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Abkürzungsverzeichnis 
 

AAR „area-at-risk“ 

CD-14 „cluster of differentiation“ 14 

COX-2 Cyclooxygenase 2 

eNOS „endothelial nitric oxide synthase” 

HSP „heat shock protein“ 

IL Interleukin 

iNOS „inducible nitric oxide synthase“ 

I/R Ischämie/Reperfusion 

IRAK „IL-1-receptor-associated-kinase“ 

KATP  ATP-sensitive Kaliumkanäle 

KHK Koronare Herzkrankheit 

LAD „left anterior descending coronary artery“ 

LBP „lipopolysaccharid-binding-protein“ 

LPS Lipopolysaccharid 

MAPK „mitogen-activated-protein-kinases“ 

MLA „monophosphoryl lipid A“ 

MyD88 „myeloid differentiation factor 88“ 

NAAR „non-area-at-risk“ 

NF-κB „nuclear transcription factor κB“ 

PKC Proteinkinase C 

PKR dsRNA-abhängige Proteinkinase 

PTCA  „percutaneous transluminal coronary angioplasty“ 

ROS „reactive oxygen species“ 

TRAF6 „TNF-receptor-associated factor 6“ 

TIRAP „Toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor protein“ 

TLR „Toll-Like-Receptor“ 

TNF Tumor-Nekrose-Faktor α 

TRIF „Toll/IL-1R-domain-containing-adaptor-inducing-IFN-β“ 

TTC Triphenyltetrazoliumchlorid 
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1. Einleitung 
 

Kardiovaskuläre Krankheiten stellen mit 40% die häufigste Todesursache in der 

Europäischen Union dar (Eurostat, 2004). Laut Braunwald leiden mehr als 12 Millionen 

Personen in den USA an einer koronaren Herzkrankheit (KHK). Der große Zuwachs an 

Risikofaktoren (s.u.) in ärmeren, sich entwickelnden Ländern lässt die KHK und die damit 

verbundenen Folgen bis zum Jahre 2020 häufigste Todesursache weltweit werden 

(Braunwald, 1997). Nach Hochrechnungen der Daten des MONICA/KORA-

Herzinfarktregisters für die Region Augsburg ereigneten sich im Jahre 2003 295.000 

Herzinfarkte im Bundesgebiet. Der aus einer KHK häufig resultierende Myokardinfarkt ist 

nach diesen Daten in Deutschland jedes Jahr für ca. 171.000 Todesfälle verantwortlich 

(Loewel, H.  et al., 2006) und damit die häufigste Einzeltodesursache. Während 1991 bis 

1993 die Letalität des Myokardinfarkts vor Erreichen des Krankenhauses noch bei ca. 

60% lag (Loewel, H., 1996a; 1996b), überleben heute 60% der Patienten den ersten 

Postinfarkttag (Loewel, H.  et al., 2006). 

Eine Vielzahl von Risikofaktoren für die Entwicklung einer KHK wie 

Fettstoffwechselstörungen, arterielle Hypertension, Rauchen, genetische Prädisposition, 

Lebensalter, Übergewicht und Diabetes Mellitus werden als Hauptrisikofaktoren 

beschrieben (Herold, 2003). Diese können alleine oder in Kombination einer Verengung 

der Herzkranzgefäße Vorschub leisten und damit eine Ischämie des Myokards 

verursachen. Welchen genauen Einfluss die oben genannten Risikofaktoren auf die 

strukturellen und funktionellen Veränderungen der Koronargefäße haben, ist 

unzureichend geklärt. In den letzten Jahren wurden genetische Faktoren sowie der 

Einfluss des Immunsystems als weitere wesentliche Faktoren in der Pathogenese der 

KHK erforscht (Vink et al., 2004). 

Die Okklusion einer durch Atherosklerose vorgeschädigten Koronararterie ist eine 

gefürchtete Komplikation der KHK. Während der daraus resultierenden Ischämie ist das 

Herz im Zuge der reduzierten Perfusion einem Minderangebot an Sauerstoff und 

Substraten (z.B. Glukose, ATP) und einem inadäquaten Abtransport von Metaboliten 

ausgesetzt (Verdouw et al., 1998). Als Konsequenz andauernder Ischämie findet 

schließlich eine irreversible Schädigung des Myokards statt. Als optimale Therapie dieses 

Krankheitsbildes wird eine frühzeitige Reperfusionstherapie angesehen, die nach 
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Möglichkeit durch eine perkutane Koronarintervention mit Ballondilatation oder bei Fehlen 

dieser Möglichkeit durch systemische Fibrinolyse erreicht wird (Elsasser et al., 2005). 

Während in den Jahren 1991 bis 1993 nur bei 45 Prozent aller Patienten mit 

Myokardinfarkt eine Reperfusionstherapie durchgeführt wurde, waren es in den Jahren 

2001 bis 2003 bereits 80 Prozent (Loewel, H.  et al., 2006). Die Reperfusion des 

ischämischen Gewebes kann eine Myokardnekrose verhindern oder deren Ausdehnung 

verringern (Michael et al., 1999), allerdings wird dabei eine zusätzliche Schädigung des 

Gewebes beobachtet, „reperfusion injury“ genannt. Dies ist eine reperfusionsabhängige 

Entzündungsreaktion, bei der durch Sauerstoffradikale und freigesetzte Zellmediatoren 

eine Zytokinkaskade getriggert wird, die im Reparaturprozess des Myokardgewebes eine 

wichtige Rolle spielt (Baumgarten et al., 2000). Zytokine regulieren unter anderem die 

Adhäsion und Migration von Entzündungszellen und die Expression beteiligter 

Rezeptoren (Latini et al., 1994). Klinische Konsequenz der „reperfusion injury“ ist 

einerseits das vermehrte Auftreten von Arrhythmien (Hearse and Tosaki, 1987), 

andererseits von myokardialem Gewebsverlust (Hearse and Bolli, 1992) und einer 

reversiblen kontraktilen Dysfunktion durch vitales aber nicht funktionelles Gewebe, 

„Stunning“ genannt (Bolli, 2000; 1990). Entscheidend für das Ausmaß dieser Schäden ist 

die Dauer der Ischämie, bevor eine Reperfusion stattfindet. Die für den „reperfusion injury“ 

verantwortlichen pathophysiologischen Mechanismen sind bisher nur teilweise erforscht, 

wobei immunmodulatorischen Vorgängen auch hier eine bedeutende Rolle zugeschrieben 

wird (Entman and Smith, 1994; Frangogiannis et al., 1998). 

Präkonditionierung ist ein weiteres Phänomen, das im Zusammenhang mit myokardialer 

Ischämie und Reperfusion (I/R) beschrieben wird (Murry et al., 1986). Tierexperimentell 

wurde eine kurzzeitige Ischämie erzeugt, die nach kurzer Reperfusion wiederholt wurde, 

wobei es nicht zu einer anhaltenden ventrikulären Dysfunktion kam (Vanoverschelde et 

al., 1993). Die Präkonditionierung geht mit reversiblen, kurzzeitigen intrazellulären 

Veränderungen einher, die sich innerhalb von Minuten normalisieren und ohne 

histomorphologische Veränderungen ablaufen. Dabei wird eine Verminderung des 

Parenchymschadens durch einen bislang unvollständig geklärten Mechanismus erzielt. 

Neben diesen tierexperimentellen (Guo et al., 1998; Murry et al., 1986) haben auch 

klinische Studien gezeigt, dass kurze Phasen von koronarer Okklusion und 

anschließender Reperfusion vor einem Myokardinfarkt zu einer Reduktion des 
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nekrotischen Areals führen und somit kardioprotektive Effekte aufweisen (Kloner and 

Yellon, 1994; Szmagala et al., 1998). Bolli et al. teilen die Präkonditionierung in eine frühe 

Phase ein, die nur 2 bis 3 Stunden im Anschluss an die repetitive I/R andauert, und eine 

späte Phase, die nach 12 bis 24 Stunden einsetzt und mindestens 72 Stunden andauert 

(Guo et al., 1998). Die späte Phase der Präkonditionierung kann durch verschiedene 

Stimuli induziert und moduliert werden: Neben der ischämischen Präkonditionierung kann 

eine Präkonditionierung unter anderem durch Hitze (Marber et al., 1993) und 

verschiedene Medikamente wie Isofluran (Kato and Foex, 2002) erfolgen. 

Virulenzfaktoren gramnegativer Bakterien, so genannte Lipopolysaccharide (LPS), 

können vermittelt durch die angeborene Immunabwehr ebenfalls eine myokardiale 

Präkonditionierung bewirken. Es konnte gezeigt werden, dass nach einer Administration 

von LPS als präkonditionierender Stimulus 24 Stunden vor einer Ischämie eine reduzierte 

Infarktgröße und verringerte Freisetzung von Troponin T in Ratten resultiert (Brown et al., 

1989; Zacharowski et al., 1999). Hiasa et al. berichten über eine reduzierte Expression 

proinflammatorischer Zytokine nach myokardialer Ischämie bei vorangehender 

Präkonditionierung durch LPS, was dann zu einer verminderten inflammatorischen 

Antwort und reduzierten Infarktgröße führt (Hiasa et al., 2001). Die Aktivierung 

verschiedener Adenosin-Rezeptoren (A1 und A3) trägt während kurzer repetitiver Phasen 

einer koronaren Okklusion zu den Effekten der Präkonditionierung bei (Takano et al., 

2001). Weiterhin ist eine Aktivierung der Tyrosinkinase (Imagawa et al., 1997) und der 

Proteinkinase C (PKC) (Baxter et al., 1995; Baxter et al., 1997) in die Mechanismen der 

Präkonditionierung involviert. ATP-sensitive Kaliumkanäle (KATP) sind ein weiterer 

potentieller Mediator der ischämischen (Bernardo et al., 1999) und pharmakologischen 

(Mei et al., 1996) Präkonditionierung und können unter anderem durch NO aktiviert 

werden (Sasaki et al., 2000). Durch eNOS („endothelial nitric oxide synthase“) 

produziertes NO induziert den Beginn der späten Phase der Präkonditionierung (Tag 1), 

während durch iNOS („inducible nitric oxide synthase“) produziertes NO an Tag 2 bis 4 

die protektiven Effekte dieser Phase vermittelt (Bolli et al., 1998). Von der gleichen 

Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Cyclooxygenase (COX)-2 „downstream“ der iNOS 

in der Vermittlung der Präkonditionierung wirkt (Bolli et al., 2002). Auch wenn dieses 

Phänomen von vielen Autoren als viel versprechend eingeordnet wird (Bolli, 2000), muss 

die klinische Bedeutung noch sorgfältig evaluiert werden (Yellon and Dana, 2000). 
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Neben einer präkonditionierenden Wirkung können Lipopolysaccharide auch die 

myokardiale Expression inflammatorischer Mediatoren induzieren (Dibbs et al., 1999; 

Muller-Werdan et al., 1998; Werdan and Muller-Werdan, 1996). Diese Mediatoren können 

eine myokardiale Dysfunktion bis hin zum linksventrikulären Pumpversagen verursachen 

(Muller-Werdan et al., 1998). Die Wirkung von LPS auf die Kontraktion des Herzens 

scheint allerdings nicht nur indirekt durch eine erhöhte Zytokinexpression vermittelt zu 

werden, sondern LPS wirkt auch direkt negativ inotrop (Nishikawa and Lew, 1995; Yasuda 

and Lew, 1997), wobei die negativ inotrope Wirkung von LPS bereits nach einstündiger 

Einwirkzeit auftritt (Baumgarten et al., 2006). Nemoto et al. zeigten die Vermittlung der 

linksventrikulären Dysfunktion im LPS-induzierten Schock über den Toll-Like-Rezeptor 4 

(TLR4) (Nemoto et al., 2002). Weiterhin ist LPS in der Lage, die myokardiale Expression 

von Zytokinen nach Anbindung an TLR4 zu induzieren (Baumgarten et al., 2001). 

Insbesondere für den Tumor Nekrose Faktor (TNF) gibt es eine Reihe von 

Untersuchungen sowohl in vivo als auch an isolierten Herzen und einzelnen 

Kardiomyozyten (Bozkurt et al., 2001; Goldhaber et al., 1996). Ob die Präkonditionierung 

durch LPS sich allerdings der gleichen Mechanismen bedient wie die Präkonditionierung 

durch I/R bleibt ebenso unklar wie die Frage, welche molekularen Mechanismen für diese 

Effekte verantwortlich sind.  

Für die Erkennung des LPS durch den Wirtsorganismus ist das angeborene 

Immunsystem zuständig. Dieses kommt in fast allen multizellulären Organismen vor und 

gewährleistet von den ersten Lebenstagen an einen Schutz vor pathogenen 

Mikroorganismen (Fearon and Locksley, 1996; Hoffmann et al., 1999). Das erworbene 

Immunsystem hingegen muss sich im Laufe der ersten Lebensmonate und -jahre erst als 

Reaktion auf die Umwelt entwickeln. In einen Wirt eindringende Pathogene werden primär 

von „pattern recognition receptors“ (Muster erkennende Rezeptoren) erkannt, die in der 

Lage sind, angepasste intra- und interzelluläre Mechanismen zu initiieren. Unter ihnen 

befinden sich die Familie der Toll-Rezeptoren und „Cluster of differentiation“ (CD) 14. 

Diese Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr erfüllen eine wichtige Funktion in der 

Erkennung des LPS (Haziot et al., 1996), allerdings ist ihre genaue Rolle noch 

ungenügend erforscht (Knuefermann et al., 2002a). 

Die Arbeitsgruppe um Poltorak identifizierte das so genannte LPS-Gen in einer auf LPS 

hyporesponsiv reagierenden Mauslinie (Poltorak et al., 1998b). Makrophagen dieser 
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Mauslinie zeigen kaum eine Antwort auf LPS, obwohl sie eine normale Ausstattung an 

CD14-Rezeptoren aufweisen (Barber et al., 1995). Der identifizierte Genlocus für dieses 

hyporesponsive Verhalten ist das kodierende Gen für TLR4 (Qureshi et al., 1999). 

Mutationen des TLR4 sind auch im Menschen für die verminderte Antwort auf einen LPS-

Stimulus verantwortlich (Arbour et al., 2000). Die Expression und Dimerisierung von CD14 

und TLR4 ist Vorraussetzung für die Signaltransduktion des LPS (Lien et al., 2000). In 

Folge der Stimulierung dieses Rezeptorkomplexes kommt es zu einer Aktivierung von 

Mitogen Aktivierten Protein Kinasen (MAPK) und von Transkriptionsfaktoren, die für die 

Genexpression inflammatorischer Zytokine wichtig sind (Baldassare et al., 1999; Burns et 

al., 1998; Cario et al., 2000; Hultmark, 1994; O'Neill and Greene, 1998; Takeuchi et al., 

2000; Wesche et al., 1997; Yoshidome et al., 1999). Sowohl CD14 als auch TLR4 werden 

nicht nur auf Zellen des Immunsystems exprimiert, sondern auch auf humanen und 

murinen Kardiomyozyten (Comstock et al., 1998). Von besonderer Bedeutung ist die 

vermehrte Expression des TLR4 im Myokard nach Ischämie (Frantz et al., 1999). Die 

funktionelle Bedeutung dieser Expression ist noch unbekannt, interessanterweise führt 

aber eine Administration von potentiellen Liganden wie LPS (Brown et al., 1989; 

Zacharowski et al., 1999) oder Monophosphoryl Lipid A (MLA) (Elliott, 1998) zu einem 

signifikant reduzierten myokardialen I/R-Schaden. Somit ist wahrscheinlich, dass beide 

Rezeptoren Bestandteile des myokardialen Mechanismus zur Vermittlung der 

Entzündungsantwort bei LPS-vermittelter Präkonditionierung sind. 

Besondere Aufmerksamkeit verdient die Erkenntnis, dass TLR4 nicht nur LPS bindet und 

erkennt, sondern auch Zellprodukte, die nach myokardialem Zellschaden freigesetzt 

werden. Unter diesen potentiellen Liganden befinden sich „heat shock protein“ (HSP) 60 

(Ohashi et al., 2000) und HSP 70 (Vabulas et al., 2002), Mitglieder der Matrixproteine wie 

Fibrinogen (Smiley et al., 2001), Fibronektin (Okamura et al., 2001) und Hyaluronsäure 

(Termeer et al., 2002). Von diesen weiß man, dass sie das angeborene Immunsystem 

aktivieren können. Jeder der aufgeführten Liganden ist direkt oder indirekt am 

myokardialen Remodelling und den Prozessen der Reperfusion beteiligt. Insbesondere 

das Strukturprotein Fibronektin wird bei myokardialen Ischämien freigesetzt und könnte 

über die Bindung an TLR4 direkt weitere Entzündungs- und Adaptationsprozesse über die 

angeborene Immunabwehr steuern. 
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Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur reproduzierbaren Ischämie und Reperfusion 

am Mäuseherzen zu etablieren. Zusätzlich sollten die entsprechenden 

Nachweismethoden getestet und entwickelt werden. Ein weiteres Ziel war es, den Einfluss 

des TLR4 auf die Ausbreitung eines okklusions- und reperfusionsbedingten Infarktes zu 

untersuchen. Aus diesem Grund wurden TLR4-hyporesponsive (C3H/HeJ) und 

Kontrolltiere (C3H/HeN) dem I/R-Protokoll unterzogen. Die Effekte der TLR4-

Funktionsuntüchtigkeit auf die Größe des okklusionsbedingten Infarktes sollten mittels 

histologischer Färbetechniken und planimetrischer Vermessung untersucht werden. 

Weiterhin sollte die Grundlage geschaffen werden, um die Rolle des TLR4 in der LPS-

vermittelten Präkonditionierung zu untersuchen. 
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2. Material und Methoden 
 

 

2.1 Tiermodell 
 

Die im vorliegenden Tiermodell verwendeten Wildtypmäuse (C3H/HeN) reagieren mit 

einer allgemeinen Immunreaktion sensitiv gegenüber LPS, wohingegen Tiere des zweiten 

eingesetzten Mausstammes (C3H/HeJ) nur schwach reagieren (Poltorak et al., 1998a). 

Vogel et al. haben gezeigt, dass diese TLR4-funktionsuntüchtigen Mäuse eine die 

Transduktionsfunktion hemmende Punktmutation im carboxyterminalen Bereich des TLR4 

besitzen (Vogel et al., 1999). Männliche C3H/HeN- und C3H/HeJ-Mäuse im Alter von 8 

bis 12 Wochen und mit einem Gewicht von 18 bis 25 g wurden von Charles-River (CR, 

Sulzfeld, Deutschland) bezogen oder im eigenen Tierstall gezüchtet. Die Haltung der 

Versuchstiere erfolgte in vollklimatisierten Räumen im Physiologischen Institut II der 

Universität Bonn. Ein Tierversuchsantrag (Aktenzeichen #50.203.2-BN43 13/02, 50.203.2 

- BN43 32/04) wurde genehmigt. 

 

Nachdem die Entwicklung von Tiermodellen zur myokardialen Ischämie bei Hunden, 

Schweinen und Kaninchen schon weiter fortgeschritten war, zeigten sich in den letzten 

Jahren die enormen Vorteile von Mausmodellen: Das Genom der Maus ist vollständig 

entschlüsselt und es steht eine Vielzahl von Mausmutanten zur Verfügung. Außerdem 

bringt das Kleintiermodell auch wirtschaftliche Vorteile: Die Haltung der Mäuse ist 

wesentlich kostengünstiger, ihre Reproduktionszeit deutlich geringer. Allerdings stellt die 

Größe der Maus ein chirurgisches Problem dar. Michael et al. beschrieben als Erste das 

murine I/R-Modell als „open-chest“ Modell, bei dem sowohl die Initialoperation als auch 

das I/R-Protokoll im selben Eingriff am offenen Thorax durchgeführt werden. Sie 

identifizierten die „left anterior descending coronary artery“ (LAD) als 

Hauptversorgungsgefäß des linken Ventrikels und okkludierten sie temporär. Das 

chirurgische Trauma der Initialoperation rief in diesem Modell eine signifikante 

Inflammationsreaktion hervor (Michael et al., 1995), welche jedoch die durch das 
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nachfolgende I/R-Protokoll erzeugte Entzündungreaktion überlagerte. Daher war in 

diesem Modell die rein I/R-bedingte Induktion von Inflammation nicht abgrenzbar. 

Um den Einfluss des operativen Traumas von der Inflammation durch das I/R-Ereignis 

abzugrenzen, wurde von Nossuli et al. (Nossuli et al., 2000) das o.g. Mausmodell zu 

einem „closed-chest“-Tiermodell weiterentwickelt. Hier wurde das I/R-Protokoll 7 bis 10 

Tage nach der initialen Operation (OP) und Erholung von dem OP-Trauma am 

geschlossenen Thorax durchgeführt. 

Das von uns verwendete Modell (s. Abbildung 1) basiert auf diesem Mausmodell von 

Nossuli et al. Wie in Abbildung 2 dargestellt, erfolgte auch hier eine zeitliche Trennung 

zwischen initialer OP und I/R-Protokoll. Die Okklusionszeit betrug in unserem Modell 60 

Minuten, da die Ausdehnung des Infarktgebietes nach 60 Minuten signifikant größer ist als 

nach 30 Minuten (Michael et al., 1995). Die Infarktgröße nach 24 Stunden Reperfusion ist 

größer als nach 4 Stunden Reperfusion (Guo et al., 1998), weshalb wir in unserem Modell 

24 Stunden als Reperfusionszeit wählten.  

 

Abb. 1: Prinzip der Ischämie/Reperfusion in unserem „closed-chest“-Modell. A initiale OP:

Implantation des Fadens um die LAD und Durchfädeln der Fadenenden durch den Okkluder

(Tubusstück) B I/R-Protokoll: Ischämie durch Okklusion der LAD mittels Zug an den Fadenenden

und Senken des Okkluders (Vergrößerung in A). Anschließende Reperfusion durch Freigabe der

Fadenenden (rot: LAD; grün: LAD-Ligatur mit Okkluder). 

 A B
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Um den Einfluss präkonditionierender Effekte durch das initiale OP-Trauma oder durch 

Isofluran (s.u.) auszuschließen, erholten sich die Mäuse nach der Initialoperation 5 bis 7 

Tage bis zum Beginn des I/R-Protokolls. Mit 5 bis 7 Tagen post-OP liegt der Zeitpunkt der 

LAD-Okklusion daher deutlich jenseits der 12 bis maximal 72 Stunden dauernden späten 

Phase der Präkonditionierung (s.o.). 

In unserem Versuchsmodell wurden verschiedene Anästhetika verwendet (s. Abbildung 

2). Aufgrund der nachgewiesenen präkonditionierenden Effekte von Isofluran im 

Tiermodell (Cason et al., 1997; Ludwig et al., 2004) als auch im humanen Myokard 

(Belhomme et al., 1999) war Isofluran wie auch alle weiteren halogenierten Anästhetika 

(Kato and Foex, 2002) zur Narkoseführung während der Ischämiephase nicht geeignet. 

Da die präkonditionierenden Effekte maximal 72 Stunden andauerten, konnte Isofluran 

allerdings bei der Initialoperation angewendet werden. In der Literatur war kein Hinweis 

darauf zu finden, dass Propofol präkonditionierende Effekte aufweist. Aus diesem Grunde 

wählten wir für die Ischämieperiode Propofol als Narkotikum. 

 

 

 

2.2 Initialoperation 
 

Während der Initial-OP wurde mit einem Sauerstoff-Isofluran(Forene®, Abbott GmbH, 

Wiesbaden, Germany)-Gemisch über ein spezielles Beatmungsgerät (MiniVent-Type-845, 

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) mit einer Frequenz von 110/Minute und einem 

Tidalvolumen von 200 µl, den physiologischen Parametern der Maus angepasst, ventiliert. 

Zur Narkoseeinleitung diente eine Plexiglasbox, die mit einem 2,5%igem Isofluran-

OP Ischämie: 1h Histologie5-7 d 
Ruhephase 

24 h 
Reperfusion

Abb. 2: Nach der initialen OP mit Implantation der LAD-Ligatur erholten sich die Mäuse für 5 bis

7 Tage. Nach der einstündigen Ischämie durch Okklusion der LAD erfolgte eine 24-stündige

Reperfusion bevor das Herz entnommen und histologisch aufgearbeitet wurde. In der 2. Zeile ist

das jeweils verwendete Narkotikum angegeben. 
 

Isofluran Isofluran Propofol
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Sauerstoffgemisch gefüllt wurde. Nach Narkoseeintritt wurde den in Rückenlage fixierten 

Mäusen eine Narkosemaske in Form eines Konus aufgesetzt. Bei einem Flow von ca. 1l 

Sauerstoff pro Minute über den Isofluranverdampfer (Vapor 19.3, Dräger, Lübeck) wurde 

die Narkose aufrechterhalten. Mittels einer Heizplatte wurden die Mäuse bei 36,8 Grad 

Celsius Körpertemperatur gehalten, was durch eine rektale Temperatursonde kontrolliert 

wurde. 

Nach Rasur und Wischdesinfektion des 

Operationsgebietes mit Jodlösung wurde 

mit Hilfe eines Operationsmikroskops 

(Zeiss Op-Mi1) ein medianer Hautschnitt 

vom Mentum bis zum Xiphoid 

durchgeführt. Die beiden Thyroidealappen 

und die prätracheale Muskulatur wurden 

gespreizt. Nach Anheben des 

Zungengrundes durch Herausziehen der 

Zunge wurde der Tubus (∅=1mm) in den 

Larynx vorgeschoben. Anschließend 

wurde die prätracheale Muskulatur zur 

Seite geschoben, um unter direkter Sicht 

auf die Trachea den Tubus optimal 

platzieren zu können (s. Abbildung 3). Im 

weiteren Verlauf wurde das Versuchstier 

wie oben geschildert mit einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch kontrolliert beatmet. Es 

wurden subkutane Elektroden eingesetzt, um ein EKG mit der Extremitätenableitung II 

nach Einthoven abzuleiten (PowerLab/8SP, ADInstruments, Sperrbach). Dieses wurde 

auf dem PC mit Chart4Windows aufgezeichnet und überwacht. Neben einem Kontroll-

EKG präoperativ konnten wir so eine direkte Erfolgskontrolle der im weiteren Verlauf 

gesetzten Ligatur im Sinne einer transienten ST-Hebung durchführen. 

Um den Thorax zu eröffnen, wurden die 3. bis 5. Rippe parasternal links durchtrennt, 

wobei es galt, die A. mammaria zu schonen. Mittels Spreizhäkchen eröffnete sich der 

Blick auf das Perikard, welches stumpf durchtrennt wurde (s. Abbildung 4A). Nach 

Darstellung der LAD wurde sie proximal nach Hervortreten unter dem linken Vorhof mit 

Abb. 3: Sicht auf den in die Trachea

eingeführten Tubus (Pfeil). Durch die Pinzette

werden vordere Halsmuskulatur und

Thyroidealappen zur Seite geschoben. 

2 mm 
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einer U-förmig gebogenen Nadel (8-0-Prolene, atraumatisch, Ethicon, Norderstedt) 

intramural umstochen (s. Abbildung 4B). Die beiden Fadenenden wurden durch einen ca. 

0,5 mm langen Polyethylenschlauch (0,61 mm äußerer Durchmesser, SIMS Portex, UK), 

der als Okkluder diente, gefädelt. Zur intraoperativen Positionskontrolle der LAD-Ligatur 

wurde auf beide Fadenenden Zug ausgeübt, woraufhin sich das Myokard distal der 

Okklusionsstelle kurzfristig entfärbte (s. Abbildung 4C) und eine transiente ST-Strecken-

Hebung in der Ableitung II nach Einthoven zeigte. Die Fadenenden wurden mit einer 

Nadel (1243 Kalt 2, Sutura, Unimed, S.A., Switzerland) durch die Thoraxwand geführt und 

anschließend in einer Hauttasche deponiert (s. Abbildung 4D).  

  

Abb. 4: Die verschiedenen Phasen der Initialoperation: A: Einsetzen der Thoraxspanner

B: Setzen des Ligaturfadens um die LAD C: Okklusionstest nach Einfädeln durch den Okkluder

(s. Pfeil); Blässe des Myokards distal der Okklusionsstelle (umfahrenes Gebiet) D: Verschluss

des Thorax mit lateraler Ausführung des Ligaturfadens 

 A 

DC 

B

5 mm 

5 mm 

5 mm 

5 mm 
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Vor dem Verschluss der Thoraxwand (6-0-Prolene, atraumatisch, Ethicon, Norderstedt) 

wurde die Lunge gebläht, um einem Pneumothorax vorzubeugen (s. Abbildung 4D). Nach 

Hautverschluss (4-0 Vicryl, Spatula, Ethicon) und Spontanisierung der Atmung wurde die 

Narkose beendet und die Maus nach Wiederherstellung der Schutzreflexe extubiert.  

 

2.3 Ischämie- und Reperfusionsprotokoll 
 

Nach einer 5 bis 7-tägigen Erholung von der Initial-OP begann das I/R-Protokoll. Hierzu 

wurde den Mäusen initial 0,1 mg/g Körpergewicht Propofol (Disoprivan® 1%, Astra 

Zeneca, Wedel) intraperitoneal injiziert. Die Spontanatmung blieb hierbei erhalten. 

Die Maus wurde auf dem Rücken liegend auf der Wärmeplatte fixiert, ein EKG abgeleitet 

und die Körpertemperatur rektal kontrolliert. In zahlreichen Publikationen wurde die 

Körpertemperatur als eine Hauptdeterminante der Infarktgröße (Chien et al., 1994; 

Duncker et al., 1996; Hale and Kloner, 1997) beschrieben. Nach Wiedereröffnen des 

Hautschnitts wurde der Faden in der Hauttasche mobilisiert und Zug auf ihn ausgeübt (s. 

Abbildung 5), bis im EKG eine ST-Hebung als Folge der myokardialen Ischämie zu sehen 

war. Das EKG wurde vor, während und nach Okklusion dieser LAD-Ligatur aufgezeichnet. 

Nach Durchführung des I/R-Protokolls wurde die Haut dann mit einer fortlaufenden 

Hautnaht verschlossen (4-0 Vicryl, Spatula, Ethicon).  

Abb. 5: Ischämie im „closed-chest“-Modell durch

Zug am Ligaturfaden. 

5 mm 
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2.4 Histologie 
 

Die Färbung bestand im Wesentlichen aus zwei Teilen: Zum Einem diente das TTC 

(Triphenyltetrazoliumchlorid)-Staining der Abgrenzung des infarzierten von nicht 

infarziertem Gewebe; zum Anderen musste eine Unterscheidung des Myokards, das zur 

Zeit der Okklusion ischämisch war (AAR = „area-at-risk) und dem weiterhin perfundierten 

Myokard (NAAR = „non-area-at-risk) gewährleistet sein. Dies erfolgte durch erneute 

Okklusion kurz vor Applikation eines blauen Farbstoffes, der die AAR aussparte. 

Zur Färbung des ischämischen und reperfundierten Herzens folgten wir verschiedenen in 

der Literatur beschriebenen Färbeprotokollen. Als Vorlage diente uns zunächst ein 

Protokoll von Guo et al. (Guo et al., 1998), das nach einer 30-minütigen Okklusionsphase 

eine 24-stündige Reperfusion vorsieht. Den Mäusen wurde 1 Einheit Heparin /g 

Körpergewicht intraperitoneal gegeben, bevor sie mit Isofluran narkotisiert wurden. Nach 

Intubation wurde ein intravenöser KCl-Bolus appliziert, woraufhin der Herzschlag sistierte. 

Das Herz wurde exzidiert und per Langendorff-Perfusion retrograd über die Aorta mit 

Krebs-Henseleit-Puffer (KHB, Zusammensetzung: NaCl 116 mmol/l, KCl 4,63 mmol/l, 

KH2PO4 1,18 mmol/l, MgSO4 1,1 mmol/l, NaHCO3 24,9 mmol/l, Glucose Monohydrat 8,32 

mmol/l, Pyruvat 2,0 mmol/l, CaCl2 2,52 mmol/l) und 1%iger TTC-Lösung in 

Phosphatpuffer perfundiert. Anschließend wurde nach Okklusion der LAD mit 5%igem 

„phthalo-blue“ (Heucotech, Fairless Hill, PA, USA) in physiologischer Kochsalzlösung 

perfundiert. Zur Verbesserung der Farbstoffperfusion wurde in einer Versuchreihe der 

TTC-Lösung der Ca2+-Chelator EGTA („ethylene glycol tetraacetic acid“) in einer 

Konzentration von 2mmol/l hinzugefügt. Im Vergleich zu der in-vitro-Färbung an der 

Langendorff-Apparatur wurde auch eine TTC-Färbung am Gewebsschnitt getestet: Die 

Herzen wurden zuerst mit KHB und nach Okklusion der LAD mit „phthalo-blue“ an der 

Langendorff-Apparatur perfundiert. Anschließend wurden die Herzen in 1 mm dicke 

Gewebsscheiben geschnitten und 15 Minuten in 2%igem TTC inkubiert, wie bei Takano 

beschrieben (Takano et al., 2000). Aufgrund minimaler Infarktareale, erhöhten wir die 

Okklusionszeit von 30 Minuten auf 60 Minuten.  

Letztlich verwandten wir ein Färbeprotokoll ohne Langendorff-Perfusion, das im 

Folgenden näher dargelegt wird. Nach der auf die 60-minütige Ischämie folgenden 24-

stündigen Reperfusionsphase des I/R-Protokolls wurden die Mäuse mit Isofluran 
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narkotisiert und intubiert. Anschließend wurde eine mediane Laparotomie durchgeführt 

und das Diaphragma in seiner gesamten Zirkumferenz durchtrennt. Um gute Sicht auf das 

Herz zu erlangen, wurde eine beidseitige parasternale Thorakotomie durchgeführt und die 

Thoraxvorderwand mobilisiert. Die Fadenenden der LAD-Ligatur wurden von innen durch 

die Thoraxwand gezogen und die LAD durch einen Knoten jetzt irreversibel verschlossen. 

Das Versorgungsgebiet der LAD, welches distal der Okklusionsstelle lag und somit nicht 

mehr perfundiert wurde, entspricht der „area-at-risk“ (AAR). Das weiterhin perfundierte 

Areal entspricht der „non-area-at-risk“ (NAAR). Um es zu markieren, wurden 0,5 ml einer 

5-prozentigen „phthalo-blue“-Lösung in den linken Vorhof injiziert. Der Farbstoff gelangte 

durch die Aktivität des Herzens in den linken Ventrikel und schließlich in Aorta und 

Koronarien und somit in das noch perfundierte Myokard. Das Herz wurde entnommen, 

sobald eine klare Abgrenzung der durch die „phthalo-blue“-Lösung blau gefärbten NAAR 

von der hierdurch nicht gefärbten AAR möglich war (s. Abbildung 6).  

Um Blut und Färbemittelreste aus den Ventrikeln und Vorhöfen zu spülen, wurde das sich 

 

Abb. 6: Injektion von „Evans Blue“ bei okkludierter LAD mit Unterscheidung der NAAR (blau

gefärbt) von der AAR (rot); A: Modell: grün: Okklusionsfaden, rot: LAD B: AAR: rot umfahrene

apikale Aussparung der Blaufärbung (mit Lichtreflex als Artefakt); NAAR und Vorhof als

blaugefärbtes Gewebe (blau umfahren); T: aufgeklappte Thoraxvorderwand. 

A B

T

5 mm 
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noch kontrahierende Herz in eine Petrischale mit KHB-Puffer gegeben. Daraufhin wurden 

das atriale Myokard sowie der rechte Ventrikel abgetrennt. Um das anschließende 

Schneiden des Herzens zu ermöglichen, wurde das Herz für eine Minute in Isopentan, 

gekühlt durch flüssigen Stickstoff, schockgefroren. Mittels eines Kardiotoms wurden durch 

das gefrorene Herz 5 bis 7 parallel zur Klappenebene liegende Schnittebenen gelegt. 

Diese 1 mm dicken Gewebsschnitte wurden 20 Minuten in einer 1,5%igen TTC-Lösung 

(2,3,5 Triphenyltetrazoliumchlorid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim) bei 37°C inkubiert. 

TTC bewirkt eine intensive Rotfärbung des vitalen Myokards, wodurch das infarzierte 

Myokard als ungefärbte Fläche ausgespart wird. Um ein direktes Aufliegen der Schnitte 

auf dem Boden der Petrischale und somit eine insuffiziente Färbung zu vermeiden, 

wurden sie zwischen Whatman-Filterpapier gelegt.  

Zur Fixierung wurden die Gewebeschnitte schließlich in 4%ige Formalinlösung eingelegt. 

Nach 30-minütiger Fixierung wurden die Schnitte zwischen zwei Objektträger gelegt, die 

durch Glasplättchen einen konstanten Abstand von 1 mm einhielten. Nach Anschließen 

einer digitalen Kamera (Olympus Camedia 3030) an das OP Mikroskop konnten die 

Schnitte einzeln und von beiden Seiten fotografiert wurden (s. Abbildung 7A). Die 

Abb. 7: A Horizontale Gewebeschnitte des linken Ventrikels nach erfolgter Färbung; links oben

apikaler Schnitt, dann nach basal fortschreitend. B Vergrößerter Einzelschnitt zur Darstellung der

Abgrenzung von „non-area-at-risk (blaues Areal:a), Infarktgewebe (weisses Areal: b) und „area-

at-risk“ (weisse und rote Areale: b+c). 

BA 

a 

c
b 
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gespeicherten Bilder zeigten klar abgrenzbare Areale auf den Gewebeschnitten. Das bei 

LAD-Okklusion infundierte „phthalo-blue“ verteilte sich im gesamten Myokard, welches 

durch die Okklusion der LAD nicht betroffen war (NAAR, s. Abbildung 7Ba). Das nicht 

blau gefärbte Gewebe wurde als AAR (s. Abbildung 7Bb+c) deklariert. In diesem Gebiet 

ließ sich das vom TTC rötlich gefärbte, vitale Gewebe (s. Abbildung 7Bc) von dem 

weiterhin ungefärbten, weil infarzierten Myokard (s. Abbildung 7Bb), unterscheiden. 

Die Bilder wurden kalibriert und ihre Auswertung erfolgte nach dem Prinzip des 

Blindversuchs. Anhand von ImageJ 1.30v (National Institute of Health, USA) konnten die 

Areale umfahren und die eingeschlossene Fläche berechnet werden. Die Gewebeschnitte 

wurden zwecks Mittelwertbildung jeweils von beiden Seiten ausgemessen. Aufgrund der 

festgelegten Dicke der Gewebeschnitte von 1mm konnten die jeweils ermittelten Werte 

von AAR, NAAR und Infarktgebiet addiert werden und anschließend ins Verhältnis gesetzt 

werden. Dabei handelt es sich um Volumenverhältnisse, die sich auf die gesamte 

Muskelmasse des linken Ventrikels beziehen. Obwohl es sich also um 

Volumenverhältnisse handelt, übernahmen wir die in der Literatur üblichen Begriffe AAR, 

NAAR und Infarktareal (Guo et al., 1998; Ito et al., 1997; Michael et al., 1995). Die Größe 

des Infarktes wurde kalkuliert als Anteil der AAR in Prozent. 

 

 

2.5 Statistik 
 

Alle Daten wurden als Mittelwert (MW) und Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 

dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit einem Student-t-Test 

überprüft und das Signifikanzniveau mit p<0,05 angenommen. 
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3. Ergebnisse 
 
Für die Entwicklung der Methode wurden im Vorfeld der endgültig in die Statistik 

aufgenommenen Versuchstiere 185 Mäuse operiert, von denen 112 die Implantation des 

Ligaturfadens und die Reperfusionsphase überlebten. Ein 30-minütiges Ischämieintervall 

überlebten 43 von 53 (81%) Versuchtieren, während nur 40 von 59 (68%) die 60-minütige 

Ischämie überstanden. Nachdem die Methodik etabliert war, wurden zusätzlich 62 Tiere 

operiert, die in die Auswertung aufgenommen wurden (s. auch Kapitel 3.3, Tabelle 1). 

 
 

3.1 OP 
 

Aufgrund der Größe der Mäuse war mit anästhesiologischen Komplikationen während des 

Versuchs gerechnet worden. Die Intubation unter visueller Kontrolle der Trachea beim 

Ersteingriff erwies sich als weniger schwierig als erwartet. Hingegen waren die Auswahl, 

Steuerung und Applikation der Narkotika sehr komplex. 

Bei dem hier etablierten Modell der Ischämie/Reperfusion waren zwei verschiedene 

operative Eingriffe notwendig. Während der Instrumentierung mussten die Mäuse intubiert 

und in tiefer Narkose gehalten werden, um den Thorax eröffnen zu können. Zu Beginn der 

Versuchsreihe wurde mit einer intraperitonealen Applikation von Xylazin (0,05-0,1 mg/g 

Körpergewicht) und Ketanest S (0,1 mg/g Körpergewicht) gearbeitet. Unter einer für die 

Operation ausreichenden Narkose zeigten sich deutliche Bradykardien. Außerdem war 

ein schnelles An- und Abfluten dieser Anästhetika nicht gegeben, so dass die Einleitung 

sehr zeitintensiv und die postoperative Phase durch Narkoseüberhang kritisch war. Somit 

war ein Narkotikum notwendig, das schnell an- und abflutet, gut steuerbar ist und gewisse 

analgetische Wirkungen hat. Diese Eigenschaften vereinen die meisten volatilen 

Anästhetika. Da Isofluran auch im klinischen Alltag häufig verwandt wird und damit bei 

den Operateuren eine gewisse Erfahrung im Umgang mit Isofluran vorlag, wurde dieses 

Narkosegas getestet. Zur Narkoseeinleitung wurde eine inspiratorische 

Isoflurankonzentration von 2,5% eingestellt, im weiteren Verlauf der Operation konnte auf 
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Werte zwischen 1,5% und 2,0% reduziert werden. Diese Werte richten sich nach der 

MAC50 von Isofluran, die beim Menschen 1,2% beträgt. Die MAC50 ist per definitionem die 

minimale alveoläre Konzentration, bei der 50% der Patienten keine Reaktion auf einen 

Hautschnitt mehr zeigen. 

Bei der Induktion des Infarktes musste die Narkose dem komplizierten Anspruch gerecht 

werden, die Tiere in tiefer Narkose zu halten, die Spontanatmung allerdings weiterhin zu 

ermöglichen. Weiterhin war die Auswahl des Narkotikums bei der Induktion des Infarktes 

limitiert, da sowohl die volatilen Anästhetika als auch Xylazin/Ketanest 

präkonditionierende Effekte aufweisen. Deshalb wurde Propofol ausgewählt. Im 

Gegensatz zu Xylazin/Ketanest hatte Propofol nur eine geringere dämpfende Wirkung auf 

die Herzfrequenz. Diese wurde bei den C3H/HeN-Tieren etwas stärker verringert als die 

der C3H/HeJ-Tiere (vgl. Diagramm 1). Diese Beobachtung wird in Kapitel 3.3 genauer 

besprochen.  

Die intraperitoneale Applikation von Propofol stellte ein großes Problem dar, da nur ein 

langsames und unsicheres An- und Abfluten des Hypnotikums erreicht werden konnte. 

Während beim Menschen zur Narkoseeinleitung eine Dosis von 1-2 mg/kg Körpergewicht 

intravenös gegeben wird, musste den Mäusen Propofol intraperitoneal verabreicht 

werden. Ein langsames Titrieren und Herantasten an die optimale Dosis war notwendig, 

schließlich wurden als Initialdosis 100 mg/kg und bei Nachinjektion 30 mg/kg 

Körpergewicht gegeben. Diese deutlich höhere Dosis war vonnöten, um die Versuchstiere 

suffizient zu narkotisieren, hatte allerdings häufig eine Ateminsuffizienz mit Versterben der 

Maus zur Folge.  

 

Das „closed-chest“-Modell der I/R wurde von Nossuli et al. (2000) übernommen. 

Komplikationen bei der Primäroperation wie Verletzung der A. mammaria oder anderer 

Gefäße, die Verletzung des Herzens beim Setzen des Ligaturfadens oder auch ein 

Pneumothorax konnten schnell minimiert werden. Die Überlebensrate dieses 

intrathorakalen Eingriffes war sehr hoch und die Mäuse erholten sich während der fünf 

Tage nach der Operation fast vollständig. Das Setzen der Infarkte wurde anhand der ST-

Hebung im EKG verifiziert und war reproduzierbar, nur vereinzelt traten ventrikuläre 

Arrhythmien als Todesursache auf. Nicht differenziert werden konnte zwischen den 

übrigen Todesursachen wie Propofol-Überdosierungen oder Herzinsuffizienz. 
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3.2 Auswertung 
 

Nach Beherrschung der Operationstechnik widmeten wir uns vermehrt dem 

Färbeprotokoll. Zunächst diente uns das Protokoll von Guo et al. (1998) als Vorlage, das 

nach einer 30-minütigen Okklusionsphase eine 24-stündige Reperfusion vorsah. Bei 

diesem Modell erhielten die Mäuse Heparin und nach Narkotisierung wurde mit einem 

intravenösen KCl-Bolus ein Herzstillstand herbeigeführt. Anschließend wurde das Herz 

exzidiert und per Langendorff-Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer (KHB) und einer TTC-

Phosphatpuffer-Lösung durchspült. Nach Verschluss der noch implantierten Ligatur wurde 

schließlich mit „phthalo-blue“ perfundiert. Während der Perfusion mit TTC trat in unserem 

Modell allerdings regelmäßig eine Kontraktur auf, die eine weitere Perfusion und damit 

Färbung unmöglich machte. Um einer Kontraktur vorzubeugen, verwandten wir in einem 

folgenden Schritt eine TTC-EGTA-Lösung. Leider zeigte sich auch bei diesem 

Versuchsaufbau eine Kontraktur des Myokards. 

Aus diesem Grunde änderten wir das Procedere: Die Herzen wurden per Langendorff-

Anlage mit KHB und nach Verschluss der Ligatur mit „phthalo-blue“ perfundiert. 

Anschließend wurde das Herz in Gewebsscheiben geschnitten und 15 Minuten in TTC 

inkubiert. Obwohl dieses Verfahren bei Gelingen eine gute Abgrenzung der AAR/NAAR 

ermöglichte, war es aufgrund seiner geringen Erfolgsrate nicht ideal. Von 63 Herzen 

konnten nur 7 erfolgreich gefärbt werden, die restlichen zeigten keine ausreichende 

Abgrenzung AAR/NAAR, kein Infarktgebiet oder aber waren aufgrund der Präparation 

nicht weiter verwertbar. Da die Färbungen bei uns nach dem genannten Protokoll nur 

minimale Infarktareale zeigten, erhöhten wir die Okklusionszeit von 30 Minuten auf eine 

Stunde wie bei Takano et al. (2000). 

Um die Erfolgsrate zu erhöhen, wurde ein Verfahren ohne die technisch aufwendige 

Langendorff-Perfusion getestet. Dabei wurde „phthalo-blue“ nach Verschluss der Ligatur 

in vivo in den linken Vorhof gespritzt, anschließend das Herz exzidiert, eingefroren in 

Gewebsscheiben geschnitten und in TTC-Lösung inkubiert. Allerdings war auch diese 

Färbung sehr komplex, so musste beim narkotisierten Tier der Brustkorb eröffnet werden, 

die Adhäsionen gelöst, der Ligaturfaden erneut verschlossen und TTC in den linken 



26 

 

Vorhof injiziert werden. Zunächst war die Erfolgsrate auch bei diesem Verfahren gering, 

jedoch konnte sie im Laufe der Studie auf nahezu 90% gesteigert werden. 

 

 

3.3. Experimenteller Erfolg 
 

Die erfolgreiche Induktion einer Ischämie wurde an Hand einer simultanen EKG-

Aufzeichnung überprüft. Das EKG vor der Okklusion entspricht dem normalen Maus-EKG 

(s. Abbildung 8A). Aufgrund des schnelleren Ablaufs des Aktionspotentials und der 

deutlich höheren Herzfrequenz bei Mäusen gestaltet sich die Morphologie von QRS-

Komplex und T-Welle beim Mäuseherzen anders als beim Menschen. 

  

 

0,1s 0,2s 0,3s 0,4s  

 

0,1s 0,2s 0,3s 0,4s  
 

0,1s 0,2s 0,3s 0,4s  

 

0,1s 0,2s 0,3s 0,4s  
 

 
Abb. 8: EKG: Ableitung II nach Einthoven zu verschiedenen Zeitpunkten des I/R-Protokolls: 

A_normales EKG vor Okklusion; B ST-Elevation (Pfeil) zu Beginn der Okklusion und C kurz 

nach Okklusionsende; D ST-Negativierung als Zeichen eines abgelaufenen Infarktes 24h nach 

Okklusionsende. 

A B

C D

P

QRS

T



27 

 

 
Trotz Hintergrundrauschens erkennt man jedoch deutlich die P-Welle, den QRS-Komplex 

und schließlich die direkt dem QRS-Komplex folgende T-Welle. Kurz nach Beginn der 

Ischämie durch LAD-Okklusion war eine deutliche ST-Hebung sichtbar (8B), die während 

der gesamten 60-minütigen Okklusion fortbestand. Eine erfolgreiche Reperfusion wurde 

im EKG durch eine Verringerung der ST-Strecken-Hebung bestätigt (8C). Nach 24-

stündiger Reperfusion war im EKG eine ST-Senkung zu erkennen (8D), was dem Bild 

eines abgelaufenen Infarktes entspricht. 

Aus den EKG-Ableitungen wurde die Herzfrequenz bestimmt. Im Vorfeld der Ischämie 

hatten WT-Mäuse eine signifikant niedrigere Herzfrequenz (371,5 ± 21,9 / Minute) als 

TLR4-hyporesponsive Mäuse (459,3 ± 18,6 / Minute).  

Diagramm 1: Herzfrequenz / Minute (bpm) der narkotisierten Mäuse vor (PreOkk), während

(5min – 60min) und nach der Ischämie durch LAD-Okklusion (Rep. 3min – 24h). Darstellung als

Mittelwert ± Standardfehler. C3H/HeN = Wildtypmäuse, C3H/HeJ = TLR4-hyporesponsive

Mäuse. Messung Reperfusion 24h unter Propofol, ansonsten unter Isofluran. 

* : p < 0,05 C3H/HeN vs. C3H/HeJ, † : p < 0,05 PreOkk vs. späterer Zeitpunkt bei C3H/HeN. 

300

350
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450
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Während der Ischämiephase stieg die Herzfrequenz der WT-Mäuse schnell an und 

erreichte das Niveau der C3H/HeJ-Tiere. Daher hatten die C3H/HeN-Tiere nach 30 und 

60 Minuten Okklusion (434,4 ± 19,3 / Minute und 458,9 ± 25,8 / Minute) und während der 

Reperfusionsphase (nach 3 Minuten: 475,5 ± 32,9 /Minute und nach 24 Stunden: 462,3 ± 

12,6 /Minute) signifikante Erhöhungen der Herzfrequenz. Dieser Anstieg der Herzfrequenz 

war bei C3H/HeJ-Mäusen nicht nachweisbar (s. Diagramm 1).  

 
Während I/R zeigte sich eine erhöhte Überlebensrate der C3H/HeJ-Tiere (s. Tab. 1). 18 

der 25 dem I/R-Protokoll unterzogenen TLR4-hyporesponsiven Mäuse (72%) überlebten 

die Prozedur, während dies bei den Wildtypmäusen nur 15 von 31 (48%) waren. Bei der 

Initialoperation starben 4 WT-Tiere und 2 TLR4-hyporesponsive Mäuse, die somit dem 

I/R-Protokoll nicht unterzogen wurden. 

 

 

 C3H/HeN C3H/HeJ 
intraoperativ gestorben 4 2 

während Ischämie gestorben 14 7 

bei Reperfusion gestorben 2 0 
nicht verwertbar 3 1 

verwertbar 12 17 

gesamt 35 27 

 

 

Tabelle 1: Von 35 verwendeten Wildtypmäusen (C3H/HeN) konnten nur 12 planimetrisch

ausgewertet werden. Bei 17 von 27 TLR4-hyporesponsiven Mäusen (C3H/HeJ) konnte die

Planimetrie erfolgreich durchgeführt werden. 
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Auch die Infarktgröße der C3H/HeJ-Mäuse nach dem I/R-Protokoll war im Vergleich zu 

den C3H/HeN-Mäusen signifikant reduziert (s. Diagramm 2 und Tabelle 2). Bei C3H/HeN-

Mäusen zeigte sich eine Infarktgröße von 50,69% ± 7,02% der AAR. Die C3H/HeJ-Mäuse 

wiesen mit 30,13% ± 4,81% der AAR eine im Vergleich deutlich geringere Infarktgröße auf 

(p<0,05). Die Größe der AAR bei den zwei Mausgruppen war nicht unterschiedlich. Bei 

C3H/HeN-Mäusen belief sie sich auf 46,28% ± 1,96% und bei C3H/HeJ-Mäusen auf 

42,57% ± 1,74% des linken Ventrikels. 

 

0%

20%

40%

60%

I/AAR AAR/LV

C3H/HeN n=12

C3H/HeJ n=17

Diagramm 2: Ergebnisse der Planimetrie als Mittelwert ± Standardfehler in prozentualen

Anteilen: I/AAR und AAR/LV (I = Infarkt, LV = Linker Ventrikel, AAR = „area-at-risk“), *p<0,05. 

C3H/HeN = Wildtypmäuse, C3H/HeJ = TLR4-hyporesponsive Mäuse (s. Tabelle 1) 

*
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AAR/LV I/AAR 

 C3H/HeN C3H/HeJ C3H/HeN C3H/HeJ 

1 44,11 52,63 16,97 59,20 
2 53,36 49,19 29,76 1,45 
3 43,59 33,69 87,60 18,95 
4 56,17 33,03 42,70 31,50 
5 37,33 50,04 75,84 40,81 
6 54,58 40,96 47,74 39,90 
7 35,86 42,22 57,90 28,79 
8 55,92 41,02 54,14 2,22 
9 45,53 54,29 46,67 58,56 

10 43,33 36,81 16,76 3,61 
11 41,18 36,73 42,05 22,99 
12 44,42 35,61 90,17 15,11 
13  39,55  15,83 
14  39,31  40,24 
15  43,87  61,36 
16  55,37  22,27 
17  39,37  49,45 

mean 46,28 42,57 50,69 30,13 
sd 7,07 7,18 24,32 19,83 

sem 1,96 1,74 7,02 4,81 

t-test 0,1789  0,0186  

 

 

Tabelle 2: Planimetrie: Messung der gefärbten Gewebsanteile in Prozent. Dargestellt sind die

Diagramm 2 zugrundeliegenden Zahlenwerte. 

C3H/HeN: Wildtypmäuse, C3H/HeJ:TLR4-hyporesponsive Mäuse, I: Infarktgewebe, LV: Linker

Ventrikel, AAR: „area at risk“, mean: Mittelwert, sd: Standardabweichung, sem: Standardfehler, t-

test: Student-t-Test zwischen C3H/HeN und C3H/HeJ. 
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4. Diskussion 
 

Neuere Untersuchungen zeigen, dass das angeborene Immunsystem einen 

entscheidenden Einfluss auf die Infarktgröße nach I/R hat. Die Toll-Like-Rezeptoren, eine 

kürzlich beschriebene und charakterisierte Gruppe der Muster erkennenden Rezeptoren,  

spielen dabei eine besondere Rolle (Brown et al., 1989; Elliott, 1998). Von diesen 

Rezeptoren sind TLR2 und TLR4 am besten untersucht. Shisido et al. haben gezeigt, 

dass TLR2 die myokardiale Funktion nach einem I/R-Schaden moduliert. Bei TLR2-

defizienten Mäusen bleibt nach myokardialer I/R die Herzfunktion besser erhalten und die 

Überlebensrate ist höher (Shishido et al., 2003). 

Die Daten unserer Arbeit veranschaulichen, dass es in TLR4-hyporesponsiven (C3H/HeJ) 

Mäusen nach I/R zu einem reduzierten Myokardinfarkt kommt. Nach Etablierung der 

Methode konnten wir die Daten von Oyama et al. (2004) bestätigen, nach denen TLR4-

hyporesponsive Tiere geringere Infarktareale nach I/R aufweisen. Obwohl das „TTC-

Staining“ als Goldstandard für die Erfassung von Infarktgröße, AAR und NAAR gilt, waren 

zahlreiche Modifikationen notwendig, um eine suffiziente Färbung zu gewährleisten.  

Ähnlich wie Shisido et al. an TLR2-defizienten Mäusen zeigten, konnten wir an C3H/HeJ-

Tieren eine erhöhte Überlebensrate im Vergleich zu Wildtypmäusen feststellen. Während 

Ischämie und Reperfusion zeigten sich keine Herzfrequenzunterschiede zwischen 

C3H/HeJ- und C3H/HeN-Mäusen. Die signifikant geringere Herzfrequenz im Vorfeld der 

Untersuchungen und der signifikante Anstieg der Herzfrequenz während Ischämie und 

Reperfusion bei C3H/HeN-Tieren wird im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht, 

könnte allerdings auch eine Auswirkung auf die Ausdehnung des induzierten Infarktes 

haben. 

TLR4 wird nicht nur auf Zellen des Immunsystems, sondern auch auf koronaren 

Endothelzellen und Kardiomyozyten exprimiert (Frantz et al., 1999; Zeuke et al., 2002) 

und ist für die Signaltransduktion von LPS verantwortlich (Poltorak et al., 1998b). Es gibt 

verschiedene Hinweise dafür, dass TLR4 außerdem die Antwort des Immunsystems auf 

Stimuli, wie z.B. HSP 60, HSP 70, Fibrinogenpeptide, Hyaluronsäure und Fibronektin in 

Abwesenheit einer Infektion vermittelt. Diese werden durch Oxidativen Stress und 

Gewebsschaden (z.B. durch Ischämie oder Hitze) induziert. Eine wichtige Gruppe dieser 
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Stimulatoren sind die gerade genannten Hitzeschockproteine (HSP), die eine 

Chaperonfunktion besitzen, also in Faltung und Transport von Proteinen involviert sind 

(Ohtsuka and Hata, 2000). HSP 60 wird unter anderem von Kardiomyozyten, die 

ischämischem Stress ausgesetzt sind, vermehrt exprimiert und freigesetzt (Schett et al., 

1999). Es induziert eine Reaktion ähnlich der, wie sie durch LPS vermittelt wird. HSP 60 

kann an TLR4 binden und zu einer Aktivierung von Makrophagen beitragen, was 

wiederum zu einer erhöhten Produktion von NO und Zytokinen wie IL-12, IL-15, TNF und 

IL-6 führt (Chen et al., 1999). Ähnlich wie HSP 60 wird HSP 70 ebenfalls durch 

myokardiale Ischämie freigesetzt (Jaattela, 1999). Außerdem zeigen neuere Studien, 

dass endogenes HSP 70 den TLR4-Signaltransduktionsweg in einer ähnlichen Weise 

stimuliert wie HSP 60 (Dybdahl et al., 2002; Vabulas et al., 2002). Allerdings spielt HSP 

auch in der Präkonditionierung eine Rolle und kann somit - gegensätzlich zum bisher 

gesagten - kardioprotektiv wirken. So kann eine vermehrte Expression von HSP 70 im 

Vorfeld eines I/R-Ereignisses das Myokard und seine Funktion vor diesem I/R-Schaden 

im Sinne einer Präkonditionierung schützen (Jayakumar et al., 2001). Auch HSP 20 zeigt 

diese präkonditionierenden Effekte (Fan, G. C. et al., 2005), allerdings gibt es noch keine 

Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen TLR4 und HSP 20. Limitierend muss 

hinzugefügt werden, dass der experimentell kardioprotektive Einfluss von HSP im Sinne 

einer Präkonditionierung von einigen Autoren allerdings auch darauf zurückgeführt wird, 

dass HSP mit LPS verunreinigt sein könnte (Tsan and Gao, 2004). 

Fibrinogen ist ein weiterer Stimulator, der bei Gewebsschäden freigesetzt und in den 

Inflammationsarealen durch eine Retraktion der Endothelzellen in das extravasale 

Kompartiment verschoben wird (Dvorak et al., 1985). Dort aktiviert Fibrinogen die 

Chemokinproduktion und –sekretion in Makrophagen über den TLR4-

Signaltransduktionsweg und wirkt somit chemotaktisch auf T-Zellen, Neutrophile und 

weitere Makrophagen (Smiley et al., 2001). Auch niedermolekulare Oligosaccharide, die 

Degradationsprodukte der Hyaluronsäure sind, stellen potentielle Liganden des TLR4 dar. 

Diese Oligosaccharide treten während einer Entzündungsreaktion auf und aktivieren 

immunkompetente Zellen wie Makrophagen oder Dendritische Zellen (Termeer et al., 

2002). Weiterhin kann zelluläres Fibronektin, welches als Antwort auf einen 

Gewebsschaden gebildet wird, an TLR4 binden und damit eine Immunantwort auslösen 

(Okamura et al., 2001). 
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In einem tierexperimentellen Modell myokardialer I/R können die o.g. bei Gewebsschaden 

freigesetzten Liganden zu einem Reperfusionsschaden führen, wobei wiederum der 

TLR4-Signaltransduktionsweg eine Rolle spielt. Daraufhin werden Kaskaden induziert, die 

zu einer Expression proinflammatorischer Mediatoren führen. 

Die Bindung der Liganden an TLR4 und der anschließende Signaltransduktionsweg wird 

in Abbildung 9 näher dargelegt. Die Signaltransduktion von TLR4 ist am Ausführlichsten 

anhand der LPS-Signaltransduktion untersucht. Nachdem LPS aus der Wand von 

gramnegativen Bakterien freigesetzt wird (Freudenberg et al., 1991), liegt es in LPS-

Multimeren vor, die in dieser Form noch nicht immunstimulierend wirken (Seydel et al., 

1993; Takayama et al., 1994). Erst die Bindung des LPS an LBP (Lipoprotein-

Bindungsprotein) (Schumann et al., 1994), welches die LPS-Multimere monomerisiert, 

ermöglicht im Folgenden die LPS-Erkennung (Schumann et al., 1990). Anschließend 

formen LPS und LBP einen Komplex mit CD14 (Ferrero et al., 1993; Hailman et al., 1994; 

Knuefermann et al., 2002b; Orr and Tobias, 2000; Tada et al., 2002; Tobias et al., 1995). 

Obwohl CD14 ein extrazellulärer Rezeptor ist, kann er nicht alleine für die 

Signaltransduktion von LPS verantwortlich sein, da er nicht über eine transmembranäre 

Domain verfügt (Wright et al., 1990). TLR4 hingegen besitzt einen transmembranären Teil 

und formt mit MD-2 einen LPS-Rezeptor-Komplex, an den LPS andocken kann (Miyake, 

2004). MD-2 ist ein extrazelluläres Adapterprotein, welches die LPS-Spezifität des TLR4 

steigert (Kennedy et al., 2004; Schromm et al., 2001; Visintin et al., 2001). 

Nach der Aktivierung des Rezeptorkomplexes, bestehend aus TLR4, MD-2 und CD14, 

findet eine Konformationsänderung in der intrazellulären TIR (Toll/IL-1)-Region des TLR4 

statt. An diese TIR-Domäne binden zwei verschiedene Adaptermolekül-Paare. Man 

unterscheidet zwischen einem MyD88 („myeloid differentiation factor 88“)-abhängigen und 

einem MyD88-unabhängigen Transduktionsweg: Beim Letzteren fungieren TRIF („Toll/IL-

1R-domain-containing-adaptor-inducing-IFN-β“) und TRAM („TRIF-related adaptor 

molecule“) als entsprechendes Adaptermolekül-Paar, wodurch die Spätphase der „nuclear 

transcription factor ĸB“(NF-ĸB)-Aktivierung mit nachfolgender Produktion kostimulierender 

Moleküle (CD40, CD80 und CD86) vermittelt wird.  
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Abb. 9: Der TLR4-Signaltransduktionsweg. Man geht davon aus, dass Liganden wie der

LPS/LBP-Komplex, HSP 60 und 70, Hyaluronsäure und Fibronektin an den TLR4-Komplex

(TLR4 wird exprimiert mit MD-2) binden und somit die Signalkaskade initiieren. Der hier

dargestellte MyD88-abhängige Transduktionsweg besteht aus verschiedenen essentiellen

Komponenten, wie MyD88, TOLLIP („Toll-interacting protein“), IRAK („IL-1 receptor-associated

kinase“), TIRAP („Toll/Il-1 receptor domain-containing adaptor protein“) und die dsRNA-

abhängige Proteinkinase (PKR). Die Kaskade führt schließlich zu einer Aktivierung von TRAF6

(„TNF-receptor-associated factor 6“), welches durch MAP („Mitogen-activated-protein“)-Kinasen

NF-κB („nuclear transcription factor κB“) aktiviert. Die Translokation von NF-κB in den Nukleus

induziert die Aktivierung proinflammatorischer Gene, wie z.B TNF und IL-1β. 
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Im MyD88-abhängigen Transduktionsweg agieren MyD88 und TIRAP („Toll/IL-1 receptor 

domain-containing adaptor protein“) als Adapterproteine an der intrazellulären Domäne 

des TLR4 (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001). Da der MyD88-abhängige Weg für 

die Frühphase der NF-ĸB-Aktivierung und damit für die Produktion der 

proinflammatorischen Zytokine und die Hochregulation kostimulatorischer Moleküle 

verantwortlich ist (Akira et al., 2001), soll er an dieser Stelle näher betrachtet werden. Die 

durch MyD88 aktivierte IRAK („IL-1-receptor-associated-kinase“) (Anderson, 2000; O'Neill 

and Greene, 1998) führt zu einer Rekrutierung von TRAF6 („TNF-receptor-associated 

factor 6“). Hierbei spielt auch die dsRNA-abhängige Proteinkinase (PKR) eine Rolle 

(Ghosh and Karin, 2002). Im MyD88-abhängigen sowie –unabhängigen 

Transduktionsweg bewirken schließlich die aktivierten MAP („Mitogen-activated protein“)-

Kinasen eine Translokation des NF-κB („Nuclear transcription factor κB“) in den Nukleus 

(Karin and Ben-Neriah, 2000) und somit eine Aktivierung proinflammatorischer Gene 

(Baumgarten et al., 2001; Martin and Wesche, 2002; Medzhitov, 2001; Medzhitov and 

Janeway, 2000). 

Vorher veröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass eine LPS-induzierte 

intramyokardiale Zytokinexpression in TLR4-hyporesponsiven Mäusen im Vergleich zu 

Wildtypmäusen signifikant abgeschwächt ist. Dies wurde anhand einer reduzierten 

mRNA- und Proteinexpression von TNF und IL-1β, iNOS-Proteinexpression und NO-

Produktion so wie anhand einer reduzierten Aktivierung des myokardialen NF-κB 

nachgewiesen (Baumgarten et al., 2001). NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor und bildet 

häufig die gemeinsame Endstrecke einer Rezeptor-Aktivierung in der angeborenen und 

erworbenen Immunabwehr. Die Konsequenz seiner Aktivierung ist die Expression 

zahlreicher Immunmodulatoren wie Zytokine (IL-1,-2,-6,-12 und TNF), Chemokine (z.B. IL-

8) und Adhäsionsmoleküle (ICAM, VCAM) sowie die Induktion von Effektorproteinen wie 

iNOS und COX-2 (Ghosh and Karin, 2002). Die bei TLR4-hyporesponsiven Tieren 

abgeschwächte inflammatorische Antwort auf die o.g. durch Ischämie freigesetzten 

Substanzen könnte ähnlich verlaufen wie die durch TLR4-Funktionsuntüchtigkeit 

abgeschwächte Antwort auf LPS. Wie bei LPS könnte es durch die o.g. Substanzen 

ebenfalls bei TLR4-Defizienz zu einer verringerten NF-κB-Aktivierung und somit einer 

abgeschwächten Zytokin-Expression führen. 
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Ergebnis der Inflammationskaskade, die durch myokardiale Ischämie und Reperfusion 

induziert wird, ist die Invasion und Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in 

betroffenen Myokardarealen (Engler et al., 1986). In einem Tierversuch an Mäusen erfolgt 

die Neutrophilen-Infiltration des ischämischen und reperfundierten Myokards während der 

ersten zwei Tage nach der Ischämie (Yang et al., 2002). Als Zeichen einer Immunantwort 

im Rahmen des Reperfusionsschadens findet die intensivste Entzündungsreaktion im 

Gebiet zwischen Infarkt und perfundiertem Gewebe statt (Youker et al., 1992). Ob die 

Präsenz von Neutrophilen der Grund oder die Konsequenz eines myokardialen Schadens 

- oder sogar beides - ist, wird weiterhin kontrovers diskutiert (Baxter, 2002). TLR4 reguliert 

das Neutrophilen-Überleben (Sabroe et al., 2003) und ist bedeutend für deren Migration, 

indem es über eine verminderte Transkription der G-Protein-gebundenen 

Rezeptorkinasen (GRK) 2 und 5 die Chemokinrezeptor-Sensibilität erhöht (Fan, J. and 

Malik, 2003). Inwieweit dieser über TLR4 vermittelte Mechanismus einen Einfluss auf die 

I/R-Phase hat, bleibt bisher ungeklärt. 

Auch wenn in unserer Arbeit nicht die Infiltration von Entzündungszellen in die 

ischämierten und reperfundierten Myokardareale gemessen wurde, sprechen Befunde 

anderer Arbeitsgruppen für eine verminderte Rekrutierung von Entzündungszellen wie 

neutrophilen Granulozyten in inflammatorisches Myokard bei TLR4-hyporesponsiven 

Tieren (Oyama et al., 2004). Die Produktion von Reactive Oxygen Species (ROS) und 

Proteasen durch Neutrophile Granulozyten im ischämischen und reperfundierten Myokard 

sind potentielle Effektoren eines myokardialen Schadens (Dhalla et al., 2000b; Hansen, 

1995). Zu einer Reduktion der Infarktgröße trägt die Inhibierung der Neutrophilen 

(Hoffmeyer et al., 2000) sowie eine Blockierung der ROS-Bildung (Dhalla et al., 2000a) 

bei. Dies wäre ein weiterer Anhaltspunkt dafür, dass die o.g. abgeschwächte 

Immunantwort auf I/R bei TLR4-hyporesponsiven Tieren der Grund für den in der 

vorliegenden Arbeit gemessenen verminderten I/R-Schaden sein könnte. 
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4.1 Klinische Relevanz 
 

Die große klinische Relevanz dieses Themas zeigt sich am nahezu epidemischen 

Auftreten der KHK und ihrer klinischen Manifestationen. Akute myokardiale ischämische 

Ereignisse sind für ca. 171.000 Todesfälle pro Jahr in Deutschland verantwortlich und sind 

damit die häufigste Todesursache. Eine frühe Reperfusion wird heutzutage als optimale 

therapeutische Möglichkeit angesehen, da hierdurch die Infarktausbreitung limitiert und 

die Überlebensraten verbessert werden (Kim and Braunwald, 1993). Obwohl die nach 

ischämischen Ereignissen durchgeführten revaskularisierenden Maßnahmen wie Lyse, 

PTCA („percutaneous transluminal coronary angioplasty“) oder operativer Bypass aktuell 

die optimale Therapie darstellen, sind die Mechanismen in dieser Ischämie/Reperfusion 

noch ungenügend erforscht. So kann eine Reperfusion neben dem großen Benefit einer 

Infarktlimitierung auch eine Entzündungsreaktion hervorrufen, genannt „reperfusion 

injury“, die möglicherweise den myokardialen Schaden vergrößert (Entman et al., 2000). 

Somit ist unklar, ob im Rahmen akuter ischämischer Ereignisse eine frühe, 

inflammatorisch geprägte Reperfusion die optimale Therapie darstellt, oder ob durch eine 

Ausschaltung der genannten „reperfusion injury“ der ischämiebedingte myokardiale 

Schaden noch weiter eingedämmt werden könnte. Bei der Entwicklung neuer 

Therapiekonzepte steht daher die initiale Entzündungsreaktion bei Reperfusion im 

Mittelpunkt des Interesses. Allerdings sind die Mechanismen der myokardialen I/R-Phase 

noch nicht vollständig verstanden und antiinflammatorische Konzepte in klinischen 

Versuchen zeigten bisher enttäuschende Ergebnisse. So wurde die “RENAISSANCE und 

RECOVER”-Studie mit einem TNF-blockierenden TNF-Rezeptor-Analogon (Etanercept) 

wegen fehlender Verbesserung des klinischen Outcomes im Sinne der Überlebensrate 

abgebrochen (Louis et al., 2001). Eine weitere klinische Studie mit dem Einsatz von 

Antikörpern gegen den CD11/CD18-Integrin-Rezeptor von Leukozyten zeigte trotz einer 

tierexperimentell nachgewiesenen Verringerung der Infarktgröße kein reduziertes 

Infarktareal bei Patienten nach revaskularisierenden Maßnahmen (Faxon et al., 2002). 

Ein anderes therapeutisches Konzept nach einer Revaskularisierung ischämischen 

Myokardgewebes könnten allerdings spezielle TLR4-Antagonisten (z.B. Eritoran) sein, 

welche bisher Anwendung in der Sepsistherapie finden (Rossignol and Lynn, 2005). 
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4.2 Ausblick 
 

Weitere Untersuchungen werden die Mechanismen in der I/R klären. Die Rolle des 

myokardialen TLR4 und der Mediatoren des TLR4-Signaltransduktionsweges in der 

Beeinflussung der Infarktgröße werden nachfolgende Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe näher untersuchen. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden publiziert als 

Kontrollgruppe für einen Versuch unserer Arbeitsgruppe, bei dem TLR4-hyporesponsive  

und WT-Mäuse 16 Stunden vor Ischämie einem präkonditionierendem Reiz durch LPS 

ausgesetzt werden (Stapel H, 2006). Neben der Bestimmung der Infarktgrößen wurden in 

dieser Arbeit die Niveaus der in der Zytokinkaskade wichtigen Metallo-Matrix-Proteinasen 

bestimmt. 



39 

 

5. Zusammenfassung 
 

Das angeborene Immunsystem spielt eine zentrale Rolle in der myokardialen Ischämie 

und Reperfusion (I/R). Zahlreiche Untersuchungen legen nahe, dass der „Toll-Like-

Receptor“ 4 (TLR4) eine bedeutende Funktion in der Vermittlung proinflammatorischer 

Signale im I/R-Modell hat. Proinflammatorische Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor (TNF) 

und Interleukin 1β (IL-1β) sind Bestandteile der intrazellulären Signalkaskade und 

vermitteln schließlich die zelluläre Entzündungsreaktion im ischämischen und 

reperfundierten Gewebe. Bestimmte Liganden des TLR4, insbesondere HSP („Heat 

Shock Protein“) und Fibronektin, werden durch myokardiale I/R freigesetzt und vermitteln 

somit die Entzündungsreaktion in Abwesenheit einer Infektion. 

In der vorliegenden Arbeit wurde bei TLR4-hyporesponsiven Mäusen (C3H/HeJ) sowie 

bei Wildtypmäusen (C3H/HeN) gleichermaßen operativ ein Faden um die LAD („left 

anterior descending coronary artery“) implantiert. Nach einer 5 bis 7-tägigen 

postoperativen Erholungsphase wurde durch Zug am Faden bei geschlossenem Thorax 

eine temporäre 60-minütige Okklusion durchgeführt. Nach einer 24-stündigen 

Reperfusionszeit wurden die Herzen der Versuchstiere entnommen und die Infarktgröße 

anhand der Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Methode bestimmt. Bei Wildtypmäusen 

(n=12) wurde eine Infarktgröße von 50,69 +/- 7,02% der „area at risk“ (AAR) gemessen, 

bei den TLR4-hyporesponsiven (n=17) hingegen ein signifikant kleineres Infarktareal von 

30,13 +/- 4,81% der AAR. 

Die vorliegenden Daten legen den Schluss nahe, dass TLR4 eine wichtige Funktion in der 

Vermittlung der Inflammationsreaktion während Ischämie und früher Reperfusionsphase 

hat. TLR4-Funktionsuntüchtigkeit bedingt in unseren Versuchen verminderte Größe des 

Infarktgebietes und weniger Letalität nach I/R. 
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