffer) appliziert und über Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert.  

Am darauffolgenden Tag wurde der primäre Antikörper abgekippt und die Schnitte an-

schließend dreimal für je 5 Minuten mit TBS-T (0.1 %) gewaschen. Danach wurde der 

sekundäre Antikörper (Alexa Fluor™ Plus 555, Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, 

USA) appliziert und eine Stunde lang inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte ein 

letztes Mal mit TBS-T (0.1 %) zweimal für je 5 Minuten gewaschen. Zur Unterdrückung 

der Autofluoreszenz des Herzgewebes wurden diese mit dem Vector® TrueVIEW™ Au-

tofluorescence Quenching Kit (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) behan-

delt.  

Abschließend wurden die Objekte mit Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, 

USA) und einer Deckplatte eingedeckt.  

 

2.6.3.2 Kollagen III 

Die in TissueTek® (Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebetteten Präparate, 

die bei -20° C konserviert wurden, wurden nun für 30 Minuten bei Raum Temperatur ge-

lagert, bevor sie für 2 Minuten in TBS-T (0.1 %) gewaschen wurden. Anschließend wurden 

die zu färbenden Präparate auf dem Objektträger mit Fixogum umrandet, und 50 µl des 
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Blocking-Puffers (5 % Goat Serum in TBS-T (0.1 %)) pro Objekt appliziert. Nach 1 Stunde 

wurde der Blocking-Puffer abgekippt. Im Anschluss wurde der primäre Antikörper 

(Col3A1, Novus Biologicals, Centennial, CO, USA) in einer Konzentration von 1:50 appli-

ziert und über Nacht bei 4° C im Dunkeln inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Präparate dreimal je 5 Minuten in TBS-T (0.1 %) gewa-

schen, bevor der sekundäre Antikörper (Alexa Fluor™ Plus 555, Thermo Fisher Scientific, 

Eugene, OR, USA) in einer Konzentration von 1:1000 Stunde appliziert und 1 Stunde lang 

inkubiert wurde.  

Abschließend wurden die Präparate dreimal je 5 Minuten mit TBS-T (0.1 %) gewaschen 

und mit Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA) und einer Deckplatte 

versehen.  

 

2.7 Mikroskopie 

Die histologischen Aufnahmen erfolgten mit einem Zeiss Axio Observer. Für die HE- und 

Siriusrot-gefärbten Präparate wurde ein Bild des Herzens unter Verwendung eines 20-

fach Objektivs erstellt, indem mehrere Kacheln zusammengesetzt wurden. Bei der HIF-

1α-Färbung wurden Bilder des Septums an der Mitte und am Zusammenfluss mit dem 

rechten Ventrikel ebenfalls mit einem 20-fach Objektiv und Kacheltechnik aufgenommen.  

Zusätzlich wurden bei den HIF-2α und den Kollagen III-gefärbten Präparaten pro Maus 5 

nicht überlappende Aufnahmen mit einem 40-fach Objektiv von der Myokardschicht in der 

Mitte des Septums gemacht.  

 

2.8 Auswertung  

Zur Auswertung der Aufnahmen der histologischen Präparate wurde ImageJ verwendet. 

Zur grafischen Darstellung und statistischen Auswertung der Ergebnisse diente Prism 8.0 

(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA).  
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Sofern nicht anders angegeben, werden die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney t-Tests (ungepaarte t-Tests) eva-

luiert, wobei eine Signifikanz bei einem p-Wert kleiner als 0,05 angenommen wurde.  

 

2.8.1 MATLAB-basierter Algorithmus  

Zur Verbesserung der Vergleichbarkeit von histologisch ausgewerteten Präparaten wurde 

innerhalb der Arbeitsgruppe ein MATLAB-basierter Algorithmus entwickelt, der Pikro-Siri-

usrot-gefärbte histologische Präparate unter polarisiertem Licht analysiert und die Vertei-

lung der Gewebsstrukturen in einzelne Farbgruppen vornimmt. Zunächst wurde eine 

Background Subtraction durchgeführt. Anschließend wurden die Bilder in HSV-Bilder um-

gewandelt. Basierend auf einer Methodik von Faulk et al. (2014) wurden die Farbwerte 

der einzelnen Pixel den Farbgruppen Rot1, Rot2, Orange, Gelb und Grün zugeordnet. 

Der Anteil der positiven Pixel einer Farbgruppe wurde dann durch die Gesamtpixelzahl 

des Gewebes geteilt und grafisch dargestellt (s. Abb. 14). 

 

2.8.2 Auswertung der Immunfluoreszenz gefärbten Präparate  

Die Auswertung der histologischen Präparate erfolgte mittels ImageJ.  

2.8.2.1 HIF-1α 

Zur Bestimmung des relativen Anteils von HIF-1α wurde die Fläche von HIF-1α-positivem 

Gewebe gemessen und ins Verhältnis zur Gesamt-Gewebefläche gesetzt.  

Die Auswahl der deckungsgleichen Ausschnitte des Herzgewebes erfolgte sowohl in dem 

EGFP-Kanal für die Darstellung des gesamten sichtbaren Gewebes als auch im DsRed- 

Kanal für die spezifische Detektion des Signals des sekundären Antikörpers (hier Alexa 

Fluor 555™). Der DsRed-Kanal wurde auf einen festgelegten Schwellenwert eingestellt 

(hier 10-255), der verblindet und mithilfe der Negativkontrolle (s. Kap. 2.6.3) festgelegt 

wurde, um das positive Signal genau zu definieren. Die Berechnung der HIF-1α-positiven 

Fläche erfolgte nun durch Division der Flächenwerte des DsRed-Kanals mit positivem 

Signal durch die Gesamtfläche des Gewebes.  
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2.8.2.2 HIF-2α 

Aufgrund der Schwierigkeiten mit der Autofluoreszenz wurden die histologischen Präpa-

rate in Hinblick auf HIF-2α mithilfe von zahlreichen fokussierten Ausschnitten und der 

mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) ausgewertet. Die MFI ist Ausdruck für die Menge an 

gebundenem Fluoreszenzfarbstoff pro Partikel. Dementsprechend bedeutete eine er-

höhte MFI eine erhöhte Expression des gesuchten Transkriptionsfaktors. Aufnahmen er-

folgten von dem mittleren Bereich des Septums bei der querverlaufenden Muskulatur mit 

einem 40-fach Objektiv. Es wurden im EGFP-Kanal 5 Ausschnitte gewählt, welche de-

ckungsgleich im DsRed-Kanal ausgewertet werden. Dadurch wurde für jede Maus ein 

Durchschnittswert der MFI ermittelt. 

 

2.8.2.3 Kollagen III 

Die Auswertung von Kollagen III erfolgte analog zu der von HIF-1α (s. Kap. 2.8.2.1). Ziel 

war die Bestimmung der Fläche von Kollagen III-positivem Signal in Relation zur Gesamt-

fläche des Gewebes.  

Pro Maus wurden 3 Aufnahmen verwendet, die mit dem 40-fachen Objektiv des Mikro-

skops aufgenommen wurden. Der DsRed-Kanal wurde auch bei dieser Auswertung auf 

einen festgelegten Schwellenwert eingestellt (hier 13-255), der verblindet und mithilfe der 

Negativkontrolle (s. Kap. 2.6.3) festgelegt wurde, um das positive Signal zu definieren. 

Anschließend erfolgte die Messung der Fläche des Kollagen III-positiven Signals. Dieses 

wurde durch die Gesamtfläche des ausgewählten Bereichs geteilt. Dadurch wurde der 

Anteil an Kollagen III am Gesamtgewebe berechnet.  
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3. Ergebnisse 

Die für diese Arbeit zugrunde gelegte Hypothese ist, dass der kardioprotektive Effekt der 

Cx3cr1-Defizienz im murinen Modell der LVH durch eine gestörte Cx3cr1 abhängige Mak-

rophagenrekrutierung und damit eine abweichende Regulation der Hypoxie-Transkripti-

onsfaktoren sowie der Kollagenablagerung verursacht wird. Folgend wurde zunächst die 

Expression Hypoxie-induzierbarer Faktoren im Myokard untersucht. 

 

3.1 Versorgung der Kardiomyozyten mit Sauerstoff  

Um die Frage zu klären, welchen Einfluss die Entwicklung der Hypertrophie und das Feh-

len der Cx3cr1-abhängig rekrutierten Makrophagen auf die Expression der Hypoxie-indu-

zierbaren Transkriptionsfaktoren hat, wurden histologische Schnitte der Herzen von Tie-

ren nach TAC- oder Sham-OP immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Färbun-

gen erfolgten sowohl für den Transkriptionsfaktor HIF-1α als auch für den eher bei chro-

nischer Hypoxie regulierten Faktor HIF-2α.  

 

Abb. 7: Exemplarisches Foto eines Mausherzens. Blau markiert sind die für die Ana-
lysen berücksichtigten Areale. Die histologische Färbung erfolgte mittels Hämatoxylin-Eo-
sin-Färbung, welche eine Übersichtsfärbung des Gewebes darstellt. Das histologische 
Präparat ist dargestellt in 20-facher Vergrößerung.  
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Der Fokus wurde bei den analysierten Schnitten auf das Kammerseptum und hier vor 

allem auf die endokardnahen Anteile gelegt (s. Abb. 7), da die Durchblutung des Herzens 

nicht in allen Bereichen gleich gut gewährleistet ist. Als Prinzip „der letzten Wiese“ werden 

vor allem endokardnahe Anteile weniger gut durchblutet, da die Durchblutung des Her-

zens von außen nach innen gerichtet ist (Schünke et al., 2015). Zudem reagiert das Sep-

tum interventriculare, welches die beiden Kammern des Herzens voneinander trennt, ver-

stärkt und frühzeitig auf die erhöhte Druckbelastung mit einer Hypertrophie (s. Kap. 1.2).  

 

3.1.1 HIF-1α Expression im Herzgewebe der Maus mittels Immunfluoreszenz  

Histologische Schnitte von Mausherzen 21 Tage nach TAC- oder Sham-OP wurden im-

munfluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich der Expression von HIF-1α analysiert. Die Aus-

wertung der Ergebnisse im Bereich des Septum interventriculare ergab eine deutliche 

Abnahme des HIF-1α Anteils an der Gesamtfläche (s. Abb. 9), sowohl bei den Wildtyp als 

auch den Cx3cr1-/--Tieren nach TAC im Vergleich zu Sham (s. Abb. 8). Der Unterschied 

erwies sich jedoch in beiden Fällen als nicht signifikant, auch nicht zwischen den beiden 

Genotypen. Zudem zeigte sich kein signifikanter Unterschied der basalen relativen HIF-

1α Expression im Vergleich der beiden Mauslinien.  

 

Abb. 8: Darstellung des Anteils der HIF-1α positiven Flächen an der Gesamtfläche. 
Mäuse wurden nach der jeweiligen Mauslinie (Wildtyp oder Cx3cr1-/-) und TAC- bzw. 
Sham-Operation gruppiert. Die Auswertung erfolgte 21 Tage nach TAC- bzw. Sham-OP. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung, pro Gruppe wurden 5 Schnitte von 3 
Mäusen ausgewertet. Es liegen keine signifikanten Unterschiede vor. 



35 
 

 

Abb. 9: Exemplarische Fotos der HIF-1α gefärbten Herzschnitte. Dargestellt sind his-
tologische Fotos in 20-facher Vergrößerung von Cx3cr1-defizienten Mäusen. Die Mess-
balken entsprechen jeweils 50 μm. Die Färbung und Auswertung erfolgte zum Zeitpunkt 
21 Tage nach TAC- bzw. Sham-OP. DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) stellt die Färbung 
der Zellkerne dar, AF (Autofluoreszenz) zeigt das Herzgewebe. HIF-1A entspricht dem 
DsRed-Kanal, der das HIF-1α positive Signal widerspiegelt. Merged stellt den Zusam-
menschluss der 3 Kanale DAPI, AF und HIF-1α dar. Auf der linken Seite ist die Mauslinie 
(Cx3cr1-/-) nach TAC- bzw. Sham-Operation gruppiert. 

Für den Transkriptionsfaktor HIF-1α wurde eine Herabregulation 21 Tage nach der TAC-

OP in beiden Mauslinien festgestellt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die akute Re-

aktion des Gewebes auf die Hypertrophie induzierte Hypoxie zu diesem Zeitpunkt mög-

licherweise bereits abgeschlossen und in eine chronische Phase übergegangen war.  

 

3.1.2 HIF-2α Expression im Herzgewebe der Maus mittels Immunfluoreszenz  

Die Hypothese, dass 21 Tage nach TAC-OP möglicherweise Unterschiede in der chroni-

schen Reaktion des Gewebes auf erhöhte Belastung ersichtlich werden, wurde überprüft, 

indem Herzschnitte der Mäuse auf die Expression von HIF-2α untersucht wurden. Hierbei 

zeigte sich, dass die Cx3cr1-/--Mäuse nicht nur basal mehr HIF-2α produzierten, sondern 

dieses auch nach der TAC-Behandlung abnahm (s. Abb. 10). Bei den Wt-Mäusen zeigte 

sich eine gegensätzliche Reaktion. Hier wurde eine Hochregulation von HIF-2α bei den 

TAC-Tieren im Vergleich zu den Sham-operierten Wt-Mäusen beobachtet (s. Abb. 10). 
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Obwohl diese Unterschiede keine Signifikanz erreichten, waren Tendenzen sichtbar (s. 

Abb. 11).  

 

Abb. 10: Darstellung der Mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) von HIF-2α. Die Mes-
sung erfolgt anhand der MFI im DsRed-Kanal, welcher das Signal des verwendeten Anti-
körpers darstellt. Mäuse wurden nach der jeweiligen Mauslinie (Wildtyp oder Cx3cr1-/-) 
und TAC- bzw. Sham-OP gruppiert. Die Auswertung erfolgte 21 Tage nach TAC-bzw. 
Sham-OP. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung, pro Gruppe wurden 5 
Schnitte von 3 Mäusen ausgewertet. Es liegen keine signifikanten Unterschiede vor.  
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Abb. 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Expression von HIF-2α. 
Dargestellt sind histologische Fotos in 40-facher Vergrößerung von Wt bzw. Cx3cr1-defi-
zienten Mäusen. Die Messbalken entsprechen jeweils 50 μm. Die Färbung und Auswer-
tung erfolgte zum Zeitpunkt 21 Tage nach TAC-bzw. Sham-Operation. DAPI (4′,6-Diami-
din-2-phenylindol) stellt die Färbung der Zellkerne dar, AF (Autofluoreszenz) zeigt das 
Herzgewebe. HIF-2A entspricht dem DsRed-Kanal, der das HIF-2α positive Signal wider-
spiegelt. Merged stellt den Zusammenschluss der 3 Kanale DAPI, AF und HIF-2α dar. Auf 
der linken Seite sind die jeweiligen Mäuse anhand der Mauslinie (Wildtyp oder Cx3cr1-/-) 
und TAC- bzw. Sham-Operation gruppiert. 

Das Expressionsprofil von HIF-2α im Myokard der Mäuse 21 Tage nach TAC deutet da-

rauf hin, dass das Fehlen von Cx3cr1 zu einer Modulation von HIF-2α führt. 
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3.2 Kollagen I und III 

Die Fibrosierung des Herzens im Rahmen erhöhter kardialer Belastung ist ein bekannter 

Faktor, der aufgrund des erhöhten Kollangengehaltes im Verhältnis zu den Kardiomyozy-

ten mit einer reduzierten Pumpleistung des Herzens einhergeht und maßgeblich von Mak-

rophagen beeinflusst wird (Baicu et al., 2003; Ismahil und Prabhu, 2021; Jalil et al., 1989). 

Daher liegt die Vermutung nahe, dass der kardioprotektive Effekt des Cx3cr1-/--Phänotyps 

auf einer veränderten Kollagenablagerung beruhen könnte. Aufgrund ihrer unterschiedli-

chen Eigenschaften und ihrer Rolle im Remodeling des Herzgewebes wurden in dieser 

Studie speziell Kollagen I und Kollagen III untersucht. Bekannt ist insbesondere, dass 

Kollagen-I-Fasern besonders dick und unelastisch sind, während Kollagen-III-Fasern dün-

ner und elastischer sind (Gelse et al., 2003; Jugdutt, 2003).  

 

3.2.1 Die mRNA-Expression von Kollagen I und III (q-RT-PCR) 

Zunächst wurden mittels quantitativer RT-PCR-Analyse die Expressionsprofile von Kol-

lagen I und III im Herzgewebe von Wt und Cx3cr1-defizienten Mäusen zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach der operativen Intervention gemessen.  

Zwischen den Sham-Gruppen und an Tag 3 nach TAC-OP zeigten sich keine Unter-

schiede zwischen Wt und Cx3cr1-defizienten Mäusen in der mRNA-Expression von Kol-

lagen I. An Tag 6 nach TAC-OP war die mRNA-Expression von Kollagen I allerdings bei 

Wt- und Cx3cr1-/--Mäusen im Vergleich zu den Sham-Tieren signifikant hochreguliert (s. 

Abb. 12A).  

In Bezug auf die basale Kollagen-III-Expression wurde ersichtlich, dass die Sham-ope-

rierten Cx3cr1-/--Mäuse keine Unterschiede aufwiesen im Vergleich zu den Wt-Tieren (s. 

Abb. 12B). An Tag 3 nach der TAC-OP zeigte sich jedoch ein signifikanter Anstieg der 

Kollagen III mRNA-Expression bei den Cx3cr1-/--Mäusen im Vergleich zu den Sham-Tie-

ren. Während die Kollagen-III-Expression in den Wt-Tieren zu keinem gemessenen Zeit-

punkt nach TAC-OP signifikante Unterschiede aufwies, stieg sie bei den Cx3cr1-/--Mäusen 

an Tag 6 weiterhin deutlich an und erreichte eine hohe Signifikanz im Vergleich zur Sham-

Gruppe und den Wt-Tieren (s. Abb. 12B). 
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Abb. 12: Darstellung der relativen Menge an mRNA von (A) Kollagen I und (B) Kol-
lagen III im linken Ventrikel. Bestimmung der mRNA-Expression von Kollagen I und III 
mittels qRT-PCR-Analyse. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung, n = 6-14 
Tiere pro Gruppe. * über einzelnen Balken entspricht der Angabe von signifikanten Unter-
schieden zwischen TAC- und der jeweiligen Sham-Gruppe; *=p<0,05 **=p<0.01; 
***=p<0.001; ****=p<0.0001. 

 

3.2.2 Der Kollagenquotient 

Um den vorherrschenden Kollagentyp der einzelnen Mauslinien darstellen zu können, 

wurde das Verhältnis von Kollagen I zu Kollagen III gebildet, welches als Kollagenquotient 

bezeichnet wird (s. Abb. 13). Ein erhöhter Kollagenquotient, der ein Überwiegen von Kol-

lagen I anzeigt, ist mit einer erhöhten Steifheit und einer reduzierten diastolischen Funk-

tion des Herzens assoziiert (Wei et al., 1999).   

Die Sham-Gruppen wiesen keine deutlichen Unterschiede im Kollagenquotienten auf (s. 

Abb. 13). Auch an Tag 3 nach TAC ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Gruppen erkennen. An Tag 6 nach TAC-OP hingegen zeigte sich ein deutlicher An-

stieg des Kollagenquotienten bei den Wt-Mäusen im Vergleich zu Sham- und Cx3cr1-/--

Tieren. Dies deutete darauf hin, dass die Expression von Kollagen I bei den Wt-Mäusen 

6 Tage nach TAC-OP vorherrschend war. Bei den Cx3cr1-/--Mäusen zeigte sich das Ge-

genteil. Der Kollagenquotient war erniedrigt und somit in Richtung des elastischeren Kol-

lagen III verschoben.  
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Abb. 13: Darstellung des vorherrschenden Kollagentypen anhand des Kollagen-
quotienten. Der Kollagenquotient bildet das Verhältnis von Kollagen Typ I zu Kollagen 
Typ III anhand der qRT-PCR Daten, die in Abbildung 12 dargestellt sind. Es liegen keine 
signifikanten Unterschiede vor. 

Die erhobenen PCR-Daten und der daraus errechnete Kollagenquotient zeigten somit be-

reits 6 Tage nach TAC-OP eine deutliche Dominanz des Kollagen I bei Wildtyp-Mäusen 

und des Kollagen III bei den Cx3cr1-/--Mäusen.  

 

3.2.3 Kollagen I im Gewebe (Pikro-Siriusrot-Färbung) 

Basierend auf den mRNA-Expressionsdaten wurde im nächsten Schritt eine Überprüfung 

der Ergebnisse auf Proteinebene angestrebt. Hierfür wurden verschiedene histologische 

und immunfluoreszenzmikroskopische Techniken angewendet. Zunächst wurde mittels 

einer Pikro-Siriusrot-Färbung die Kollagenablagerung visualisiert. Mithilfe von polarisier-

tem Licht konnten zudem die unterschiedlichen Kollagenfasern differenziert werden. Zur 

Auswertung der histologischen Daten wurde von Mitgliedern der Arbeitsgruppe ein MAT-

LAB-basiertes Programm entwickelt, das eine objektive Analyse der histologischen Bilder 

ermöglichte (s. Kap. 2.8.1). 
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Abb. 14: Kollagen Deposition im Gewebe 21 Tage nach TAC. Auswertung der Pikro-
Siriusrot-gefärbten Gewebeschnitte unter polarisiertem Licht. Anhand eines MATLAB-ba-
sierten Algorithmus wurden die Aufnahmen in HSV-Bilder konvertiert und die einzelnen 
Pixel anhand der Farbwerte in die zugehörige Farbe gruppiert. Rot und Orange spiegeln 
den Gehalt an Kollagen I wider. Es wurde eine 2-way ANOVA durchgeführt zur Ermittlung 
der Signifikanzlevel. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung, n = 6-24 Tiere 
pro Gruppe. * über einzelnen Balken entspricht der Angabe von signifikanten Unterschie-
den zwischen TAC- und der jeweiligen Sham-Gruppe; **** = p<0,0001 

Die in Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse der histologischen Auswertung bestätigten 

die qRT-PCR-Befunde. Mithilfe von polarisierendem Licht wurden die Kollagenanteile der 

Pikro-Siriusrot gefärbten Herzschnitte in 5 verschiedene Gruppen eingeteilt, je nachdem 

welche Farbe im Rot-Orange-Grün-Spektrum sich zeigte. Rote und orange Kollagenfa-

sern wurden als Kollagen I definiert, da die dicken Kollagen-I-Fasern unter polarisiertem 

Licht eine rot-orangene Farbe aufweisen. Grüne und gelbe Kollagenfasern wurden hinge-

gen als Kollagen III definiert (Faulk et al., 2014; Junqueira et al., 1982). In den Wildtyp-
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Mäusen war ein signifikanter Anstieg an Kollagen I 21 Tage nach TAC-OP sichtbar (s. 

Abb. 14). Im Gegensatz hierzu zeigte sich an den Herzschnitten der Cx3cr1-/--Mäuse 

keine erhöhte Ablagerung von Kollagen I im Gewebe. In Bezug auf Kollagen III waren 

innerhalb der Mauslinien zwischen TAC- und Sham-OP keine signifikanten Unterschiede 

zu erkennen. Die Cx3cr1-defizienten Mäuse zeigten jedoch eine signifikant höhere Abla-

gerung von Kollagen III als die Wildtyp-Mäuse nach der TAC-OP.  

Um Problemen bei der Auswertung durch eine erhöhte myokardiale Autofluoreszenz im 

Grünbereich entgegenzuwirken, wurden zusätzliche Immunfluoreszenzfärbungen für Kol-

lagen III angefertigt. Hierzu wurde eine Immunfluoreszenzfärbung mit einem anti-Kol-

lagen-III-Antikörper etabliert.  

 

3.2.4 Kollagen III im Gewebe (Immunfluoreszenz-Färbung) 

 

Abb. 15: Darstellung des Anteils der Kollagen-III-positiven Flächen an der Gesamt-
fläche. Die Mäuse wurden nach der jeweiligen Mauslinie (Wildtyp oder Cx3cr1-/-) und 
TAC- bzw. Sham-Operation gruppiert. Die Auswertung erfolgte 21 Tage nach TAC-bzw. 
Sham-OP. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung, n = 6-8 Mäuse/Gruppe. * 
über einzelnen Balken entspricht der Angabe von signifikanten Unterschieden zwischen 
TAC- und der jeweiligen Sham-Gruppe; * = p<0,05   
Die Immunfluoreszenzfärbung der Herzschnitte mit anti-Kollagen-III-Antikörper zeigte ei-

nen signifikant höheren Anteil an Kollagen III in den Cx3cr1-defizienten Tieren im 
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Vergleich zur Sham-Gruppe (s. Abb. 15). Es ergaben sich keine signifikanten Verände-

rungen des Kollagen-III-Anteils in der Wt-Gruppe im Vergleich zur entsprechenden Sham-

Gruppe (s. Abb. 15). Wie in Abbildung 16 bereits deutlich erkennbar ist, bestätigte die 

Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung somit die unterschiedliche Kollagen-III-Abla-

gerung im Gewebe der beiden Mausphänotypen in Reaktion auf die TAC-OP.  

 

Abb. 16: Exemplarische Fotos der Kollagen-III-Färbung im Herzgewebe von Wildtyp 
und Cx3cr1-/--Mäusen. Die Färbung erfolgte zum Zeitpunkt 21 Tage nach TAC-bzw. 
Sham-OP. Mithilfe eines anti-Kollagen-III-Antikörpers wurden die Kollagenfasern im Herz-
gewebe der Mäuse angefärbt.  A) Sham Wt-Mäuse B) Sham Cx3cr1-/--Mäuse C) TAC Wt-
Mäuse D) TAC Cx3cr1-/--Mäuse. Die histologischen Bilder sind in 40-facher Vergrößerung 
dargestellt und die Messbalken entsprechen jeweils 50 μm. 

Zusammenfassend lässt sich aus den erhobenen Daten zur Fibrosierung des Herzens 

festhalten, dass die Wildtyp-Mäuse als Reaktion auf die TAC-Behandlung mehr dickes 

und unflexibles Kollagen I bilden, während bei den Cx3cr1-/--Mäusen das Verhältnis zu-

gunsten einer Ablagerung des elastischeren Kollagen III verschoben ist.  

  



44 
 

4. Diskussion 

Vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur und den Ergebnissen der Arbeitsgruppe un-

tersucht diese Arbeit die Ursachen des kardioprotektiven Effekts in TAC-operierten 

Cx3cr1-/--Mäusen im Bereich des Gewebe-Remodelings. Insbesondere werden die Fibro-

sierungsprozesse des Myokards durch spezifische Kollagen I und III Analysen beleuchtet. 

Zudem wird die Rolle der Transkriptionsfaktoren HIF-1α und HIF-2α anhand der durchge-

führten Experimente untersucht.  

 

4.1 Hypoxiemarker als Ausdruck der myokardialen Sauerstoffversorgung 

Die Sauerstofftransportkapazität des Blutes und der Fluss durch die Koronararterien re-

gulieren die Sauerstoffversorgung des Myokards. Als Reaktion auf eine akute oder chro-

nische Hypoxie werden Gene wie HIF-1 und HIF-2 aktiviert, die mit Enzymen und anderen 

Transkriptionsfaktoren interagieren, um die Vaskularisierung und das Gewebewachstum 

zu kontrollieren. Als Transkriptionsfaktor beeinflusst und reguliert HIF-1 die Expression 

zahlreicher Gene, die an der Aufrechterhaltung der Homöostase beteiligt sind, wenn sich 

die Sauerstoffkonzentration ändert (Ziello et al., 2007). Akute Hypoxie des Gewebes führt 

zu einer Erhöhung des Transkriptionsfaktors HIF-1α, während dieser bei chronischer Hy-

poxie degradiert wird (Holmquist-Mengelbier et al., 2006; Takeda et al., 2010). In unserem 

Modell zeigte sich eine Herabregulierung der HIF-1α Expression in Wt- und Cx3cr1-/--Tie-

ren als Reaktion auf eine TAC-OP in den untersuchten Arealen des Herzens. 

Diese Herabregulation war 21 Tage nach der TAC-Behandlung zu beobachten und deutet 

darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt die Phase der akuten Inflammation und akuten Hy-

poxie bereits abgeschlossen und in einen chronischen Prozess übergegangen war.  

Die basale Expression von HIF-1α in Wt- und Cx3cr1-/--Mäusen (s. Abb. 8) liegt wahr-

scheinlich in der Tatsache begründet, dass eine basale Expression von HIF-1α auch ohne 

Hypoxie vorliegt, um die Energiebedürfnisse der Zelle abdecken (Stroka et al., 2001). Auf 

Basis unserer Daten (s. Abb. 8), die eine nahezu identische Regulation von HIF-1α in Wt 

und Cx3cr1-/--Mäusen 21 Tage nach der chirurgischen Intervention zeigen, sowie dem 

aktuellen Stand der Wissenschaft, lässt sich festhalten, dass die erhaltene Pumpfunktion 
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in Cx3cr1-/--Mäusen eher nicht auf eine unterschiedliche Regulation von HIF-1α zurück-

zuführen ist.  

Untersuchungen von Hölscher et al. (2012) zeigen, dass eine Überexpression von HIF-

1α im TAC-Modell zu Herzversagen führen kann. Eine erhöhte Expression war in unseren 

Versuchen nicht zu beobachten.  

 

4.1.1 HIF-2α und die chronische Hypoxie  

Vor dem Hintergrund, dass die Phase der akuten Inflammation zum Zeitpunkt der Unter-

suchung bereits in die Phase des chronischen Gewebe-Remodelings übergegangen war, 

wurde die Expression des Hypoxiemarkers HIF-2α genauer untersucht. HIF-2α akkumu-

liert bei chronischer Hypoxie im Herzgewebe (Holmquist-Mengelbier et al., 2006).  

Unsere Daten zeigen, dass tendenziell vermehrt HIF-2α bei den TAC-operierten Mäusen 

im Vergleich zu den Sham-operierten Mäusen gebildet wird, was für die Entwicklung einer 

chronischen Hypoxie bei Druckbelastung des Herzens spricht. Der Anstieg von HIF-2α im 

Rahmen der TAC-Behandlung in Wt-Mäusen steht im Einklang mit der aktuellen Literatur 

(Abe et al., 2019).  

Pathophysiologisch gibt es ein enges Zusammenspiel von Hypoxie und Inflammation 

(Bartels et al., 2013). Studien zeigen, dass ein Fehlen von HIF-2α in Makrophagen zu 

einer gestörten Zytokin-/Chemokin-Expression führt (Imtiyaz et al., 2010). Somit trägt der 

Transkriptionsfaktor HIF-2α in Makrophagen zum Erhalt eines inflammatorischen Milieus 

bei (Imtiyaz et al., 2010). Der Verlust von HIF-2α in myeloiden Zellen führt umgekehrt zu 

einer verminderten Migrationsfähigkeit der Makrophagen (Imtiyaz et al., 2010). Wie be-

reits zuvor beschrieben, exprimieren insbesondere Monozyten und Makrophagen den 

Fraktalkinrezeptor. Vorausgegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe haben gezeigt, 

dass genau diese Cx3cr1-positiven Makrophagen eine dominante Rolle in der Entwick-

lung der linksventrikulären Hypertrophie spielen und im Herzgewebe nach TAC-OP akku-

mulieren (Weisheit et al., 2014). Somit lag anfangs die Vermutung nahe, dass die Funktion 

insbesondere der Makrophagen in Cx3cr1-/--Mäusen nach TAC-OP durch die Expression 

von HIF-2α moduliert wird und damit die Unterschiede im kardialen Remodeling der 
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beiden untersuchten Mauslinien erklären könnte. Die Daten dieser Arbeit implizieren, dass 

es eine basal erhöhte Expression von HIF-2α in den Cx3cr1-/--Mäusen gibt.  

Dass die Makrophagen-Migration durch HIF-2α beeinflusst wird, ist eine interessante Be-

obachtung. Wichtig wäre allerdings vor allem die Spezifizierung des Einflusses auf die 

unterschiedlichen Makrophagentypen zu ergründen, was bisher noch nicht im Krankheits-

bild der linksventrikulären Hypertrophie untersucht wurde. Diese Differenzierung zwi-

schen den Makrophagengruppen ist im Rahmen meines Forschungsprojektes besonders 

interessant, da die regulatorischen Ly6Clow-Makrophagen eine zentrale Rolle im patholo-

gischen kardialen Remodeling spielen (s. Kap. 4.2.3). Einen Anhaltspunkt für die unter-

schiedliche Reaktion von Makrophagen auf eine hypoxische Umgebung gibt die Studie 

von Abe et al. (2019), welche eine erhöhte Anzahl an Ly6Chigh-Makrophagen in hypoxi-

schen Arealen beobachteten, während die Konzentration von Ly6Clow-Makrophagen un-

verändert blieb.  

Für weitere Forschungsarbeiten wäre es von großem Interesse, den Einfluss von HIF-2α 

auf verschiedene Makrophagensubtypen zu untersuchen, um festzustellen, ob HIF-2α 

eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung bestimmter Makrophagen ins Herzgewebe im 

Rahmen einer erhöhten Druckbelastung spielt. Zudem sind weitere Untersuchungen not-

wendig, um die hier erfassten Ergebnisse zu untermauern, da die Ergebnisse aus Abb. 8 

und Abb. 10 nicht statistisch signifikant sind. Außerdem sind Details zur Regulation der 

Hypoxie-abhängigen Transkriptionsfaktoren in der Entwicklung der linksventrikulären Hy-

pertrophie noch unbekannt.  

Die Frage, die bei der Interpretation unserer Ergebnisse aufkommt, ist, weshalb basal von 

der Tendenz her bei den Wildtyp-Mäusen weniger HIF-2α von den Kardiomyozyten pro-

duziert wird als bei den Cx3cr1-/--Mäusen. Es liegt die Vermutung nahe, dass nicht allein 

hypoxische Bedingungen zu einer erhöhten Expression von HIF-1α und HIF-2α führen, 

sondern dass auch eine Induktion von HIF-1α und HIF-2α durch eine inflammatorische 

Reaktion erfolgen kann. Während HIF-1α über Th1-Zytokine (z. B. INF-γ) induziert wird, 

wird die HIF-2α Expression über Th2-Zytokine (z. B. IL-4) gefördert (Prabhakar und Se-

menza, 2012; Takeda et al., 2010). Vorstellbar wäre, dass es durch das Fehlen von 

Cx3cr1 in den Mäusen zu einer höheren inflammatorischen Aktivität des Immunsystems 

kommt, was auch bei den Sham-Tieren die basal erhöhte HIF-Expression erklären würde.  
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4.2 Die Fibrosierung des linken Ventrikels als Folge der Druckbelastung 

Unsere Ergebnisse zur Fibrosierung des Herzens nach TAC liefern wichtige Hinweise, 

dass die veränderte Kollagenablagerung im Herzgewebe der Mäuse, insbesondere durch 

eine verminderte Kollagen-I-Ablagerung und eine erhöhten Kollagen-III-Ablagerung im 

Gewebe des linken Ventrikels, wesentlich den kardioprotektiven Faktor der Cx3cr1-/-- 

Mäuse bedingt. Hierbei übernehmen die Ly6Clow–Makrophagen möglicherweise die zent-

rale bzw. initiale Rolle, indem sie den Signalweg aktivieren, der letztendlich zu der ver-

stärkten Fibrosierung führt.  

 

4.2.1 Verminderte Kollagen-I-Expression im Gewebe der Cx3cr1-/--Mäusen als bestim-

mender Faktor der Kardioprotektion 

Die erhöhte Kollagen-I-Expression im Herzgewebe der Cx3cr1-/--Mäuse ließ sich nur auf 

mRNA-Ebene, nicht aber histologisch nachweisen (s. Abb. 12A und 14). 

Die Auswertungen unserer histologischen Färbungen zeigen, dass das Herzgewebe von 

Wildtyp-Mäusen nach TAC mehr Kollagen I bei unverändertem Kollagen-III-Gehalt auf-

weist, während bei Cx3cr1-/--Mäusen mehr Kollagen III bei unverändertem Kollagen-I-Ge-

halt nachgewiesen wurde (s. Abb. 14 und 15). Somit wurde in der unveränderten Kol-

lagen-I-Ablagerung in Reaktion auf die TAC-Operation bei Fehlen des Fraktalkinrezeptors 

ein entscheidender Unterschied zwischen den untersuchten Genotypen festgestellt. Kol-

lagen I, welches etwa 85 % der Gesamt-Kollagenmenge im Herzen unter physiologischen 

Umständen ausmacht, ist vor allem für die Zugfestigkeit des Gewebes zuständig, während 

Kollagen III, welches etwa 11 % des Gesamt-Kollagens ausmacht, durch dünnere Fasern 

mit einer erhöhten Widerstandsfähigkeit einhergeht (Jugdutt, 2003).  

Untersuchungen an Patienten mit LVH heben hervor, dass eine erhöhte Kollagen-I-Abla-

gerung im Herzgewebe, wie bei den Wildtyp-Mäusen in unserem Modell, zu einer erhöh-

ten Rate an Hospitalisierungen, einer schlechteren kardialen Leistung und einer erhöhten 

Mortalität führt. Dies lässt sich laut Studien auf die erhöhte Steifheit des Herzens durch 

die vermehrte Anzahl an dicken Kollagen-I-Fasern zurückführen (Baicu et al., 2003; Eche-

garay et al., 2017; Querejeta et al., 2004). Der fehlende Anstieg der Kollagen-I-Produktion 
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bei Cx3cr1-defizienten Mäusen könnte zu einem Erhalt der diastolischen Funktion des 

Herzens beitragen, da die passive Steifheit, welche durch die vermehrten dicken Kol-

lagen-I-Fasern bei den Wildtyp-Mäusen vermittelt wird, wegfällt (Echegaray et al., 2017). 

Somit ist durch die Implikation der erhöhten Kollagen-I-Ablagerung mit einem schlechte-

ren kardialen Outcome (s.o.) und der bekannten erhöhten passiven Steifheit des Herzge-

webes ein wesentlicher Faktor gefunden worden, der die erhaltene Pumpfunktion in den 

Cx3cr1-/--Mäusen erklärt.  

Die Daten, welche aus der Auswertung der Pikro-Siriusrot-gefärbten Präparate gewonnen 

wurden, und die vermehrte Kollagen-I-Ablagerung bei erhöhter kardialer Druckbelastung 

belegen, sind von der steigenden Tendenz in Reaktion auf TAC her mit der Literatur ver-

gleichbar (Matsusaka et al., 2006; Namba et al., 1997; Nemska et al., 2021). Auf mRNA-

Ebene führt ein vergleichbares Modell von Nemska et al. (2021) bei den Wildtyp-Mäusen 

zu einer erhöhten Bildung von Kollagen I, wie in unseren Daten auch (s. Abb. 12A). Di-

verse Studien berichten von der Rolle der Fibrosierung im Rahmen der Linksherzhyper-

trophie als einen der Hauptfaktoren der langfristig pathologischen Anpassung des Her-

zens auf erhöhte kardiale Belastung, welches im Einklang mit den Daten dieser Arbeit 

steht (Berk et al., 2007; Díez, 2007; Díez et al., 1996).  

Eine kürzlich publizierte Studie von Nemska et al. (2021) hat den Effekt eines Cx3cr1-

Inhibitors bei TAC-Behandlung im Mausmodell untersucht. Die Wildtyp-Mäuse erhielten 

täglich ab dem Tag der TAC- oder Sham-Operation AZD8797, einen selektiven Cx3cr1-

Antagonisten. Es zeigte sich, dass in Bezug auf Kollagen I auf mRNA-Ebene sowie im 

Herzgewebe eine nicht signifikant veränderte Fibrosierung bei den Mäusen, welche den 

selektiven Cx3cr1-Antagonisten erhielten, vorlag (Nemska et al., 2021). Die Autoren 

schlussfolgern somit, dass die Abwesenheit oder Blockade des Fraktalkinrezeptors einen 

Einfluss auf die Fibrosierung und somit die Pumpfunktion des Herzens hat. Die Pikro-

Siriusrot-gefärbten Präparate wurden bei dieser Untersuchung lichtmikroskopisch analy-

siert, was keinen genauen Aufschluss über die Unterscheidung der Kollagenfasern zu-

lässt. Es ist somit möglich, dass die unveränderte Fibrosierung, die bei den mit AZD8797 

therapierten Mäusen zwischen den TAC- und Sham-operierten sichtbar war, zum größten 

Teil auf einer unveränderten Kollagen-I-Deposition beruht, da Kollagen I bezogen auf das 

Volumen einen größeren Anteil ausmacht als Kollagen III (s. Kap. 1.3.1). Unter dieser 
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Annahme stehen die Daten im Einklang mit den Daten dieser Arbeit, jedoch wäre zukünf-

tig eine Aufschlüsselung der einzelnen Kollagentypen von Interesse.  

Die Erkenntnisse der veränderten Fibrosierung bei Cx3cr1-Defizienz werden durch Un-

tersuchungen an anderen Organen validiert (Helmke et al., 2019; Ishida et al., 2017; Li et 

al., 2008; Peng et al., 2015; Y et al., 2008). Helmke et al. (2019) haben im Rahmen der 

Peritonealdialyse Cx3cr1 als den Haupttreiber der Fibrose, vermittelt über die Zytokine IL-

1β und TGF-β, identifiziert. Obwohl die Daten zur Fibrosierung des Herzens nur begrenzt 

mit denen anderer Organe vergleichbar sind, können Untersuchungen an anderen Orga-

nen wichtige Hinweise auf die Rolle von Cx3cr1 bei der Kollagendeposition liefern. Bei 

den bisher untersuchten Organen wurde das Augenmerk auf die Fibrosierung allgemein 

gelegt, ohne verschiedene Kollagentypen zu unterscheiden.  

In der Literatur werden stark voneinander abweichende Zahlen für den Kollagengehalt im 

Herzgewebe von Mäusen nach TAC- oder Sham-OP beschrieben.  Die Daten dieser Ar-

beit liegen größtenteils in diesem Bereich (2 - 28 %) (Ge et al., 2020; Matsusaka et al., 

2006; Nemska et al., 2021). Die deutlichen Unterschiede, welche in den unterschiedlichen 

Färbe- und Auswertemethoden auftreten, wurden von Sahu et al. (2020) exemplarisch an 

der Fibrosierung nach Myokardinfarkt dargelegt. Diese Unterschiede beruhen vor allem 

auf den unterschiedlich gewählten Auswertemethoden und der Fehleranfälligkeit von Fär-

bemethoden. Um diese Problematik in dieser Arbeit zu adressieren, wurden individuelle 

Auswertemethoden herausgearbeitet und in der Methodik genau beschrieben, mit dem 

Ziel, die zukünftige Vergleichbarkeit zu erhöhen. Außerdem wurde in der Arbeitsgruppe 

ein Algorithmus mithilfe des MATLAB-Programms zur Quantifizierung von Pikro-Siriusrot-

Färbungen erarbeitet, welcher zukünftig weitere Schnitte auf dieselbe Weise und ohne 

Bias auswerten kann (s. Kap. 2.8.1). Zusätzlich sind weitere Analysen des Kollagen-I- und 

III-Gehalts im linken Ventrikel von Mäusen mit verschiedenen Methoden nötig, um die 

Daten zukünftig genauer validieren zu können.  
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4.2.2 Die erhöhte Kollagen-III-Deposition könnte zu einem Erhalt der Pumpfunktion bei-

tragen 

Neben der verminderten Kollagen-I-Ablagerung im Gewebe der Cx3cr1-/--Mäuse wurde 

eine vermehrte Kollagen-III-Deposition beobachtet (s. Abb. 15).  

Da viele Untersuchungen zu der Fibrosierung des Herzens (oben näher beschrieben) 

nicht zwischen den unterschiedlichen Kollagentypen unterscheiden, gibt es weniger ver-

gleichbare Daten. Im Jahr 1997 wurde bei spontan hypertensiven Ratten der Kollagen-III-

Gehalt auf Proteinebene bestimmt, welcher analog zu den Daten dieser Arbeit bei den 

Wildtyp-TAC-Mäusen unverändert geblieben ist, während der Kollagenquotient in Rich-

tung von Kollagen I verschoben wurde (Yang et al., 1997). Interessanterweise wurde in 

dieser Studie der Effekt von ACE-Hemmern im Rattenversuch untersucht und unter An-

wendung von Captopril eine Hochregulation des Kollagen III bei unverändertem Kollagen-

I-Gehalt, ähnlich zu den Daten der Cx3cr1-/--Mäuse dieser Arbeit, beobachtet (Yang et al., 

1997). Da Angiotensin II, welches durch ACE-Hemmer vermindert gebildet wird, eine 

zentrale Rolle in der Umwandlung von Fibroblasten zu Myofibroblasten einnimmt und im 

Rahmen der aktuellen Forschung (s. Kap. 1.3.1) die verminderte Bildung von Kollagen I 

in den Cx3cr1-/--Mäusen wesentlich auf der verminderten Myofibroblastenbildung beruht, 

unterstützen die Daten von Yang et al. (1997) die Daten zur Rolle von Kollagen III in dieser 

Arbeit. Der Autor der Studie beschreibt das limitierte Wissen über die genauen Effekte, 

über die ein verändertes Kollagen-I-zu-III-Verhältnis zu dem verbesserten kardialen Out-

come mit Captopril beiträgt. Die Limitation der Vergleichbarkeit liegen in den unterschied-

lichen Tieren sowie Hypertoniemodellen, weshalb vergleichbare Studien bei Mäusen im 

TAC-Modell von besonderem Interesse wären.  

In einigen vergleichbaren Studien zum TAC-Modell wird Kollagen III analog zu Kollagen I 

auf Proteinebene hochreguliert (Namba et al., 1997; Villarreal und Dillmann, 1992). Neben 

der Menge an Kollagen spielt auch die Vernetzung der Kollagenfasern eine erhebliche 

Rolle in der Ausführung der Funktion des Herzens (González et al., 2018b). Bis heute ist 

die genaue Rolle des Kollagen-III-Gehalts im Herzen nicht vollständig bekannt, da postu-

liert wurde, dass eine vermehrte Ablagerung von Kollagen III zu einer verminderten Über-

tragbarkeit der Kraft der Kardiomyozyten auf die Herzkammer führen kann (López et al., 

2014). Dieses wurde jedoch bis heute nicht durch Forschungsergebnisse untermauert. 
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Die Daten dieser Arbeit und auch die von Yang et al. (1997) geben Hinweise darauf, dass 

eine (zumindest in einem gewissen Rahmen) erhöhte Kollagen-III-Produktion keine nega-

tiven Auswirkungen auf das Herz hat, sondern dass die dünneren und elastischeren Fa-

sern möglicherweise wesentlich zu dem Erhalt der Pumpfunktion beitragen. 

 

4.2.3 Die Rolle der Makrophagen und Cx3cr1 bei der Fibrosierung 

Durch die chronisch überhöhte Druckbelastung des linken Ventrikels, wie sie im TAC-

Modell simuliert wird, wird eine inflammatorische Immunantwort hervorgerufen, die durch 

proinflammatorische Zytokine im kardialen Gewebe charakterisiert ist (Baumgarten et al., 

2002). Diese Immunantwort wird vor allem durch Makrophagen und neutrophile Gra-

nulozyten angeführt (Ismahil und Prabhu, 2021). Es ist wichtig, die verschiedenen Mak-

rophagenpopulationen zu unterscheiden. Ly6Chigh-Makrophagen (Cx3cr1low) induzieren 

eine phagozytotische, proteolytische und inflammatorische Reaktion. Dagegen zielen 

Ly6Clow-Makrophagen (Cx3cr1high) auf die Akkumulation von Myofibroblasten, die Ablage-

rung von Kollagen und eine erhöhte Angiogenese ab, um die Heilung zu fördern (Nahren-

dorf et al., 2010). Insbesondere stimulieren sie Fibroblasten zur Differenzierung in Myo-

fibroblasten, die als Haupttreiber der Fibrosierung gelten, vor allem durch die erhöhte Kol-

lagen-I-Ablagerung (Kong et al., 2014; Weber, 2000).   

In den Herzen von Wildtyp-Mäusen nimmt die Anzahl an Ly6Clow Makrophagen als Reak-

tion auf die erhöhte Druckbelastung stärker zu als bei den Cx3cr1-/--Mäusen (Weisheit et 

al., 2014). Die Ly6Clow-Makrophagen sind mit einem langsameren und längeren Umbau-

prozess verbunden, wie er bei chronischer Druckbelastung auftritt, im Vergleich zu den 

Ly6Chigh -Makrophagen, die vor allem bei akuter Ischämie präsent sind (Li et al., 2016; 

Weisheit et al., 2014). Analog zu den verschiedenen Aufgaben der Makrophagen ist auch 

die Zytokin-Expression der beiden Makrophagenpopulationen unterschiedlich. Die 

Ly6Clow–Makrophagen im Wildtyp sezernieren als Reaktion auf die erhöhte kardiale 

Druckbelastung vermehrt IL-10, um die Inflammation zu unterdrücken und profibrotische 

Prozesse zu aktivieren (Jung et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass die proinflammatori-

schen Zytokine wie IL-6 und IL-1β bei Cx3cr1-Defizienz stärker hochreguliert wurden als 

im Wildtyp (Weisheit et al., 2014). 
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Zusammenfassend führt die chronische Drucküberlastung bei den Wildtyp-Tieren am 

ehesten durch die Rekrutierung der Ly6Clow-Makrophagen zu einer prolongierten Stimu-

lation der Kollagenproduktion über die Myofibroblasten, die normalerweise nur transient 

bei Schaden vorhanden sind. Dies stellt eine generelle Fehlregulation der eigentlich in-

tendierten kurzfristigen Anpassung dar. Diese Vermutung wird durch andere Autoren un-

terstützt, die die erhöhte Fibrosierung auf eine kontinuierliche Schädigung zurückführen, 

bei der die Apoptose der kardialen Myofibroblasten ausbleibt (Porter und Turner, 2009). 

Bei der Cx3cr1-Defizienz hingegen kommt es zu einer frühen proinflammatorischen Re-

aktion im Herzgewebe, welche eine verbesserte Anpassung des Herzens auf den erhöh-

ten kardialen Stress zur Folge hat (Weisheit et al., 2021). In Abwesenheit des Fraktalkin-

rezeptors wird die Migration der Makrophagen hauptsächlich über CCL2 vermittelt, des-

sen potenzielle Rolle in der Fibrosierung noch geklärt werden muss.  

Zusammenfassend lässt sich für die Fibrosierung festhalten, dass die Unterschiede zwi-

schen den Mauslinien, welche in den Daten dieser Arbeit sichtbar werden, aus einer ver-

änderten Immunantwort resultieren, die durch einen überwiegenden frühen proinflamma-

torischen Phänotyp gekennzeichnet ist. Dieses löst eine Signalkaskade aus, die zu einer 

verminderten Kollagen-I-Ablagerung im Gewebe der Cx3cr1-/--Mäuse führt, was wesent-

lich für den Erhalt der Pumpfunktion verantwortlich ist. Es gibt Hinweise darauf, dass auch 

die erhöhte Kollagen-III-Ablagerung, welche ebenfalls bei den Cx3cr1-/--Mäusen beobach-

tet wurde, zu einem Erhalt der Pumpfunktion und somit zum kardioprotektiven Effekt führt. 

Dieser Unterschied in der Kollagenablagerung im kardioprotektiven Mausphänotyp ba-

siert am ehesten auf einer verminderten Rekrutierung von Ly6Clow-Makrophagen und ei-

ner daraus resultierenden veränderten Modulation der Fibroblasten, einschließlich einer 

verringerten Differenzierung zu Myofibroblasten.  

 

4.3 Hypoxie und Fibrosierung – gibt es eine Verbindung? 

Die Versorgung der Kardiomyozyten mit Sauerstoff wurde bislang in dieser Arbeit getrennt 

von der Fibrosierung betrachtet. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Hypoxie über die 

unterschiedliche Regulation von Makrophagen einen Einfluss auf die Fibrosierung hat. 
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Wie bereits geschildert, besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Hypoxie und 

dem Immunsystem sowie zwischen dem Immunsystem und der Fibrosierung (Nahrendorf 

et al., 2010; Prabhakar und Semenza, 2012). Zusammen mit den bereits erhobenen Da-

ten der Arbeitsgruppe und der Tatsache, dass der Fraktalkinrezeptor vor allem auf Mo-

nozyten und Makrophagen exprimiert wird, scheint das angeborene Immunsystem eine 

Schlüsselrolle im pathologischen kardialen Remodeling zu spielen.  

Experimentell wurde diese Hypothese von Abe et al. (2019) untersucht, die gezeigt haben, 

dass HIF-1α knock-out Mäuse eine erhöhte Fibrosierung als Reaktion auf die erhöhte 

kardiale Druckbelastung aufweisen, verbunden mit einer erhöhten Anzahl an Myo-

fibroblasten. Im Rahmen der Untersuchung eines AV-Implantats für die Dialyse wurde 

festgestellt, dass HIF-1α einen direkten Einfluss auf die Umwandlung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten hat (Misra et al., 2010). Da die Daten dieser Arbeit jedoch keine unter-

schiedliche Regulation dieses Transkriptionsfaktors in der chronischen Phase zeigen 

konnte, wird vermutet, dass ein anderer Mechanismus über die verschiedenen Makropha-

genpopulationen vermittelt wird. 

Abe et al. (2019) haben in hypoxischen Arealen eine erhöhte Menge von Ly6Chigh-Makro-

phagen beobachtet, während die Konzentration von Ly6Clow-Makrophagen unverändert 

blieb. Dies deutet darauf hin, dass das Fehlen der Hypoxie-Transkriptionsfaktoren zu ei-

ner erhöhten Fibrosierung führt, möglicherweise durch eine verminderte Rekrutierung der 

Ly6Chigh-Makrophagen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit dem kardioprotektiven 

Effekt der frühen proinflammatorischen Antwort, welcher unter anderem durch die ver-

stärkte Rekrutierung von Ly6Chigh-Makrophagen bei Cx3cr1-/--Mäusen zustande kommt 

(Weisheit et al., 2021).  

Es gibt somit auch in unseren Ergebnissen deutliche Hinweise darauf, dass die Hypoxie 

über die Immunantwort gesteuert einen bedeutenden Einfluss auf die Fibrosierung des 

Herzens hat. Dennoch sind weitere Untersuchungen erforderlich, um den genauen Zu-

sammenhang der einzelnen Faktoren und ihr Zusammenspiel zu verstehen.  
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4.4 Bedeutung für zukünftige Forschung 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es im Rahmen des kardialen Remodelings als 

Reaktion auf die erhöhte kardiale Druckbelastung wichtige Unterschiede zwischen den 

untersuchten Mauslinien gibt, welche den kardioprotektiven Effekt begründen. Insbeson-

dere die verminderte Kollagen-I-Ablagerung bei Cx3cr1-Defizienz ist mit einer Kardiopro-

tektion assoziiert (Echegaray et al., 2017; Querejeta et al., 2004).  

Angesichts der Erkenntnis, dass eine erhöhte Fibrosierung des Herzens mit einer deutlich 

erhöhten Mortalität einhergeht, gibt es viele Bemühungen, neue medikamentöse Ziele zur 

Regulation der Kollagenakkumulation zu identifizieren. Der Fraktalkinrezeptor könnte 

hierbei ein wichtiger neuer Ansatz sein, der über die unterschiedliche Rekrutierung von 

Makrophagen zu einer veränderten Immunantwort mit einer modulierten Fibrosierung 

führt. 

Es gibt seit längerem Bemühungen, effektive Cx3cr1-Inhibitoren zu entwickeln, aufgrund 

der Rolle dieses Rezeptors in verschiedenen Erkrankungen wie Atherosklerose und Dia-

betes (Chen et al., 2020; Karlström et al., 2013). AZD8797, ein selektiver Cx3cr1-Inhibitor, 

wurde von Nemska et al. (2021) im TAC-Modell an Mäusen untersucht. Die Mäuse erhiel-

ten ab dem Tag der TAC-OP den Cx3cr1-Inhibitor, und ähnlich wie den Daten dieser Ar-

beit wurde bei Cx3cr1-Defizienz (durch Blockade des Rezeptors) ein kardioprotektiver Ef-

fekt beobachtet. Weitere Untersuchungen zur Bestätigung dieser Daten sowie zur Unter-

suchung potenzieller Nebenwirkungen sind nötig, um den umfassenden Effekt der 

Cx3cr1-Blockade zu verstehen. Es wäre interessant zu untersuchen, ob der kardioprotek-

tive Effekt auch dann beobachtet wird, wenn der Inhibitor erst einige Tage nach der TAC-

OP eingeführt wird, da Bluthochdruck oder die Aortenstenose oft schon lange vor der 

Diagnose bestehen.  

Die erhöhte Konzentration von HIF-2α im Herzen der Cx3cr1-/--Mäuse erfordert weitere 

genaue Untersuchungen, da eine systemisch erhöhte HIF-2α Konzentration aufgrund der 

Assoziation des VEGF mit verstärkter Tumorprogression potenziell negative Effekte auf 

das Überleben haben könnte. In der Behandlung von Tumorerkrankungen werden derzeit 

HIF-2α-Inhibitoren entwickelt und getestet, jedoch ist noch keiner klinisch zugelassen (Al-

badari et al., 2019). Daher wären weitere Untersuchungen zu den Auswirkungen der 
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Blockade des Transkriptionsfaktors HIF-2α auf die Entwicklung einer LVH bzw. der Ein-

fluss auf eine bereits bestehende LVH von besonderem Interesse, da die Daten dieser 

Arbeit nahelegen, dass die erhöhte Expression von HIF-2α bei Cx3cr1-/--Mäusen mit de-

ren kardioprotektiven Effekt in Verbindung stehen könnte.  

Das Ziel dieser Forschung ist es, den kardioprotektiven Effekt, der bei Mäusen beobachtet 

wurde, auch bei Menschen durch pharmakologische Ansätze zu erreichen. Die Makro-

phagen, die eine Schlüsselrolle in der unterschiedlichen Immunantwort der beiden Maus-

linien dieser Arbeit begründen, können auch mit großen Gemeinsamkeiten in Menschen 

identifiziert werden (Nahrendorf et al., 2010). Nach aktuellem Wissen stellen die Ly6Chigh-

Makrophagen die CD14+ CD16--Makrophagen im Menschen dar, während die Ly6Clow-

Makrophagen die CD14low CD16+-Makrophagen repräsentieren (Geissmann et al., 2003; 

Nahrendorf und Swirski, 2013). Es wurden jedoch auch gewisse Unterschiede beobach-

tet, weshalb weitere Untersuchungen notwendig sind, um die Rolle von Makrophagen und 

dem Fraktalkinrezeptor im menschlichen Herzgewebe zu untersuchen und dadurch die 

Übertragbarkeit der Daten dieser Arbeit auf den Menschen weiter zu erörtern (Nahrendorf 

et al., 2010). 

Eine wichtige Limitation hinsichtlich der Übertragbarkeit auf den Menschen liegt darin, 

dass sich die Immunreaktion im Rahmen des pathologischen kardialen Remodelings je 

nach zugrunde liegender Erkrankung (s. Kap. 1.1) unterscheiden kann. Daher sind wei-

tere Untersuchungen zum kardialen Remodeling bei verschiedenen Grunderkrankungen 

und der Korrelation zur Immunantwort notwendig.  

Zusammenfassend gibt es Hinweise darauf, dass eine Blockade des Cx3cr1-Rezeptors 

einen kardioprotektiven Effekt hat. Es ist möglich, dass ähnliche kardioprotektive Effekte 

durch vergleichbare Makrophagensubtypen auch beim Menschen beobachtet werden 

könnten. Hierzu sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich. 
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4.5 Modell-Limitationen 

HIF wird konstitutiv exprimiert und unter ausreichender Sauerstoffversorgung schnell ab-

gebaut. In dieser Arbeit wurde eine höhere Menge an HIF-1α und HIF-2α gemessen im 

Vergleich zu Studien, die sich ausschließlich auf die Konzentration im Zellkern kon-

zentriert haben (Stroka et al., 2001). Da jedoch das Interesse hier nicht der absolute Ge-

halt, sondern vielmehr die Unterschiede nach TAC-Behandlung waren, wurde das grund-

legend produzierte HIF als konstant gesehen. Zudem wird eine erhöhte zytoplasmatische 

Stabilisierung von HIF-1α mit erhöhter Hypoxie in Verbindung gebracht, da dieses im Zy-

toplasma stabilisiert wird, bevor es in den Zellkern transportiert wird (Stroka et al., 2001).  
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5. Zusammenfassung 

Die linksventrikuläre Hypertrophie (LVH) als Resultat der chronisch erhöhten linksventri-

kulären Druckbelastung ist ein häufiges Krankheitsbild mit einer hohen Übergangsrate in 

eine Herzinsuffizienz. Vor diesem Hintergrund ist die Erkenntnis der Kardioprotektion der 

Cx3cr1-defizienten Mäuse von besonderem Interesse. Cx3cr1, auch Fraktalkinrezeptor 

genannt, ist ein Chemokinrezeptor, der vor allem auf Makrophagen exprimiert wird und 

dem eine regulatorische Funktion zugeschrieben wird. Um die Mechanismen zu untersu-

chen, die der Kardioprotektion im Cx3cr1-knock-out Modell zugrunde liegen, wurden in 

der vorliegenden Arbeit sowohl die Hypoxie der Kardiomyozyten als auch die Fibrosierung 

anhand von Kollagen I und III analysiert.  

Bei 12 Wochen alten Wildtyp- und Cx3cr1-/--Mäusen (n = 63) wurde eine transaortale Kon-

striktion (TAC) bzw. eine Sham-OP durchgeführt. In vorausgegangenen Untersuchungen 

wurde bereits gezeigt, dass die Immunantwort im Herzen der Mäuse bei dem TAC-Modell 

vor allem durch Makrophagen geprägt ist (Weisheit et al., 2014). Den Reparatur Makro-

phagen (Ly6Clow, Cx3cr1high) wurde hierbei eine zentrale Rolle im pathologischen Remo-

deling zugesprochen (Weisheit et al., 2014). Durch die Verknüpfung von Hypoxie und der 

Immunantwort, insbesondere der Makrophagenreaktion, wurde in dieser Arbeit zunächst 

anhand von Immunfluoreszenz-Färbungen (n = 3 Mäuse pro Gruppe: Sham Wt-Mäuse, 

Sham Cx3cr1-/--Mäuse, TAC Wt-Mäuse, TAC Cx3cr1-/--Mäuse) die Hypoxie im Herzge-

webe nach TAC untersucht. Dies erfolgte durch die Analyse des Transkriptionsfaktors der 

akuten Hypoxie (HIF-1α) und der chronischen Hypoxie (HIF-2α). Die Ergebnisse dieser 

Färbungen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mausphänotypen, je-

doch konnten Tendenzen erkannt werden. HIF-1α wurde in beiden Mausphänotypen nach 

der TAC-OP herunterreguliert, was auf einen bereits stattgefundenen Übergang von einer 

akuten zu einer chronischen Hypoxie-Reaktion zu diesem Zeitpunkt hinweist. HIF-2α hin-

gegen wurde basal bei den Cx3cr1-/--Mäusen vermehrt exprimiert und zeigte keine we-

sentliche Veränderung bei erhöhter kardialer Druckbelastung, während die Kardiomyozy-

ten des Wildtyps in Reaktion auf die TAC-OP tendenziell vermehrt HIF-2α exprimierten.  

Die Fibrosierung des Herzens wurde zunächst anhand der Bestimmung der mRNA mittels 

quantitativen Real-Time PCR (n = 6-14 Mäusen pro Gruppe) untersucht. Diese Analysen 
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ergaben eine signifikante Zunahme des Kollagen I nach TAC-OP bei beiden Mausphäno-

typen und des Kollagen III bei Fehlen des Fraktalkinrezeptors. Für die Analyse der Kol-

lagenablagerung im Gewebe wurden verschiedene histologische Färbungsmethoden ein-

gesetzt. Kollagen I wurde anhand von Pikro-Siriusrot-gefärbten Präparaten (n = 6-24 

Mäuse pro Gruppe) unter polarisiertem Licht mithilfe eines MATLAB-basierten Algorith-

mus analysiert und quantifiziert. Die Auswertungen zeigten eine signifikant erhöhte Kol-

lagen-I-Akkumulation nur bei den Wildtyp-Mäusen. Mittels Immunfluoreszenz-Färbung 

wurde der Gehalt an Kollagen III im Herzgewebe Mäuse (n = 6-8 Mäuse pro Gruppe) 

bestimmt. Dabei zeigten nur die Cx3cr1-/--Mäuse eine signifikant erhöhte Kollagen-III-Ab-

lagerung im Herzgewebe als Reaktion auf die erhöhte Druckbelastung. 

Zusammenfassend lässt sich der beobachtete kardioprotektive Phänotyp der Cx3cr1-/--

Mäuse am ehesten auf eine veränderte Kollagenablagerung zurückführen. Diese zeichnet 

sich durch eine verminderte Ablagerung des unflexibleren Kollagen I und einer vermehr-

ten Akkumulation des elastischeren Kollagen III aus. Zusätzlich scheint die veränderte 

Regulation der Transkriptionsfaktoren für chronische Hypoxie einen Einfluss auf die Mak-

rophagen-Motilität zu haben, welche wiederum die Fibrosierung beeinflussen. Die Inhibi-

tion des Fraktalkinrezeptors stellt somit ein vielversprechendes zukünftiges Therapieziel 

in der Behandlung der LVH und der häufig daraus resultierenden Herzinsuffizienz dar.  
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