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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

Eine Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom unterschiedlicher Ätiologie. Sie ist definiert 

als Unfähigkeit des Herzens, das vom Organismus benötigte Herzzeitvolumen bei normalem 

enddiastolischen Ventrikeldruck zu fördern und kann zu einer Vielfalt klinischer Symptome 

wie beispielsweise einer verminderten Belastbarkeit und Ödemen führen (Herold 2016; 

Mosterd und Hoes 2007). Das Vorliegen klinischer Symptome ist beim Menschen eigentlich 

Voraussetzung für die Diagnose einer Herzinsuffizienz. In der Frühphase der Erkrankung 

oder bei Therapie mit Diuretika sind diese Symptome allerdings teilweise gar nicht oder nur 

abgeschwächt vorhanden (Ponikowski et al. 2016). Die Prävalenz der Herzinsuffizienz ist  

altersabhängig und beträgt in der neunten Lebensdekade etwa 10 %, wobei Männer häufiger 

betroffen sind als Frauen (Guha und McDonagh 2013; Mosterd und Hoes 2007). Als Volks-

krankheit hat die Herzinsuffizienz eine hohe volkswirtschaftliche Relevanz und stellt einen 

der häufigsten Gründe für einen stationären Krankenhausaufenthalt dar (Neumann et al. 

2009). Im Jahr 2015 war die Herzinsuffizienz nach der chronisch ischämischen Herzkrank-

heit, dem akuten Myokardinfarkt und knapp vor dem Bronchialkarzinom die dritthäufigste 

Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt 2017). 

1.1 Formen der Herzinsuffizienz 

Für die Herzinsuffizienz sind im Laufe der Zeit verschiedene Einteilungsmöglichkeiten ent-

wickelt worden. Grundsätzlich werden bei der Herzinsuffizienz akute und chronische For-

men unterschieden, wobei es Überschneidungen zwischen beiden Formen gibt. Eine akute 

Herzinsuffizienz entsteht in der Regel innerhalb kurzer Zeit durch einen spezifischen Aus-

löser, während sich eine chronische Herzinsuffizienz über einen längeren Zeitraum entwi-

ckeln kann. Es sind Übergänge zwischen beiden Formen möglich: Eine chronische Herzin-

suffizienz kann akut dekompensieren und eine akute Herzinsuffizienz kann in eine chroni-

sche Herzinsuffizienz übergehen.  

Pathophysiologisch werden systolische (Heart Failure with reduced Ejection Fraction – HFrEF),  

diastolische (Heart Failure with preserved Ejection Fraction – HFpEF) und kombiniert systolisch- 

diastolische Herzinsuffizienzformen unterschieden. Bei der HFrEF liegt definitionsgemäß 

eine Ejektionsfraktion (EF) < 40% vor, während die HFpEF durch eine EF > 50 % charak-

terisiert ist. Hierbei ist häufig das Schlagvolumen reduziert, was zu einer Reduktion des Herz-

zeitvolumens führt. In den neuen Leitlinien der Europäischen Gesellschaft für Kardiologie 
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(ESC) wurde im Jahr 2016 die Herzinsuffizienz mit mittelgradig eingeschränkter Ejektions-

fraktion (Heart Failure with mid-range Ejection Fraction – HFmrEF) als neue Zwischenstufe  

zwischen HFrEF und HFpEF eingeführt. Bei der HFmrEF liegt definitionsgemäß eine  

Ejektionsfraktion (EF) zwischen 40 und 49 % vor. Für die Diagnose einer HFpEF oder 

HFmrEF müssen als weitere diagnostische Kriterien noch eine Erhöhung der natriuretischen 

Peptide ANP (Atriales natriuretisches Peptid) oder BNP (Brain Natriuretic Peptide) sowie eine 

strukturelle Veränderung des Herzmuskels (beispielsweise eine Hypertrophie oder eine  

Vergrößerung des linken Vorhofes) oder eine diastolische Dysfunktion ohne gleichzeitige 

Dilatation vorliegen (Ponikowski et al. 2016). 

Klinisch wird die Herzinsuffizienz anhand der auftretenden Symptome in Linksherzinsuffi-

zienz, Rechtsherzinsuffizienz und globale Herzinsuffizienz als Kombination aus Links- und 

Rechtsherzinsuffizienz eingeteilt (Herold 2016; Mosterd und Hoes 2007). Wenn die Kom-

pensationsmechanismen des Körpers zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden Pumpleis-

tung des Herzens ausreichen, spricht man von einer kompensierten Herzinsuffizienz. Sobald 

die Kompensationsmechanismen versagen und das Herzzeitvolumen zur Aufrechterhaltung 

der normalen Körperfunktionen nicht mehr ausreicht, bezeichnet man dies als dekompen-

sierte Herzinsuffizienz, die mit entsprechenden Symptomen wie Dyspnoe und Ödemen beim 

Patienten einhergeht (Herold 2016; Mosterd und Hoes 2007). 

1.2 Ursachen der Herzinsuffizienz  

Typische Auslöser einer akuten Herzinsuffizienz sind der akute Myokardinfarkt, eine Lun-

genembolie, tachykarde und bradykarde Herzrhythmusstörungen, mechanische Beeinträch-

tigungen der Ventrikelfüllung wie eine Perikardtamponade sowie plötzlich auftretende struk-

turelle Herzschädigungen wie Papillarmuskelabrisse im Rahmen eines Herzinfarktes  

oder Klappenschädigungen durch eine bakterielle Endokarditis. All das bewirkt, dass das 

Herz das vom Organismus benötigte Herzzeitvolumen nicht mehr fördern kann (Herold 

2016; Mosterd und Hoes 2007). 

Eine chronische Herzinsuffizienz ist Folge einer dauerhaften Überbeanspruchung oder chro-

nischen Schädigung des Myokards. Hauptursache der chronischen Herzinsuffizienz ist die 

koronare Herzerkrankung, die zu einer chronischen Ischämie des Myokards führt und für 

etwa 50 % aller Herzinsuffizienzfälle verantwortlich ist (Mosterd und Hoes 2007). Sie führt 

genau wie Kardiomyopathien, eine Myokarditis und eine erhöhte Wandspannung bei Kon-

traktion durch eine erhöhte Volumenbelastung des Herzens zu einer systolischen Ventrikel-
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funktionsstörung (Herold 2016; Mosterd und Hoes 2007). Diastolische Ventrikelfunktions-

störungen werden durch eine Hypertrophie des Herzmuskels oder eine anderweitige Behin-

derung der Ventrikelfüllung ausgelöst. Ursachen hierfür sind die arterielle Hypertonie, eine 

konstriktive Perikarditis oder eine restriktive Kardiomyopathie. Tachykarde Herzrhythmus-

störungen führen einerseits zu einer unzureichenden Ventrikelfüllung, andererseits führen 

sie bei längerem Bestehen zu einer Erhöhung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs und 

damit langfristig zu einer ischämischen Schädigung des Herzmuskels (Herold 2016; Mosterd 

und Hoes 2007). Häufig ist eine Herzinsuffizienz multifaktoriell bedingt: Ein typisches Bei-

spiel hierfür ist die Kombination aus arterieller Hypertonie und einer koronaren Herzerkran-

kung, die beide zusätzlich auch noch kausal zusammenhängen (Herold 2016). Als erschwe-

render Faktor kommt bei einigen Patienten noch ein Diabetes mellitus hinzu, für den eben-

falls ein direkter, schädigender Einfluss auf das Myokard beschrieben wurde (YK Bando und 

Murohara 2014; Boudina und Abel 2007). 

1.2.1 Vorlast und Nachlast 

Zwei Schlüsselbegriffe für die Beschreibung der Herzarbeit sind Vorlast und Nachlast. Vor-

last (Preload) bezeichnet eine erhöhte Volumenbelastung des Herzens. Gründe hierfür sind 

beispielsweise eine chronische Niereninsuffizienz mit Volumenüberladung, nicht mehr voll-

ständig funktionsfähige Herzklappen (Vitien) wie eine Aortenklappeninsuffizienz oder 

Shunt-Vitien. Die Nachlast (Afterload) bezeichnet eine erhöhte Druckbelastung für den 

Ventrikel und wird hauptsächlich verursacht durch einen erhöhten Widerstand, gegen den 

das Herz arbeiten muss. Häufige Ursachen sind ein erhöhter intravasaler Druck bei arterieller 

Hypertonie und eine Aortenklappenstenose. Die Aortenklappenstenose führt zu einer Ver-

engung der Ausflussbahn des linken Ventrikels und stellt das häufigste Klappenvitium beim 

Menschen dar (Herold 2016). Durch die erhöhte Wandspannung kommt es zu einer dauer-

haften Überbeanspruchung des Myokards, welche zu einem Zellschaden mit konsekutivem 

Umbau des Herzmuskelgewebes (Remodeling) führt (Grossman et al. 1975; Grossman und 

Paulus 2013; Herold 2016).  

1.2.2 TAC- und Shunt-OP als Tiermodelle 

Ein etabliertes Modell für eine Erhöhung der Nachlast im Tiermodell ist die Transverse-Aortic-

Constriction-Operation (TAC-OP). Bei dieser wird durch eine Einschnürung der Aorta trans-

versalis eine Engstelle im Bereich des Aortenbogens erzeugt. Eine Variierung der Enge des 

Knotens um die Aorta transversalis ermöglicht eine Steuerung der Stärke der erzeugten Ein-

engung. Die Stenosierung als Maß für den Grad der Nachlasterhöhung kann mittels Doppler 
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quantifiziert werden. Eine TAC-OP ist in der Lage, im Tiermodell die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz zu induzieren (Hu et al. 2003; Toischer et al. 2010). 

 

Abbildung 1 Schemazeichnung einer TAC-OP: Eine TAC-OP erzeugt durch einen Faden mit Knoten eine 
Einengung im Bereich des Aortenbogens, die eine Nachlasterhöhung für das Herz bewirkt. Gezeigt ist die 
Position der Stenose im Bereich des Aortenbogens. 

Als Modell für die Vorlasterhöhung kann eine Shunt-OP eingesetzt werden, bei der operativ 

eine Kurzschlussverbindung zwischen Aorta abdominalis und Vena cava inferior erzeugt wird. 

Diese Kurzschlussverbindung erzeugt eine erhöhte Volumenbelastung für das Herz, was im 

Tiermodell die Entwicklung einer Herzinsuffizienz bewirkt (Scheuermann-Freestone et al. 

2001; Toischer et al. 2010). 

Toischer et al. (2010) beschrieben im Tiermodell Unterschiede bei einer Entwicklung der 

Herzinsuffizienz in Abhängigkeit vom Vorliegen einer erhöhten Vorlast oder Nachlast. Eine 

Nachlasterhöhung durch TAC-OP führte neben einer konzentrischen Hypertrophie zu einer 

deutlichen Reduktion der Pumpfunktion acht Wochen nach OP. Zusätzlich kam es zu Ver-

änderungen im Calcium-Kreislauf in den Kardiomyozyten, der Infiltration von Immunzellen 

in das Myokard sowie zu einer deutlichen Fibrosierung des Myokards. Nach Vorlast- 

erhöhung durch Shunt-OP zeigte sich im Gegensatz zur TAC-OP eine exzentrische Hyper-

trophie mit einer gering reduzierten Pumpfunktion acht Wochen nach OP. Weiterhin ließ 

sich nach Shunt-OP keine Fibrosierung und keine verstärkte Infiltration von Immunzellen 

in das Myokard nachweisen. Die Apoptoserate der Kardiomyozyten war nach TAC-OP deut-

lich höher als nach Shunt-OP, das Überleben nach TAC-OP signifikant schlechter (Toischer 

et al. 2010). All das weist auf Unterschiede im Remodeling bei der Entstehung einer Herzin-

suffizienz aufgrund einer erhöhten Vorlast bzw. Nachlast hin. 

1.3 Remodeling 

Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz geht mit Veränderungen im Myokard einher. Schon 

makroskopisch sind eine Hypertrophie und eine Dilatation des Herzmuskels sichtbar.  
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Mikroskopisch zeigt sich in der Regel eine Fibrosierung des Myokards mit einer verstärkten 

Ablagerung von Kollagen im Bereich im myokardiale Blutgefäße sowie zwischen Kardio-

myozyten. Die genauen Prozesse, die am Remodeling beteiligt sind, sind aktuell noch nicht 

abschließend geklärt und hängen wahrscheinlich mit dem Auslöser der Myokardschädigung 

zusammen (Opie et al. 2006; Toischer et al. 2010).  

1.3.1 Fibrosierung des Myokards 

Die Fibrosierung des Myokards geht auf die Aktivierung myokardialer Fibroblasten zurück, 

die sich in aktive Myofibroblasten umwandeln und extrazelluläre Matrix in Form von  

Kollagen produzieren. Dieses Kollagen wird mikroskopisch als Fibrosierung des Myokards 

sichtbar (Kawaguchi et al. 2011; Travers et al. 2016). Man unterteilt zwei Arten der myokar-

dialen Fibrosierung: Reaktive interstitielle Fibrose und reparative Fibrosierung nach Unter-

gang von Kardiomyozyten. Beide können entweder perivaskulär (um Blutgefäße herum)  

oder interstitiell (zwischen den Kardiomyozyten) auftreten (Anderson et al. 1979; Weber 

1989). Eine myokardiale Fibrosierung hat einen negativen Einfluss auf die Funktion des  

Myokards und kann zusätzlich Arrhythmien begünstigen (Espira und Czubryt 2009; Travers 

et al. 2016). Wichtige Mediatoren des Remodelings sind Transforming Growth Factor-β (TGF-

β) und Angiotensin II (AT-II) (Gray et al. 1998; Kai et al. 2006). TGF-β wird von vielen 

verschiedenen Zellen des Körpers wie Immunzellen, Fibroblasten oder Kardiomyozyten ge-

bildet (Dobaczewski et al. 2011; Leask und Abraham 2004; Lim und Zhu 2006). Als Boten-

stoff hat TGF-β unter anderem Einfluss auf die Hypertrophie und Fibrosierung des Myo-

kards sowie die Aktivität von Immunzellen (Dobaczewski et al. 2011), wobei es auf der einen 

Seite immunsuppressiv, auf der anderen Seite aber pro-fibrotisch wirkt (Wei 2011). In Maus-

modellen mit einer erhöhten Nachlast durch TAC-OP konnten erhöhte Spiegel von TGF-β 

im Serum bzw. eine verstärkte Expression der entsprechenden Tgfb-Gene im Myokard nach-

gewiesen werden (Koitabashi et al. 2011; Toischer et al. 2010).  

1.3.2 Veränderungen in den Kardiomyozyten 

Auch auf Ebene der Kardiomyozyten kommt es nach TAC-OP zu Veränderungen: Auf der 

einen Seite ist die Apoptoserate der Kardiomyozyten nach TAC-OP deutlich erhöht 

(Kallikourdis et al. 2017; Toischer et al. 2010), auf der anderen Seite kommt es zur Hyper-

trophie der verbleibenden Kardiomyozyten. Letztere beinhaltet unter anderem Veränderun-

gen im Calcium-Cycling (Laroumanie et al. 2014; Toischer et al. 2010), Veränderungen in der 

Myosin-Zusammensetzung des kontraktilen Apparates der Kardiomyozyten mit einem 

Wechsel der Myosin-Isoformen der schweren Kette von Isoform α (Myh6) zu Isoform β 
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(Myh7) (Laroumanie et al. 2014; Toischer et al. 2010) sowie eine Verstärkung der Sekretion 

der natriuretischen Peptide ANP und BNP (Kallikourdis et al. 2017; Laroumanie et al. 2014; 

Nevers et al. 2015; Toischer et al. 2010). Im Gegensatz zur TAC-OP konnte nach Shunt-OP 

mit Erhöhung der Vorlast kein Anstieg der BNP-Expression und kein Wechsel der Myosin-

Isoformen gefunden werden (Toischer et al. 2010). 

1.4 Beteiligung des Immunsystems 

Toischer et al. (2010) konnten nach TAC-OP im Gegensatz zur Shunt-OP Hinweise für eine 

Beteiligung des Immunsystems am Remodeling des Myokards finden. 

1.4.1 Aktivierung des Immunsystems nach TAC-OP 

Eine Erhöhung der Nachlast führt im Gegensatz zu einer Erhöhung der Vorlast zu entzünd-

lichen Prozessen mit Infiltration von Immunzellen in das Myokard (Epelman et al. 2015; 

Toischer et al. 2010). Toischer et al. (2010) konnten histologisch eine Infiltration von CD45 

(Cluster of Differentiation 45)-positiven Immunzellen in das Myokard nach TAC-OP nachwei-

sen. In einer vergleichenden Transkiptomanalyse fanden sich nach TAC-OP Hinweise auf 

eine erhöhte Aktivität von B-Zellen, T-Zellen und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) im 

Myokard (Toischer et al. 2010). Beides deutet auf eine Beteiligung des Immunsystems am 

Remodeling hin. Da nach Shunt-OP keine erhöhte Aktivität oder Infiltration von Immun-

zellen im Myokard nachweisbar war, sind die Immunzellen ein möglicher Einflussfaktor auf 

das unterschiedliche Remodeling nach TAC- und Shunt-OP (Toischer et al. 2010).  

1.4.2 Beteiligung des Immunsystems am Remodeling nach Myokardinfarkt 

Die Reaktion des Immunsystems auf einen Myokardinfarkt (MI) ist deutlich besser unter-

sucht als nach TAC-OP. Die Umbauprozesse im Myokard nach Myokardinfarkt werden in 

zwei Zeiträume unterteilt: Das frühe Remodeling in den ersten 72 Stunden und die Spätphase 

ab 72 Stunden nach Infarktereignis (MG Sutton und Sharpe 2000). Im Myokard vorhandene 

Immunzellen wie Makrophagen und dendritische Zellen werden durch die Freisetzung von 

Schaden-assoziierten molekularen Mustern (Damage-Associated Molecular Patterns – DAMPs) 

aus den untergehenden Kardiomyozyten aktiviert. Die Erkennung der DAMPs geschieht 

mittels Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors – PRRs), die eine wichtige 

Komponente des angeborenen Immunsystems darstellen (Epelman et al. 2015). Aktivierte 

PRRs bewirken in den Immunzellen die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie  

IL (Interleukin)-1β und IL-18 (Mezzaroma et al. 2011). Residente Mastzellen im Myokard 
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beginnen bei Ischämie zusätzlich weitere pro-inflammatorische Mediatoren wie Tumornek-

rosefaktor-α (TNF-α) und Histamin auszuschütten. Diese bewirken zusammen mit IL-6 aus 

den Kardiomyozyten, Komplementfaktor C5a und vielen anderen Botenstoffen aus residen-

ten Immunzellen im Myokard die Rekrutierung weiterer Immunzellen in das Myokard, was 

eine sterile Entzündung im Infarktareal auslöst (Epelman et al. 2015; Frangogiannis et al. 

1998; Ivey et al. 1995; Nevers et al. 2015; Salvador et al. 2016). Die Infiltration von Immun-

zellen wie Neutrophilen Granulozyten in das Myokard wird durch die Expression von spe-

ziellen Adhäsionsmolekülen wie ICAM1 und VCAM1 auf den Endothelzellen der myokar-

dialen Gefäße ermöglicht. Die Expression von Icam1- und Vcam1-mRNA (Messenger Ribonu-

cleic Acid) wird durch die Anwesenheit von pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNF-α, 

IL-1β und IL-6 deutlich gesteigert (Epelman et al. 2015; Nevers et al. 2015; Salvador et al. 

2016). All das führt durch Initiierung einer positiven Feedback-Schleife zu einer starken  

Infiltration weiterer Immunzellen in das Infarktareal (Montecucco et al. 2017). 

Die in der frühen Phase des Remodelings infiltrierenden Immunzellen sind vor allem 

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen, deren Aufgabe hauptsächlich die Beseitigung 

des abgestorbenen Gewebes und die Initiierung der Bildung von Granulationsgewebe durch 

Aktivierung von ortsständigen Fibroblasten ist (Epelman et al. 2015). Durch die Freisetzung 

von mitochondrialen Bestandteilen aus den untergehenden Kardiomyozyten werden die 

Neutrophilen Granulozyten über ihre Pattern Recognition Receptors wie beispielsweise TLR-9 

(Toll-Like Receptor-9) aktiviert (Epelman et al. 2015). Neutrophile Granulozyten sezernieren 

unter anderem Enzyme aus der Gruppe der Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sowie Myelo-

peroxidase (Rudolph et al. 2010). Beide haben Anteil am Remodeling des Myokards und der 

Aktivierung von Fibroblasten nach Myokardinfarkt (Obama et al. 2014). Die Myeloperoxi-

dase kann das Infarktareal durch die Bildung von toxischen Sauerstoffradikalen noch weiter 

vergrößern (XH Liu et al. 2013; W Zhao et al. 2009). Bis jetzt ist noch nicht abschließend 

geklärt, ob die Aktivierung der Neutrophilen Granulozyten am Ende nützlich oder schädlich 

für das Remodeling nach Myokardinfarkt ist (Epelman et al. 2015). 

Die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten im Blut wird neben GM-CSF (Granulocyte Macro-

phage Colony-Stimulating Factor) und G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) über IL-17A 

reguliert. IL-17A ist ein starker Stimulator der Bildung Neutrophiler Granulozyten im Kno-

chenmark und wird unter anderem von γδT-Zellen und Innate Lymphoid Cells (ILCs) Typ 3 

gebildet und sezerniert (JK Bando und Colonna 2016; Stark et al. 2005; CE Sutton et al. 

2012). Die Sekretion von IL-17A wird wiederum durch IL-23 stimuliert, das von Makropha-

gen im Myokard gebildet wird (Stark et al. 2005). Bedingt durch die kurze Lebensdauer der 
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Neutrophilen Granulozyten kommt es etwa drei bis sieben Tage nach Infarktereignis zu ei-

nem zunehmenden Untergang der Neutrophilen Granulozyten im Myokard (Montecucco et 

al. 2017). Dieses wird von Makrophagen im Myokard registriert, die daraufhin die Sekretion 

von IL-23 reduzieren. Ein Absinken des Spiegels von IL-23 durch die geringere Sekretion in 

Makrophagen führt zu einem Absinken des IL-17A-Spiegels im Blut und damit zu einer ge-

ringeren Neubildung von Neutrophilen Granulozyten im Knochenmark. Zusätzlich werden 

von Zellen im Infarktareal auch anti-entzündliche Zytokine wie IL-10 und TGF-β ausge-

schüttet (Epelman et al. 2015; Soehnlein et al. 2009; Stark et al. 2005). Letzteres hat neben 

einer immunsuppressiven Komponente auch eine stimulierende Wirkung auf Fibroblasten 

und fördert so die Bildung einer bindegewebigen Myokardnarbe (Dobaczewski und 

Frangogiannis 2009; Dobaczewski et al. 2011). Die immunsuppressiven Zytokine führen ins-

gesamt zu einer Dämpfung der akuten Immunreaktion (Epelman et al. 2015). 

1.4.2.1 Beteiligung des adaptiven Immunsystems am Remodeling nach MI 

Der Einfluss des adaptiven Immunsystems auf das Remodeling nach Myokardinfarkt ist nur 

unzureichend geklärt. Erste Hinweise auf einen Einfluss des adaptiven Immunsystems wur-

den in Experimenten mit B- und T-Zell-defizienten Rag1-/--Mäusen gefunden. Diese zeigten 

nach Myokardinfarkt ein kleineres Infarktareal als immunkompetente Wildtyp-Mäuse. Nach 

Transfer von CD4- aber nicht von CD8-positiven T-Zellen in die Rag1-/--Mäuse erreichte 

das Infarktareal nach MI wieder die Größe des Infarktareals der Wildtyp-Mäuse, was einen 

Einfluss der CD4-positiven T-Zellen auf die Größe des Infarktareals nahelegt (Hofmann et 

al. 2012; Hofmann und Frantz 2016; Yang et al. 2006). Der Einfluss der CD4-positiven  

T-Zellen auf das Remodeling nach MI scheint des Weiteren abhängig von Interferon  

(IFN)-γ zu sein, da der Transfer von T-Zellen aus IFN-γ-defizienten Mäusen nicht zu einer 

Größenzunahme des Infarktareals führte (Yang et al. 2006). Weitere Untersuchungen zeigten 

nach Myokardinfarkt eine Aktivierung von T-Zellen in mediastinalen Lymphknoten 

(Hofmann et al. 2012), sodass eine dortige Aktivierung der T-Zellen nach einem  

Myokardinfarkt naheliegt. Wenngleich Rag1-/--Mäuse nach MI ein kleineres Infarktareal ent-

wickelten, war das Überleben von CD4- und MHC (Major Histocompatibility Complex)-II-defi-

zienten Mäusen ohne CD4-positive T-Zellen nach MI aufgrund einer höheren Rate an Myo-

kardrupturen schlechter als das Überleben von Wildtyp-Mäusen (Hofmann et al. 2012). Der 

Grund dafür scheint ein gestörtes Remodeling mit einer gestörten Narbenbildung und einer 

daraus resultierenden Instabilität der Ventrikelwand zu sein (Hofmann et al. 2012). Auch das 

Fehlen CD11c-positiver antigenpräsentierender Zellen (APCs), die CD4-positive T-Zellen 

aktivieren können, hatte negative Auswirkungen auf das Remodeling nach MI (Anzai et al. 
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2012). Das Fehlen CD11c-positiver APCs führte eine Woche nach MI zu einer schlechteren 

Pumpfunktion, dünneren Ventrikelwand und stärkeren Fibrosierung des umgebenden Myo-

kards (Anzai et al. 2012), was für die Notwendigkeit einer Aktivierung CD4-positiver  

T-Zellen durch APCs für ein adäquates Remodeling spricht. CD4-positive T-Zellen können 

Makrophagen zu einem M2-Phänotyp polarisieren, der unter anderem zur Sekretion von  

IL-13 und TGF-β führt. IL-13 und TGF-β sind wichtige Mediatoren für das Remodeling 

nach MI und nehmen so Einfluss auf die Stabilität der Ventrikelwand (Hofmann et al. 2012; 

Hofmann und Frantz 2016). Auch B-Zellen können einen Einfluss auf das Remodeling nach 

Myokardinfarkt haben, indem sie die Einwanderung von Monozyten in das geschädigte  

Myokard regulieren (Zouggari et al. 2013).  

Für das Remodeling in der Spätphase nach Myokardinfarkt und die Progression zur Herzin-

suffizienz wird eine Beteiligung des Immunsystems im Rahmen einer persistierenden  

Entzündung angenommen (Dobaczewski und Frangogiannis 2009). Die Mechanismen und 

hierbei die beteiligten Zellen sind aber aktuell unklar (Hofmann und Frantz 2016). 

1.4.3 Antikörper gegen kardiale Antigene  

In verschiedenen Herzinsuffizienz-Tiermodellen ist die Bildung von Antikörpern vom  

Immunglobulin G-Typ (IgG-Typ) gegen spezifische kardiale Antigene wie den β-Adrenore-

zeptor, den M2-Acetlycholinrezeptor oder die schwere Kette des Myosins (Myosin Heavy 

Chain – MyHC) beschrieben worden (HR Liu et al. 2002; Lv et al. 2011; Magnusson et al. 

1994; Nagatomo et al. 2017). Auch bei Menschen mit dilatativer oder ischämischer Kardio-

myopathie ließen sich myokardspezifische Antikörper gegen den β-Adrenorezeptor oder den 

M2-Acetlycholinrezeptor nachweisen, für die sowohl bei Ratten als auch beim Menschen 

negative funktionelle Effekte gezeigt werden konnten (Jahns et al. 2004; Jahns et al. 2008; 

Magnusson et al. 1994; Nikolaev et al. 2007). In mehreren klinischen Studien konnte eine 

Entfernung der im Blut zirkulierenden Immunglobuline (v.a. der IgG-Fraktion) mittels  

Immunadsorption bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie eine Verbesserung der 

echokardiografischen Ventrikelfunktion bewirken (Dandel et al. 2015; Herda et al. 2010; 

Ohlow et al. 2017; Reinthaler et al. 2015), sodass ein Zusammenhang zwischen der 

Pumpfunktion des Herzens und dem Vorhandensein myokardspezifischer Antikörper anzu-

nehmen ist. Der Nachweis von Antikörpern vom IgG-Typ beweist das Vorhandensein au-

toreaktiver myokardspezifischer CD4-positiver T-Zellen, die den Klassenwechsel vom IgM- 

zum IgG-Typ induzieren. Ohne CD4-positive T-Zellen ist ein Klassenwechsel der Antikör-

per zum IgG-Typ nicht möglich (Finkelman et al. 1990; Parker 1993; Snapper und Mond 

1993). 
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1.4.4 Zytokine 

In mehreren Studien wurde sowohl im Tiermodell nach TAC-OP als auch bei Patienten mit 

Herzinsuffizienz eine Erhöhung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und  

TNF-α als Zeichen für eine Aktivierung des Immunsystems nachgewiesen (Deswal et al. 

2001; Heymans et al. 2009; Kallikourdis et al. 2017; Mann 2003; Nevers et al. 2015; 

Rauchhaus et al. 2000). Beim Menschen korreliert die Höhe des TNF-α-Spiegels im Blut mit 

der Schwere der Herzinsuffizienz (Levine et al. 1990). In Tierversuchen ließ sich durch Gabe 

eines TNF-α-Antagonisten eine Besserung der Herzfunktion erzielen (Bozkurt et al. 1998). 

Klinische Studien mit den TNF-α-Antagonisten Etanercept und Infliximab konnten aber 

keinen positiven Effekt auf das Überleben der Herzinsuffizienz-Patienten zeigen. Vielmehr 

war teilweise sogar eine höhere Sterblichkeit bei mit TNF-α-Antagonisten behandelten Pati-

enten als in den Vergleichsgruppen zu beobachten. Die Studien mussten daraufhin abgebro-

chen werden (Gullestad und Aukrust 2005; Mann 2002; Mann et al. 2004). Ein möglicher 

Erklärungsansatz für die Verschlechterung des Überlebens nach Therapie mit TNF-α-Anta-

gonisten ist, dass dies zu Verschiebungen im Zytokinsystem mit weiteren negativen Effekten 

geführt hat (Kallikourdis et al. 2017; Lai et al. 2012).  

1.5 Therapie der Herzinsuffizienz  

Vor allem bei der chronischen Herzinsuffizienz ist keine kausale Therapie bekannt. Man 

versucht, durch die Behandlung von Risikofaktoren eine Progression der Herzinsuffizienz 

aufzuhalten oder zu verlangsamen (Ponikowski et al. 2016). Unter anderem soll durch eine 

medikamentöse Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) ein patholo-

gisches Remodeling des Myokards verhindert werden (Khattar 2003). Auch bei leitlinien-

gerechter Therapie bleiben Morbidität und Mortalität der Herzinsuffizienz hoch. Trotz vieler 

Fortschritte in der Grundlagenforschung, sind die meisten der molekularen Mechanismen, 

die zur Herzinsuffizienz führen, noch immer unklar.  

Ein Resultat dieser Grundlagenforschung ist der Wirkstoff Sacubitril, der in fester Kombi-

nation mit Valsartan von Novartis Anfang 2016 in Deutschland unter dem Handelsnamen 

Entresto in den Handel gebracht wurde. Sacubitril hemmt das Enzym Neprilysin, das im 

Blut die natriuretischen Peptide ANP und BNP spaltet. Die nach Hemmung von Neprilysin 

erhöhten Serum-Spiegel von ANP und BNP im Blut wirken natriuretisch, diuretisch und 

vasodilatativ, was zu einer eine Entlastung des Herzens führt (Rodgers 2017). In der PARA-

DIGM-HF-Studie konnte eine Therapie mit Entresto bei Herzinsuffizienz-Patienten mit  

einer reduzierten Pumpfunktion (HFrEF) das Risikos für kardiovaskuläre Todesfälle und 
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Herzinsuffizienz-bedingte Krankenhausaufenthalte signifikant von 26,5 % unter Standard-

therapie mit Enalapril auf 21,8 % reduzieren (McMurray et al. 2014). 

Für die HFpEF gibt es aktuell keine nachweisbar wirksame medikamentöse Therapie. Daher 

werden zusätzlich invasive Therapien beispielsweise durch Einbringung eines interatrialen 

Shunts erprobt (Andersen und Borlaug 2014; Hasenfuss et al. 2016). Auch der Pathomecha-

nismus der Entwicklung einer HFpEF ist deutlich schlechter verstanden als der einer HFrEF 

(Andersen und Borlaug 2014; Rossignol und Zannad 2016). Trotz aktueller Fortschritte in 

der Therapie der Herzinsuffizienz werden neue und effektive Therapieansätze vor allem für 

die HFpEF weiterhin dringend benötigt. 

1.6 Zielsetzung 

Nachdem von Toischer et al. (2010) Hinweise auf eine Aktivierung des Immunsystems (ins-

besondere der B-, T- und NK-Zellen) in Reaktion auf eine erhöhte kardiale Nachlast nach 

TAC-OP gefunden wurden, sollte in dieser Arbeit der Beitrag des lymphatischen Systems 

zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach TAC-OP gezielt untersucht werden. Zu diesem 

Zweck wurde in Wildtyp-Mäusen vor allem die Infiltration von Lymphozyten in das Myo-

kard untersucht. Die Entwicklung der Hypertrophie und Fibrose sowie nachfolgend der 

Herzinsuffizienz in den Wildtyp-Mäusen wurde verglichen mit der in immundefizienten 

Mäusen. Eingesetzt wurden zum einen Mäuse, die keine B- und T-Zellen besaßen und zum 

anderen Mäuse, denen zusätzlich auch die Lymphozyten des angeborenen Immunsystems 

(NK-Zellen und ILCs) fehlten. Damit sollte ein möglicher Beitrag der Lymphozyten des 

angeborenen und des adaptiven Immunsystems an der Entwicklung der Herzinsuffizienz 

von der Hypertrophie zur funktionellen Herzinsuffizienz aufgeklärt werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

Sofern nicht anders angegeben, haben die Hersteller ihren Sitz in der Bundesrepublik 

Deutschland. 

2.1.1 Geräte und Software 

Tabelle 1: Geräte und Software 

Beschreibung Name Hersteller 

37 °C Wärmeschrank  kelvitron t 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 

Ausgießstation  EG 1160 
Leica Biosystems  
Nussloch GmbH 

Auswertungssoftware für  
Echokardiografie 

Vevo 2100, 
Version 1.4 

VisualSonics Totonto,  
Kanada 

Auswertungssoftware für  
histologische Präparate 

cellSens  
Dimensions 1.6 

Olympus Corporation 

Autoklav FVS 3 Fedegari GmbH 

Echokardiografie-Gerät Vevo 2100 
VisualSonics, Toronto, 
Canada 

Gefrierschränke 
HERA freeze -80 °C 
Liebherr Comfort  
-20 °C 

Heraeus 
Liebherr GmbH 

Gewebeinfiltrationsautomat  TP 1020 
Leica Biosystems  
Nussloch GmbH 

Literaturverwaltungsprogramm Endnote X8 Thomson Reuters, USA 

Magnetrührer RH basic 2 IKA 

Mikroschüttler MS1 Minishaker IKA 

Mikrowelle HF12M 900W Siemens AG 

Multiplex-Analysegeräte 
Magpix,  
Luminex 200 

Luminex, USA 

Multiplex-Analysesoftware für  
Luminex 200 

xPonent 3.1 Luminex, USA 

Multiplex-Analysesoftware für 
Magpix 

xPonent 4.2 Luminex, USA 

Objektträgerkasten Rotilabo 
Carl Roth GmbH + Co. 
KG 

Office-Programme 

Word, Excel, Power-
Point 2011, 2013 und 
365 in aktueller Ver-
sion 

Microsoft Corp., USA 

Paraffin-Streckbad 25900 
Medax GmbH + Co. 
KG 

pH-Meter inoLab pH Level 1 WTW 

Pipetten 2 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl Research Eppendorf AG 

Präparate-Scansystem .slide Olympus Corporation 
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Rotationsmikrotom (Gefrierschnitte) CM3050 S 
Leica Biosystems  
Nussloch GmbH 

Rotationsmikrotom (Paraffin) RM2255 
Leica Biosystems  
Nussloch GmbH 

Statistik-Software SPSS Statistics 24 IBM, New York, USA 

Stickstofftank Nalgene 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 

Filteranlage für  
demineralisiertes Wasser  

arium pro Sartorius AG 

Waage  BP 61 Sartorius AG 

Zentrifuge  Centrifuge 5417R Eppendorf AG 

2.1.2 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial 

Beschreibung Name Hersteller 

Deckgläser 24 x 50 mm  Carl Roth GmbH + Co. KG 

Einbettschalen Tissue-Tek Cryomold 
Sakura Finetek USA, Inc., 
Torrance, USA 

Einmalskalpelle 
Einmalskalpelle mit 
Klingen No 10 

Feather safety razor co., 
LTD, Osaka, Japan 

Falcon-Röhrchen aus Polypro-
pylen mit Schraubdeckel 15 ml 
und 50 ml 

Falcon-Röhrchen Greiner bio-one GmbH 

Infusionsbestecke Intrafix B. Braun Melsungen AG 

Kryo-Röhrchen Kryo-Röhrchen Greiner bio-one GmbH 

Mikrotomklingen  
Feather Microtom 
blade A35 und S35 

Feather safety razor co., 
LTD, Osaka, Japan 

Injektionsnadeln  Sterican 22G x 1 ¼’’ B. Braun Melsungen AG 

Objektträger  Superfrost® Carl Roth GmbH + Co. KG 

Petrischalen Cellstar Greiner bio-one GmbH 

Pipettenspitzen  
10 µl, 200 µl, 1000 µl 

Ultratip Greiner bio-one GmbH 

Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml  Greiner bio-one GmbH 

Skalpellklingen Skalpellklingen No 10 
Feather safety razor co., 
LTD, Osaka, Japan 

Spritzen 1 ml Injekt-F B. Braun Melsungen AG 

Spritzen 5 ml  BD Biosciences 

Sterile Pipetten  
(1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Cellstar Pipetten Greiner bio-one GmbH 

2.1.3 Reagenzien 

Tabelle 3: Reagenzien 

Artikel Firma 

2-Propanol (Isopropanol) Carl Roth GmbH + Co. KG 

3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
(DAB) 

Carl Roth GmbH + Co. KG 

Aceton Carl Roth GmbH + Co. KG 

Bovines Serum-Albumin (BSA) Biomol Feinchemikalien GmbH 

Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) Carl Roth GmbH + Co. KG 
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Direkt-Rot 80 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Eosin G (C.I. 45380) für die Mikroskopie Carl Roth GmbH + Co. KG 

Essigsäure 100 % Carl Roth GmbH + Co. KG 

Ethanol, vergällt Carl Roth GmbH + Co. KG 

Formaldehyd 37 % Carl Roth GmbH + Co. KG 

H2O2 30 % Carl Roth GmbH + Co. KG 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth GmbH + Co. KG 

HRP (Horseradish Peroxidase)  
Streptavidin 

BioLegend, San Diego, USA 

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaG 

Kaliumpermanganat Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumhypochloridlösung 12 % Carl Roth GmbH + Co. KG 

Paraffin Carl Roth GmbH + Co. KG 

Pikrinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Pikrinsäure, wässrig gesättigt Morphisto 

Roti-Histokitt II  
Einschlussmittel für die Histologie 

Carl Roth GmbH + Co. KG 

Salzsäure 37 % Merck KGaG 

Stickstoff (flüssig) Linde AG & Air Liquide, Paris, Frankreich 

Tissue-Tek Einbettmedium Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, USA 

Xylol (Isomere) > 98 %, rein,  
für die Histologie 

Carl Roth GmbH + Co. KG 

Zitronensäure Carl Roth GmbH + Co. KG 

2.1.4 Antikörper für Immunhistochemie 

Tabelle 4: Primärantikörper für Immunhistochemie 

Antigen Spezies Klon Präparat Isotyp Hersteller 

Anti-Human 
CD3 (MCA1477) 

Ratte CD3-12 Paraffin IgG1 
AbD Serotec, Oxford, 

Großbritannien 

CD4 Ratte 4SM95 Paraffin IgG1 
eBioscience, Waltham, 

USA 

CD45 Ratte 30-F11 Kryo IgG2b 
BioLegend, San Diego, 

USA 

CD45R/B220 Ratte RA3-6B2 Paraffin IgG2a 
BioLegend, San Diego, 

USA 

CD8 Ratte 4SM15 Paraffin IgG2a 
eBioscience, Waltham, 

USA 

F4/80 Ratte CI:A3-1 Paraffin IgG2b 
BioLegend, San Diego, 

USA 

Ly-6G/Ly-6C 
(Gr-1) 

Ratte RB6-8C5 Kryo IgG2b 
BioLegend, San Diego, 

USA 

  



2 Material und Methoden 15 

2.1.5 Sekundärantikörper für Immunhistochemie 

Tabelle 5: Sekundärantikörper für Immunhistochemie 

Antikörper Spezies Klon Hersteller 

Biotin Goat  
anti-rat IgG 

Ziege 
Poly 
4054 

BioLegend, San Diego, USA 

2.1.6 Isotypkontrollen für Immunhistochemie 

Tabelle 6: Isotypkontrollen für Immunhistochemie 

Isotyp Spezies Klon Hersteller 

IgG1, κ isotype Ratte 
RTK 
2071 

BioLegend, San Diego, USA 

IgG2a, κ isotype Ratte 
RTK 
2758 

BioLegend, San Diego, USA 

IgG2b, κ isotype Ratte 
RTK 
4530 

BioLegend, San Diego, USA 

2.1.7 Angesetzte Lösungen 

Tabelle 7: Angesetzte Lösungen 

Lösung Reagenz 

BSA 1 % 
10 ml 4 % BSA 
30 ml PBS 

BSA 4 % 
1,6 g BSA 
Auffüllen auf 40 ml mit PBS 

Citrat-Puffer 
9 ml Zitronensäure, 0,1 molar 
41 ml Natriumcitrat, 0,1 molar 
500 ml demineralisiertes Wasser 

DAB 
10 µg Diaminobenzidin (DAB) 
10 µl H2O2 
10 ml PBS 

Eosin 1 % 
250 ml demineralisiertes Wasser 
2,5 g Eosin G 

Essigsäure 0,5 % 
2,5 ml konzentrierte Essigsäure 
497,5 ml demineralisiertes Wasser 

Formaldehyd 3,7 % 
4 ml Formaldehyd (37 %) 
36 ml PBS 

H2O2 für Gefrierschnitte 0,3 % 
198 ml Methanol 
2 ml H2O2 

H2O2 für Paraffinschnitte 3 % 
180 ml PBS 
20 ml H2O2 

Kaliumpermanganat 1 % 
1 g Kaliumpermanganat 
100 ml demineralisiertes Wasser 

Natriumcitrat 0,1 molar 
29,41 g Natriumcitrat  
1000 ml demineralisiertes Wasser 

Natronlauge 2 molar 
80 g Natriumhydroxid 
1000 ml demineralisiertes Wasser 

Objektträgerreinigung 
175 ml Ethanol (98 %) 
25 ml Salzsäure, konzentriert 
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PBS 
100 ml PBS 10-fach 
900 ml demineralisiertes Wasser 

PBS 10-fach, pH=7,2 

400 g Natriumchlorid 
10 g Kaliumchlorid 
71 g Dinatriumhydrogenphosphat 
12 g Kaliumdihydrogenphosphat 
5000 ml demineralisiertes Wasser 

Pikro-Siriusrot 

500 ml gesättigte Pirkinsäurelösung 
0,5 g Direktrot 80 
Natronlauge, 2 molar zur Einstellung auf pH=2 
Pikrinsäure wenige Kristalle zur Übersättigung 

Zitronensäure 0,1 molar 
21,014 g Zitronensäure  
1000 ml demineralisiertes Wasser 

2.1.8 Eingesetzte Medikamente 

Tabelle 8: Eingesetzte Medikamente 

Wirkstoff Handelsname Hersteller Bezugsquelle 

Atipamezol Antisedan Hikma Klinikapotheke der UMG 

Buprenorphin Temgesic Indivior Klinikapotheke der UMG 

Fentanyl 
Fentanyl  

Rotexmedica 
Rotexmedica Klinikapotheke der UMG 

Flumazenil Anexate Cheplapharm Klinikapotheke der UMG 

Isofluran FORENE® 100 % 
Abbott GmbH 

& Co. KG 
Klinikapotheke der UMG 

Natriumchlorid 
Isotone  

Kochsalzlösung 0,9 % 
B. Braun  

Melsungen AG 
Klinikapotheke der UMG 

Medetomidin Dorbene vet 
Dr. E. Graeub 

AG 
Klinikapotheke der UMG 

Midazolam 
Midazolam  
Ratiopharm 

Ratiopharm Klinikapotheke der UMG 

Metamizol 
Novaminsulfon 

500 mg/ml 
Ratiopharm Klinikapotheke der UMG 

2.1.9 Multiplex-Kits 

Tabelle 9: Eingesetzte Multiplex-Kits 

Kit-Name Kit-LOT Hersteller 

Milliplex MAP Mouse  
Cytokine/Chemokine 

2373300 
EMD Millipore  

Corporation, Billerica, USA 

Milliplex MAP Mouse Th17 2373288, 2542108 
EMD Millipore  

Corporation, Billerica, USA 

Milliplex MAP TGF- 1,2,3 2373301 
EMD Millipore  

Corporation, Billerica, USA 

Magpix Performance  
Verification Kit 

 
EMD Millipore  

Corporation, Billerica, USA 

Magpix Calibration Kit  
EMD Millipore  

Corporation, Billerica, USA 
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2.2 Mausmodell 

Die vorgenommenen Tierversuche wurden vom Niedersächsischen Landesamt für Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) unter dem Aktenzeichen 33.9-42562-04-

12/0677 genehmigt und nach den geltenden Tierschutzverordnungen von entsprechend aus-

gebildeten Personen durchgeführt. Um den Einfluss des adaptiven Immunsystems auf die 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz durch Erhöhung der Nachlast zu untersuchen, wurden 

immundefiziente Mäuse mit den korrespondierenden Wildtyp-Mäusen verglichen. Als  

Modell für die Erhöhung der Nachlast diente die sogenannte TAC-OP. Neben der TAC-OP 

wurden Scheinoperationen (Sham-OPs) zum Vergleich durchgeführt, um den OP-Stress zu 

simulieren. 

Vor der OP wurde bei allen Tieren eine Echokardiografie durchgeführt. Zusätzlich zu einem 

individuellen Lochcode im Ohr erhielten die Mäuse zur Identifikation einen Radio-Frequency 

Identification-Chip (RFID-Chip) unter die Haut implantiert. Bei allen Tieren wurde präopera-

tiv etwa 100 µl Blut durch retrobulbäre Blutentnahme abgenommen, aus dem das Serum 

gewonnen und eingefroren wurde (Kapitel 2.2.7). Einige Tiere wurden jeweils 1-3 Tage, eine, 

vier und zehn Wochen nach OP getötet und präpariert. Nach einer, vier und acht Wochen 

wurden erneut planmäßig eine Echokardiografie und eine retrobulbäre Blutentnahme durch-

geführt, sofern das Tier zu diesem Zeitpunkt noch lebte. 

2.2.1 Abbruchkriterien 

Als Abbruchkriterien wurden ein Gewichtsverlust von mehr als 20 % des Körpergewichts in 

48 Stunden, klinische Zeichen einer kardialen Dekompensation sowie therapierefraktäre 

Schmerzen nach OP festgelegt und die Tiere bei Zutreffen eines dieser Kriterien getötet. 

2.2.2 Versuchstiere 

Für die Versuche wurden zwei immundefiziente Mausstämme und der korrespondierende 

Wildtyp-Stamm eingesetzt (Tabelle 10). Die Versuchstiere wurden während der Versuche 

unter keimarmen Bedingungen in individuell belüfteten Käfigen (IVCs) in der Zentralen 

Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitätsmedizin Göttingen (UMG) gehal-

ten. Der hell-dunkel-Zyklus betrug 12 Stunden. Aufgrund der in der Literatur berichteten 

höheren Sterblichkeit männlicher Tiere nach TAC-OP (Toischer et al. 2010) wurden bei B6J- 

und RAGC-Mäusen ausschließlich weibliche Tiere im Alter von 8-12 Wochen eingesetzt. 

Zur Erlangung einer ausreichenden Fallzahl war es bei den RAGN-Mäusen notwendig,  

davon abweichend auch Männchen einzusetzen. Alle Tiere wurden zur Stressreduktion zwei 
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Wochen vor Beginn der Versuche an ihre neue Umgebung gewöhnt. Die Tiere wurden täg-

lich klinisch kontrolliert und alle zwei Tage gewogen. 

Tabelle 10: Eingesetzte Tierstämme 

Bezeichnung Name Tierart Beschreibung Bezugsquelle 

C57BL/6J B6J Maus 
Immunkompetente 

Wildtyp-Mäuse 
Charles River, 

Wilmington, USA 

Rag2-/- γc-/- RAGC Maus 
Immundefiziente Mäuse 
ohne B-Zellen, T-Zellen, 

NK-Zellen und ILCs 
Taconic, USA 

Rag2-/- RAGN Maus 
Immundefiziente Mäuse 

ohne B-und T-Zellen 
Taconic, USA 

2.2.3 TAC- und Sham-Operation 

Zur Induktion der Herzinsuffizienz wurde eine TAC-OP durchgeführt, bei der durch eine 

Ligatur der Aorta transversalis eine Erhöhung der Nachlast erzeugt wird (Hu et al. 2003; 

Toischer et al. 2010). Durchgeführt wurden die Operationen von Mitarbeitern des Service-

projekts des Sonderforschungsbereiches (SFB) 1002 der UMG.  

Die Operationen wurden in Injektionsnarkose mit Medetomidin (0,5 mg/kg), Midazolam  

(5 mg/kg) und Fentanyl (0,05 mg/kg) vorgenommen. Dazu erfolgte oberhalb des Jugulums 

eine horizontale Inzision mit anschließender Darstellung des Aortenbogens. Nach Einlage 

eines Platzhalters mit der Dicke von 26 Gauge (26G) wurde die Aorta transversalis mit einem 

5-0 Faden umschlungen und der Faden doppelt verknotet. Der Platzhalter wurde anschlie-

ßend entfernt. Somit wurde eine einheitliche etwa 50 %ige Verengung der Aorta erzeugt. 

Nach der Hautnaht wurden der Maus zur Antagonisierung der Narkose Atipamezol  

(2,5 mg/kg) und Flumazenil (0,5 mg/kg) sowie Buprenorphin (0,1 mg/kg) zur postoperati-

ven Analgesie intraperitoneal injiziert und die Maus zum Aufwachen in einen 37 °C warmen  

Käfig gelegt. Bei der Sham-Operation wurde genauso verfahren, lediglich auf die Verengung 

der Aorta mittels Knoten wurde verzichtet. 

Zur Vermeidung und Behandlung von Schmerzen bekamen die Tiere eine präventive  

Analgesie mit Metamizol (1,33 mg/ml) von zwei Tagen vor bis eine Woche nach Operation 

über das Trinkwasser. Bei Anzeichen von starken postoperativen Schmerzen wurde den Tie-

ren zusätzlich subkutan Buprenorphin injiziert. Bei nicht kontrollierbaren starken postope-

rativen Schmerzen wurde das Tier aufgrund des Erreichens eines Abbruchkriteriums unver-

züglich getötet. 
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2.2.4 Echokardiografie 

Die echokardiografischen Untersuchungen wurden ebenfalls von Mitarbeitern des Service-

projekts des Sonderforschungsbereiches 1002 in Inhalationsnarkose mit Isofluran an spezi-

ellen Echokardiografiegeräten (Vevo 2100, Visualsonics, Toronto, Kanada) mit einem  

30 MHz-Schallkopf durchgeführt. Die Einleitung der Narkose erfolgte analog zu Toischer 

et al. (2010) mit 3 % Isofluran in der Atemluft und wurde EKG (Elektrokardiogramm)-

kontrolliert mit etwa 1,5 % Isofluran in der Atemluft aufrechterhalten. Zuerst wurde die 

Maus gewogen, dann wurden die Schallfenster mit Enthaarungsschaum enthaart, mit Ultra-

schallgel bedeckt und der Schallkopf aufgesetzt. Aufgenommen wurden im B-Mode je eine 

lange und eine kurze Achse sowie eine kurze Achse im M-Mode (Abbildung 2). Während 

der Untersuchung wurde über eine EKG-Ableitung Herzfrequenz und Atemfrequenz des 

Tieres bestimmt sowie rektal die Körpertemperatur gemessen. Zum Aufwachen wurde die 

Maus in einen 37 °C warmen Käfig gelegt und bis zur vollständigen Erholung klinisch über-

wacht.  

Nach der Operation wurde von jeder Maus innerhalb von drei Tagen nach OP die Stärke 

der Stenose durch Doppler-Messung quantifiziert. Auch dafür wurde die Maus wie oben 

geschrieben mit Isofluran narkotisiert, das Schallfenster enthaart und der Schallkopf aufge-

setzt. Der Aortenbogen mit der Stenose wurde aufgesucht und mittels Doppler die Flussge-

schwindigkeit über der Stenose gemessen. Jede Messung wurde insgesamt drei Mal durchge-

führt und die Einzelergebnisse arithmetisch gemittelt. Aus der Flussgeschwindigkeit wurde 

anschließend nach dem Gesetz von Bernoulli der Gradient über der Stenose berechnet  

(Gradient = Flussgeschwindigkeit2 x 4). 
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Abbildung 2 Echokardiografie einer Maus: (A) B-Mode in der kurzen Achse und (B) langen Achse sowie 
(C) Aufnahme im M-Mode. 

2.2.5 Auswertung Echokardiografie 

Die Auswertung der Echokardiografien erfolgte teilweise durch Mitarbeiter des Servicepro-

jekts des Sonderforschungsbereichs 1002 nach einem festgelegten Schema. Mit der Vevo 

2100-Auswertungssoftware wurden die in Tabelle 11 genannten Parameter bestimmt. Aus 

diesen ermittelten Parametern wurden dann weitere Parameter errechnet (Tabelle 12). 

Tabelle 11: Gemessene Auswertungsparameter in der Echokardiografie 

Abkürzung Bedeutung 

Ls Länge der Herzachse in der Systole von Aortenklappe bis Herzspitze 

Ld Länge der Herzachse in der Diastole von Aortenklappe bis Herzspitze 

AWThs Dicke der Vorderwand in der Systole 

AWThd Dicke der Vorderwand in der Diastole 

LVIDs Durchmesser des linken Ventrikels in der Systole  

LVIDd Durchmesser des linken Ventrikels in der Diastole 

PWThs Dicke der Hinterwand in der Systole 

PWThd Dicke der Hinterwand in der Diastole 

Areas Endokardfläche in der Systole (Innenfläche des Ventrikels) 

Aread Endokardfläche in der Diastole (Innenfläche des Ventrikels) 

Epis Epikardfläche in der Systole 

HR 
Herzfrequenz (ermittelt aus EKG-Ableitung des Schalltisches  
oder manuell aus dem M-Mode-Bild) 

RR 
Atemfrequenz (ermittelt aus EKG-Ableitung des Schalltisches  
oder manuell aus dem M-Mode-Bild) 

BT Körpertemperatur 

BW Körpergewicht der Maus 
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Tabelle 12: Errechnete Parameter in der Echokardiografie 

Flächenverkürzungsfraktion des linken Ventrikels [%]: 

FAS = (Aread – Areas) / Aread x 100 

Verkürzungsfraktion des linken Ventrikels (Fractional Shortening) [%]: 

FS = (LVIDd – LVIDs) / LVIDd x 100 

Verdichtungsfraktion der Vorderwand [%]:  
AWThF = (AWThs – AWThd) / AWThs x 100 

Verdichtungsfraktion der Hinterwand [%]:  
PWThF = (PWThs – PWThd) / PWThs x 100 

Volumen in der Systole [µl]: Vols = (5/6) x (Areas x Ls) 

Volumen in der Diastole [µl]: Vold = (5/6) x (Aread x Ld) 

Ejektionsfraktion [%]: EF = (Vold – Vols) / Vold x 100 

Schlagvolumen [µl]: SV = Vold – Vols 

Herzauswurf [ml/min]: CO = SV x HR 

Herzindex [ml/min/g]: CI = CO / BW 

Gewicht des linken Ventrikels [mg]: 

LVW = 1,05 x (5/6) x ((Epis x (Ls + ((AWThs + PWThs)/2))) – (Areas x Ls)) 

Hypertrophieindex aus Gewicht des linken Ventrikels und Körpergewicht (mg/g): 

LVW/BW = LVW/BW 

2.2.6 Präparation der Tiere 

Die Tiere wurden sofort bei Erreichen eines Abbruchkriteriums, spätestens jedoch zum vor-

her geplanten Zeitpunkt getötet und präpariert. Vor der Präparation wurde das Tier gewo-

gen. Nach einer Narkose mit Isofluran (etwa 3 % in der Atemluft) wurde mit einer  

1 ml-Spritze mit 21G-Nadel das Herz punktiert und so viel Blut wie möglich gewonnen. 

Anschließend wurde das Blut zum Gerinnen in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben. Das noch 

narkotisierte Tier wurde mittels Genickbruch getötet, die Haut der Ventralseite der Maus mit 

70 %igem Ethanol desinfiziert und durch einen medianen Längsschnitt eröffnet. Anschlie-

ßend wurde die Haut abpräpariert und das Abdomen unterhalb des Rippenbogens eröffnet. 

Das Zwerchfell wurde vom Rippenbogen getrennt, der Thorax vom Abdomen her durch 

zwei Schnitte in Richtung der Schultern eröffnet und mit einer Klemme das knöcherne  

Thoraxskelett in Richtung des Kopfes geklappt. 

Das Herz wurde mitsamt dem Gefäßstamm entnommen und in 4 °C kaltem PBS (Phosphate 

Buffered Saline)-Puffer gereinigt. Die Aorta des Gefäßstammes wurde unter einem Binokular 

auf eine stumpfe Kanüle aufgefädelt und der linke Ventrikel sowie die Koronararterien mit 

4 °C kalter isotoner Kochsalzlösung aus einem Infusionssystem gespült. Anschließend wur-

den die Vorhöfe abpräpariert, in ein Kryoröhrchen gegeben und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Das Herz wurde ohne Vorhöfe erneut gewogen und mit einem Einmalskal-

pell in drei Scheiben geschnitten. Jede Myokardscheibe wurde in ein eigenes Kryoröhrchen 

gegeben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde 
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das Gewebe bei -80 °C gelagert. Die Myokardscheibe an der Herzspitze wurde für RNA-

Analysen verwendet, die mittlere Myokardscheibe für histologische Färbungen an Paraffin-

schnitten. Die dritte an der Herzbasis gelegene Myokardscheibe wurde für die Gefrier-

schnitte verwendet. 

2.2.7 Serumgewinnung 

Das entnommene Blut wurde eine Stunde bei Raumtemperatur und dann eine Stunde bei  

4 °C bis zur vollständig abgelaufenen Gerinnung gelagert. Anschließend wurde das Serum 

bei 14.000 Umdrehungen pro Minute für 10 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert und der Serum-

Überstand in ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt, 

das Serum dann eingefroren und bei -20 °C gelagert. 

2.3 Histologie 

Zur Bestimmung der Fibrose und Charakterisierung der infiltrierenden Immunzellen wurden 

verschiedene konventionelle und immunhistochemische Färbungen an Paraffin- und Ge-

frierschnitten durchgeführt. 

2.3.1 Herstellung der Paraffinschnitte 

Zur Herstellung der Paraffinblöcke wurde das bei -80 °C gelagerte Myokardgewebe in einer 

3,7 %igen Formaldehydlösung über Nacht bei 4 °C fixiert. Am nächsten Morgen wurden die 

Gewebeproben mit demineralisiertem Wasser gespült und durch einen Gewebeinfiltrations-

automaten in Paraffin überführt: Zuerst wurden die Gewebeproben mittels aufsteigender 

Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 2 x 96 %, 2 x 100 % Ethanol-Lösungen) für jeweils  

75 Minuten entwässert. Das Ethanol wurde dann gegen Xylol (2 x 75 Minuten) und anschlie-

ßend das Xylol gegen 56-58 °C warmes flüssiges Paraffin ausgetauscht. Die in Paraffin über-

führen Gewebe wurden dann an einer Ausgießstation ausgegossen und die Paraffinblöcke 

erkalten gelassen. Bis zum Schneiden wurden die Paraffinblöcke bei Raumtemperatur  

gelagert. 

Vor Herstellung der Paraffinschnitte wurden die Paraffinblöcke auf –20 °C heruntergekühlt 

und an einem Rotationsmikrotom 5 µm dicke Schnitte hergestellt. Mittels eines Objektträgers 

wurden die Schnitte von der Abschwimmwanne des Mikrotoms in ein 40 °C warmes  

Wasserbad zum Strecken überführt und dann auf Objektträger aufgebracht. Die Schnitte 

trockneten über Nacht bei 37 °C im Wärmeschrank und wurden bis zur Färbung bei Raum-

temperatur gelagert. 
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2.3.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die HE-Färbung ist eine histologische Übersichtsfärbung. Zellkerne und andere basophile 

Strukturen wie DNA (Desoxyribonukleinsäure) und raues endoplasmatisches Retikulum 

werden blauviolett angefärbt. Der ursprünglich rötliche Farbstoff Hämatoxylin wird im Ge-

webe zu Hämatin oxidiert und bildet beim Bläuen mit Metall-Ionen aus dem Leitungswasser 

einen blauen Komplex. Eosinophile Strukturen wie Mitochondrien und extrazelluläre  

Kollagenfasern werden durch Eosin rot bis orange angefärbt. Auch das Zytoplasma erscheint 

im Regelfall rötlich.  

Vor der Färbung wurden die Präparate im Wärmeschrank auf 37 °C erwärmt und für  

3 x 7 Minuten in Xylol entparaffiniert. Anschließend wurden die Präparate in einer abstei-

genden Alkoholreihe für jeweils 5 Minuten in Isopropanol, reinem Ethanol, 75 %igem und  

60 %igem Ethanol sowie demineralisiertem Wasser inkubiert und so rehydriert. 

Zur Färbung wurden die Präparate 5 Minuten in Mayers Hämalaun-Lösung inkubiert.  

Anschließend wurde 5 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und 5 Minuten in 

demineralisiertem Wasser gespült. Danach wurde für 5 Minuten mit Eosin-Lösung gegenge-

färbt und 5 Minuten in demineralisiertem Wasser gespült. Nach einer aufsteigenden Alko-

holreihe (60 %, 75 %, 98 % Ethanol, reines Isopropanol) für jeweils 5 Minuten und zweimal 

10-minütiger Inkubation in Xylol wurden die Präparate mit Roti-Histokitt II eingedeckt. 

2.3.3 Pikro-Siriusrot-Färbung 

Die Pikro-Siriusrot-Färbung diente dem Nachweis kollagener Fasern in der extrazellulären 

Matrix und wurde zur Quantifizierung des Anteils der Fibrose im Myokard verwendet. Der 

Farbstoff Direkt-Rot 80 färbt Kollagenfasern rot an, während das Myokard orangegelb  

angefärbt wird. Unter zirkulär polarisiertem Licht sind mit Direkt-Rot 80 angefärbte  

Kollagenfasern doppeltbrechend. Diese Doppeltbrechung ist spezifisch für Kollagen 

(Junqueira et al. 1979). Die Färbeergebnisse der Pikro-Siriusrot-Färbung sind spezifischer 

und konstanter als bei Verwendung einer Trichrom-Färbung (Whittaker et al. 1994). In Vor-

versuchen zeigte eine Schnittdicke von 5 µm die besten Ergebnisse und wurde daher einge-

setzt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Akdemir 2002; 

Whittaker et al. 1994). 

Vor der Färbung wurden die Präparate im Wärmeschrank auf 37 °C erwärmt, in Xylol  

entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe Kapitel 2.3.2) bis zu deminera-

lisiertem Wasser rehydriert. Die rehydrierten Paraffinschnitte wurden für 60 Minuten bei 

Raumtemperatur in der Pikro-Siriusrot-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde durch 
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viermaliges kurzes Eintauchen in 0,5 %ige Essigsäurelösung überschüssiger Farbstoff abge-

spült. Die Pikro-Siriusrot-Färbelösung lagerte zwischen den Färbedurchgängen im Kühl-

schrank und wurde vor der Durchführung der Färbung auf Raumtemperatur erwärmt. Nach 

dem Spülen in Essigsäurelösung inkubierten die Präparate für jeweils 5 Minuten in reinem 

Ethanol und Isopropanol und anschließend zweimal 10 Minuten in Xylol. Am Ende wurden 

die Präparate mit Roti-Histokitt-II eingedeckt. 

2.3.4 Immunhistochemie Paraffinschnitte 

Immunhistochemische Färbungen nutzen Antikörper gegen definierte Epitope von Molekü-

len. In dieser Arbeit diente die Immunhistochemie der Identifizierung verschiedener Fami-

lien von Immunzellen. Als Positivkontrollen dienten 5 µm dicke Paraffinschnitte von Milz-

geweben aus B6J-Mäusen. Die Präparate wurden in Chargen zu je 20 Präparaten gefärbt. In 

jeder Charge wurden ein Milzpräparat als Positivkontrolle sowie mehrere Myokard- und 

Milzpräparate als Isotypkontrollen mitgeführt.  

Analog zu den konventionellen Färbungen wurden die Präparate im Wärmeschrank auf  

37 °C erwärmt, in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. 

Die Präparate für eine CD3-, CD4-, CD8- und B220-Färbung wurden anschließend zum 

Demaskieren der Epitope nach Fixierung in Formaldehyd 3 x 5 Minuten in Citratpuffer in 

der Mikrowelle bei 800 Watt gekocht und bis zum Erreichen der Raumtemperatur im Citrat-

puffer abkühlen gelassen. Es erfolgte ein Waschgang für 5 Minuten in PBS. Bei allen Präpa-

raten wurden unspezifische Proteinbindungsstellen für 1 Stunde mit 4 %iger BSA-Lösung in 

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur geblockt. 

Danach wurden die Primärantikörper (Tabelle 4) auf die Präparate gegeben und über Nacht 

bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach einem Spülvorgang für 5 Minuten in 

PBS wurde die endogene Peroxidase mit 3 %iger H2O2-Lösung für 10 Minuten geblockt. 

Nach einem erneuten Spülvorgang für 5 Minuten in PBS wurde der Sekundärantikörper  

(Tabelle 5) auf die Präparate gegeben und für 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten 

Kammer inkubiert. Der Sekundärantikörper wurde für 5 Minuten in PBS abgespült und der 

Peroxidase-Streptavidin-Komplex hinzugegeben. Es wurde wieder für 1 Stunde bei Raum-

temperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und anschließend 3 x 5 Minuten in PBS 

gespült. 

Der Nachweis der Antikörperbindung erfolgte durch Umsetzung von Diaminobenzidin 

(DAB) zu einem braunen Niederschlag. Die Präparate wurden bis zur leichten Braunfärbung 

mit der DAB-Lösung inkubiert. Anschließend wurde für mindestens 2 x 5 Minuten mit PBS 
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gespült. Um die Zellkerne sichtbar zu machen, wurde für 90 Sekunden mit Hämalaun gegen-

gefärbt, für 5 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und 5 Minuten in demine-

ralisiertem Wasser gespült. Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 5 Minuten in  

60 %, 75 %, 98 % Ethanol und Isopropanol) und zweimal 10-minütiger Inkubation in Xylol 

wurden die Präparate mit Roti-Histokitt II eingedeckt. 

2.3.5 Herstellung der Gefrierschnitte 

An einem Kryotom wurden 7 µm dicke Gefrierschnitte angefertigt. Dafür wurden die ent-

sprechenden Myokardpräparate vor dem Schneiden in Tissue-Tek eingebettet. Die herge-

stellten Schnitte wurden auf Objektträger aufgebracht und bis zur Weiterverarbeitung bei  

-80 °C gelagert. 

2.3.6 Immunhistochemie Gefrierschnitte 

Die Objektträger mit den Gewebeschnitten wurden für die Färbungen 10 Minuten in -20 °C 

kaltem Aceton fixiert. Nach dem Verdunsten des Acetons wurden die Präparate für 5 Minu-

ten in PBS gespült. Analog zu den Paraffinschnitten wurden unspezifische Proteinbindungs-

stellen für 1 Stunde mit 4 % BSA geblockt und mit dem Primärantikörper (Tabelle 4) über 

Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt für 5 Minuten in PBS wurde die endo-

gene Peroxidase für 10 Minuten in 0,3 % H2O2–Lösung geblockt. Nach jeweils zwei Wasch-

schritten für 5 Minuten in PBS wurde für 1 Stunde mit dem Sekundärantikörper (Tabelle 5) 

bzw. dem Peroxidase-Streptavidin-Komplex bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer 

inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt für 5 Minuten in PBS. 

Der Nachweis der Antikörperbindung erfolgte analog zu den Paraffinschnitten mit Diami-

nobenzidin bis zur leichten Braunfärbung. Anschließend wurde für mindestens 2 x 5 Minu-

ten mit PBS gespült und für etwa 30 Sekunden mit Hämalaun gegengefärbt. Es wurde  

5 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und 5 Minuten mit demineralisiertem 

Wasser gespült. Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 5 Minuten in 60 %, 75 %,  

98 % Ethanol und Isopropanol) und zweimal 10-minütiger Inkubation in Xylol wurden die 

Präparate mit Roti-Histokitt II eingedeckt. 

2.3.7 Scannen der Präparate 

Die Präparate wurden mit einem Präparatescanner im MOLCI (Molecular and Optical Live Cell 

Imaging) der Universitätsmedizin Göttingen in einer 20-fachen Vergrößerung digitalisiert. Bei 

den Gefrierschnitten wurde zusätzlich der sogenannte EFI-Modus (Extended-Focus Image) mit 
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20% Focus Limit und daraus resultierender Z-Ebenen-Dicke von 0,7 µm genutzt. Dabei wer-

den verschiedene Fokusebenen an jeder Stelle aufgenommen und von der Software zu einem 

einzigen scharfen Bild zusammengesetzt. Bei den nicht komplett plan aufliegenden Gefrier-

schnitten ermöglicht dieser Modus eine nahezu komplett scharfe Abbildung des gesamten 

Präparates. 

2.3.8 Auswertung der Präparate  

Auch die Analyse der gescannten Präparate erfolgte im MOLCI der Universitätsmedizin 

Göttingen mit der Software cellSens Dimensions. Alle Auswertungen wurden im Modus 

„Manueller HSV-Schwellenwert“ durchgeführt. Dort werden die Farben anders als im RGB-

Farbraum nicht als Mischung aus den drei Grundfarben Rot, Gelb und Blau definiert,  

sondern jeder Farbton erhält seinen eigenen Farbwert (engl. Hue). Jedem Farbwert werden 

dann Sättigung (engl. Saturation) und eine Dunkelstufe (engl. Value) zugeordnet. Dieser  

Farbraum ermöglicht bei der Analyse eine bessere Trennung der Farbtöne als der  

RGB-Farbraum. 

Durch manuelle Definition einer Region of Interest (ROI) wurde der linke Ventrikel ausgewählt. 

Eventuell angeschnittene Abschnitte des rechten Ventrikels wurden nicht in die Auswertung 

einbezogen. Ebenso wurden angeschnittene Klappen und deutliche Falten im Präparat durch 

die Auswahl der ROI aus der Auswertung ausgeschlossen. 
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2.3.8.1 Quantifizierung der Fibrose 

Die Kombination des Präparatescanners 

mit zirkulär polarisiertem Licht war tech-

nisch nicht möglich. Aufgrund der un-

gleichmäßig angeordneten Fibroseareale 

(Abbildung 3) wurde dem Präparatescanner 

ohne polarisiertes Licht der Vorzug vor der 

Auswertung von einzelnen zufälligen Ge-

sichtsfeldern mit polarisiertem Licht gege-

ben. Mittels Pipettenwerkzeug wurden die 

Farbwerte für rot angefärbte Fibroseareale 

und orange angefärbte Myokardanteile mit 

jeweils einem farbig markierten Overlay ver-

sehen (Abbildung 4). Die Werte in Tabelle 

13 wurden als Basisparameter definiert und  

 

Abbildung 3 Fibrose im Myokard nach TAC-OP mit 
ungleicher Verteilung: Rot angefärbtes Kollagen, 
orangenes Myokard, perivaskuläre Fibrose um Blut-
gefäße, interstitielle Fibrose vor allem im rechten un-
teren Bildabschnitt (Pikro-Siriusrot-Färbung, B6J, 10 
Wochen nach TAC-OP) 

an die jeweiligen Präparate angepasst. Die minimale Objektgröße betrug 1 Pixel. Es wurde 

darauf geachtet, dass sich die Detektionsbereiche im Farbspektrum für Myokard und Fibrose 

nicht überschnitten, um doppelte Wertungen zu vermeiden. 

A 

 

B 

 

C 

 

Abbildung 4 Pikro-Siriusrot gefärbtes Präparat in Auswertungssoftware: (A) ohne Overlay, (B) mit rotem 
Overlay für Myokard und (C) grünem Overlay für Fibrose. 

Tabelle 13: Basisparameter für die Quantifizierung der Fibrose 

Myokard 

Kanäle Min Max 

Farbton 15 44 

Intensität 55 235 

Sättigung 227 256 

Fibrose 

Kanäle Min Max 

Farbton 315 13 

Intensität 37 256 

Sättigung 167 256 
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2.3.8.2 Quantifizierung der Immunzellen 

Zur Quantifizierung der Immunzellen wurden sowohl alle immunhistochemisch positiv  

angefärbten Zellen im Präparat gezählt als auch die Myokardfläche berechnet. Aus beiden 

Werten wurde dann die Anzahl der Immunzellen pro Fläche berechnet. Analog zur Auswer-

tung des Fibroseanteils wurden mit dem Pipettenwerkzeug Farbbereiche für Myokard und 

DAB-Niederschläge im Bereich positiver Immunzellen festgelegt (Abbildung 5).  

A 

 

B 

 

Abbildung 5 CD45-positive Zellen im Myokard: (RAGC, 10 Wochen nach TAC-OP) ohne (A) und mit (B) 
rotem Overlay zur Detektion. Der Größenmaßstab ist angegeben. 

In Arealen mit starker Infiltration, die vor allem in den mit Antikörpern gegen CD45-gefärb-

ten Präparaten zu finden waren, lieferte diese Methode alleine falsch niedrige Werte, da der 

braune DAB-Niederschlag mehrerer Zellen sich überlappte und nur als ein Objekt detektiert 

wurde. Daher wurden Areale mit starker Infiltration von Immunzellen mit einem eigenen 

ROI versehen und in diesen Arealen die Zellkerne der Immunzellen gezählt (Abbildung 6). 

Es wurde darauf geachtet, die dunkelblau angefärbten Zellkerne der Immunzellen von den 

hellblauen Zellkernen der Kardiomyozyten zu trennen. Die ermittelte Zellkernzahl der Im-

munzellen in den Infiltrationsarealen wurde zur Anzahl der detektierten Immunzellen  

addiert. 
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A 

 

B 

 

C 

 

Abbildung 6 Myokardareal mit starker Infiltration CD45-positiver Zellen: (A) Konfluierende DAB-Nieder-
schläge, (B) bei Detektion durch die Analysesoftware werden statt vieler einzelner Zellen die konfluierenden 
DAB-Niederschläge zu einem Objekt zusammengefasst (schraffierte Fläche), (C) daher werden innerhalb 
des konfluierenden Areals die Zellkerne der Immunzellen detektiert (gelbe Markierung) und zur anfänglich 
ermittelten Zellzahl addiert. 

Die folgenden Werte in Tabelle 14 wurden als Basisparameter definiert und an die jeweiligen 

Präparate angepasst. Als Objektgröße wurden für Immunzellen bei Paraffinschnitten  

20 Pixel und bei Gefrierschnitten 50 Pixel, für Zellkerne 120 Pixel festgelegt. Die Detektion 

der Zellen wurde bei den Paraffinschnitten für jede Zelle manuell überprüft und eventuell 

falsch detektierte Objekte gelöscht. 

Tabelle 14: Basisparameter für die Quantifizierung der Immunzellen 

Myokard 

Kanäle Min Max 

Farbton 229 326 

Intensität 4 256 

Sättigung 39 231 

Immunzelle 

Kanäle Min Max 

Farbton 328 39 

Intensität 12 256 

Sättigung 66 216 

Zellkerne 

Kanäle Min Max 

Farbton 231 343 

Intensität 49 256 

Sättigung 20 165 

2.4 Multiplex-Zytokin-Assay 

Ein Multiplex-Assay ermöglicht es, sehr viele verschiedene Parameter in einem Messdurch-

gang aus nur wenig Probenmaterial zu bestimmen. Er ist daher sehr gut geeignet, gleichzeitig 

die Konzentration vieler Zytokine im Serum aus einem geringen Serumvolumen zu bestim-

men. Während ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) die Konzentration eines  

Zytokins aus 25 – 50 µl Serum bestimmt, ist es mit dem Multiplex-Zytokin-Assay möglich, 

die Konzentration von bis zu 100 Zytokinen aus 12,5 µl Serum in einem Analysedurchgang 
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zu ermitteln (Houser 2012). Es wurden zwei Auslesegeräte eingesetzt: Magpix und Luminex 

200, die vom Ausleseprinzip her ähnlich funktionierten. 

Das eingesetzte Test-System von Luminex verwendet magnetische, mit einem Gemisch aus 

zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefüllte Mikrosphären („Beads“). An diese Beads sind gegen die 

zu analysierenden Zytokine gerichtete Antikörper gekoppelt. Unterschiedliche Fluoreszenz-

signale durch ein verändertes Mischverhältnis von zwei Fluoreszenzfarbstoffe in den Beads 

ermöglichen die Unterscheidung der verschiedenen Antikörper und damit der Zytokine  

innerhalb eines Versuchsansatzes (Houser 2012). 

Nach Zugabe der Beads zu den Serumproben binden die an die Beads gekoppelten Antikörper 

an die entsprechenden im Serum vorhandenen Zytokine. Ein Magnet verhindert, dass beim 

Waschvorgang die Beads mit den gebundenen Zytokinen verloren gehen. Zur Detektion wird 

dann ein biotinylierter Detektions-Antikörper zugegeben. An das Biotin bindet das anschlie-

ßend zugegebene Streptavidin, an das wiederum die Reporter-Substanz Phycoerythrin (PE) 

gekoppelt ist. 

Beim Messvorgang mit dem Magpix-Gerät werden 100 µl des Reaktionsansatzes in die Ana-

lysekammer gepumpt. In ihr befindet sich ein Elektromagnet, an den sich die Beads anheften 

und dadurch vereinzelt werden. Die Fluoreszenz wird durch zwei LEDs angeregt, die Licht 

der Wellenlängen 525 nm und 635 nm aussenden. Das rote Licht der Wellenlänge 635 nm 

regt die beiden Farbstoffe in den Beads an, die Licht im roten bzw. infraroten Bereich emit-

tieren. Das grüne Licht der Wellenlänge 525 nm regt das Phycoerythrin an, welches das  

erfolgreiche Binden an ein Zytokin-Molekül anzeigt.  

Die Detektion erfolgt über eine CCD-Kamera (Charge-Coupled Device-Kamera), die ein zwei-

dimensionales Bild der Analysekammer aufnimmt und alle Beads inklusive Fluoreszenzsigna-

len auf einmal detektiert. Aus der Bildinformation errechnet die Analysesoftware die mediane 

Fluoreszenzintensität, die über eine mitgeführte Standardreihe eine quantitative Auswertung 

der Zytokinkonzentration in den Proben ermöglicht (Houser 2012). Das Luminex 200-Gerät 

funktioniert wie ein Durchflusszytometer: 2 Laser regen hier die Fluoreszenz an, die von 

entsprechenden Detektoren gemessen wird. Pro Beadpopulation wurden bei beiden Geräten 

mindestens 50 Beads ausgewertet. 

2.4.1 Durchführung des Multiplex-Zytokin-Assay 

Die Analysen wurden entsprechend der den Kits beiliegenden Anleitung durchgeführt. Die 

Serumproben wurden auf Raumtemperatur erwärmt, geschüttelt und 10 Minuten mit  
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14000 Umdrehungen pro Minute bei 4 °C zentrifugiert, um feine Schwebepartikel zu elimi-

nieren. Standards, Puffer und Qualitätskontrollen wurden gemäß Anleitung verdünnt. Die 

96-Well-Platte wurde vorbereitet, indem in jedes Well 200 µl Waschpuffer gegeben und die 

Platte für 10 Minuten auf einem Schüttler geschüttelt wurde. Danach wurde der Puffer her-

ausgeschüttet und die Platte mehrfach auf ein Papiertuch geklopft.  

In die vorgesehenen Wells wurden gemäß Anleitung 25 µl Standard oder Qualitätskontrolle 

pipettiert. Als Nullwert fungierte der beiliegende Assay-Buffer. Danach wurde in jedes Hinter-

grund-, Standard- oder Kontroll-Well 25 µl Serum-Matrix gegeben. In alle Proben-Wells wur-

den 37,5 µl Assay-Buffer gegeben, bevor 12,5 µl der Serumproben in die entsprechenden Wells 

pipettiert wurden. Standard, Hintergrund und Qualitätskontrollen sowie wichtige Serumpro-

ben wurden als Duplikate eingesetzt. Zum Abschluss wurde in jedes Well 25 µl der magneti-

schen Beads pipettiert, die Platte mit der beiliegenden Klebefolie versiegelt und über Nacht 

bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Alle Inkubationsschritte erfolgten unter Lichtschutz 

mit Alufolie. 

Am nächsten Morgen wurde die Platte auf den zugehörigen Magneten gestellt und nach einer 

Minute dekantiert. In jedes Well wurde 200 µl Waschpuffer gegeben. Nach 30 Sekunden 

Schütteln wurde die Platte erneut auf den Magneten gestellt und wieder dekantiert. Diese 

Prozedur wurde zweimal durchgeführt. Anschließend wurde in jedes Well 25 µl des Detekti-

ons-Antikörpers pipettiert, die Platte mit Plastikfolie versiegelt und für 1 Stunde bei Raum-

temperatur auf einem Schüttler inkubiert. Ohne Waschschritt wurde dann 25 µl Streptavidin-

Phycoerythrin in jedes Well gegeben und die mit Plastikfolie versiegelte Platte für 30 Minuten 

bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Nach zwei Waschschritten wie oben  

beschrieben wurde in jedes Well 150 µl Laufmittel des Analysegerätes pipettiert und bis zum 

Auslesen bei 4 °C gelagert. 

2.4.2 Auswertung des Multiplex-Zytokin-Assay 

Jede Platte wurde zur Kontrolle zweimal gemessen. Aufgrund eines technischen Defektes 

des Göttinger Gerätes erfolgte die erste Messung des Kits Milliplex MAP Mouse Th17 auf 

einem Luminex 200-Gerät in der Tierärztlichen Hochschule Hannover. Alle anderen Mes-

sungen wurden auf dem Magpix-Gerät des Instituts für Medizinische Mikrobiologie der Uni-

versitätsmedizin Göttingen durchgeführt. Vor der Messung wurden die Geräte gründlich  

gereinigt, kalibriert und verifiziert. Die Beadnummern wurden entsprechend der Anleitung 

eingegeben und benannt. Es wurden die in Tabelle 15 angegebenen Parameter an den Ana-

lysegeräten eingestellt. 
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Tabelle 15: Einstellungen der Magpix- und Luminex 200-Geräte 

Parameter Wert 

Events 50 pro Bead 

Sample size 100 µl 

Beim Luminex 200 zusätzlich 

Gate Setting 8.000-15.0000 

Reporter Gain Standard (low PMT) 

Time Out 60 Sekunden 

Die Auswertung erfolgte mit der auf dem Analysegerät installierten xPonent-Software. Aus-

reißer der Standardkurven mit einem Recovery-Wert kleiner als 80 % oder größer als 120 % 

wurden aus der Berechnung genommen. Die Qualität der Standardkurven wurde anhand der 

mitgeführten Qualitätskontrollen mit bekannten Konzentrationen überprüft.  

Der Auswertungsparameter war die ermittelte netto-mediane Fluoreszenzintensität (Net- 

Median Fluorescence Intensity [Net-MFI]). Je höher die Net-MFI, desto höher war die Zytokin-

konzentration im Serum. Die Berechnung der Konzentrationen der Zytokine erfolgte durch 

die xPonent-Software anhand der Standardkurven. Die Ergebnisse wurden als PDF (Portable 

Document Format)- und CSV (Comma-Separated Values)-Datei exportiert und dann statistisch 

ausgewertet. 

2.5 Statistische Auswertung 

Die statistischen Auswertungen wurden mit Microsoft Excel und SPSS von IBM durchge-

führt. Für die Analysen wurden in der Regel die Tiere berücksichtigt, die länger als 3 Tage 

gelebt haben. Bei Tieren, die innerhalb von 3 Tagen gestorben sind, lag ein direkter Zusam-

menhang mit der OP nahe, sodass von perioperativer Mortalität ausgegangen werden musste. 

Eine Ausnahme bildeten die B6J-Tiere, die planmäßig innerhalb von 1-3 Tagen getötet wur-

den. Nach TAC-OP wurden nur Tiere berücksichtigt, deren Stenose größer als 30 mmHg 

war (Kapitel 3.2).  

2.5.1 Auswertung histologischer Analysen 

Die Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov- und Shapiro-Wilk-Test auf Vorliegen  

einer Normalverteilung getestet. Bei Vorliegen einer Normalverteilung (Kolmogorov-Smir-

nov- bzw. Shapiro-Wilk-Test ohne signifikantes Ergebnis) wurde dann mittels einfaktorieller 

ANOVA (Analysis of Variance) auf signifikante Veränderungen im Zeitverlauf innerhalb eines 

Mausstammes getestet. Lag im ANOVA-Test mit einem p<0,05 eine signifikante Verände-

rung im Zeitverlauf vor, wurde diese mittels T-Test zu verschiedenen Zeitpunkten unter-
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sucht. Bei fehlender Normalverteilung wurde zunächst mittels Kruskal-Wallis-Test nach Ver-

änderung gesucht und diese mittels Mann-Whitney-U-Test (U-Test) einzeln auf Signifikan-

zen überprüft. Ein Unterschied zwischen den Stämmen zu verschiedenen Zeitpunkten 

wurde mittels Mann-Whitney-U-Test oder T-Test untersucht. Die angewendeten Tests sind 

unter den entsprechenden Abbildungen oder im Text angegeben. 

2.5.2 Auswertung echokardiografischer Analysen 

Die Mäuse wurden im Laufe des Versuches mehrfach echokardiografiert. Die so ermittelten 

Messwerte eines Tieres konnten daher nicht als unabhängig betrachtet werden, wenn der 

Verlauf der echokardiografischen Parameter innerhalb eines Mausstamms analysiert wird. 

Daher wurde eine Varianzanalyse für Messwertwiederholungen nach dem gemischt-linearen 

Modell (GLM) mit dem Kovarianztyp bei Messwiederholung AR (1) durchgeführt. Bei den 

RAGN-Tieren wurde zusätzlich das Geschlecht als Faktor berücksichtigt. Mittels Test auf 

feste Effekte konnte nach Unterschieden im Zeitverlauf gesucht werden. Die integrierten 

paarweisen Vergleiche zeigten dann, zwischen welchen Zeitpunkten die Unterschiede vorla-

gen. Diese Signifikanzwerte wurden aufgrund der vorliegenden Mehrfachvergleiche nach 

Bonferroni korrigiert. 

2.5.3 Auswertung Zytokine 

Die generellen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels U-Tests analy-

siert und die p-Werte für multiples Testen nach Bonferroni korrigiert. Die differentiellen 

Analysen der Ausreißer sowie die Berücksichtigung der Ausreißer und Korrektur der  

Einflussfaktoren durch die unterschiedlichen Test-Kits wurden vom Institut für Genetische 

Epidemiologie des Zentrums für Statistik, Informatik und Epidemiologie der Universitäts-

medizin Göttingen durchgeführt. 

Um zu bestimmen, welche Messwerte als „übernormal-starke Ausschüttung“ betrachtet wer-

den sollten, wurde je Zytokin eine „Ausreißer-Analyse“ durchgeführt. Dazu wurde eine  

robuste Regression zur Bestimmung der Mittelwerte und der Varianz je Gruppe mit Hubers 

„M-Estimator“ und einer „Bisquare Weight Function” durchgeführt. Als „Ausreißer” wurden 

Objekte mit einem Residuum ≥ 3σ definiert, beschränkt auf übergroße Zytokin-Ausschüt-

tungen. Das Risiko einer „übernormal-starken Ausschüttung“ wurde mit einem logistischen 

Regressionsmodell für die Einflussgrößen OP-Typ, Tierstamm und Zeitpunkt, unter Adjus-

tierung für Test-Set, Geschlecht und Stenosegrad untersucht. Klar nicht signifikante  

Ko-Varianten (p>0.5) wurden aus dem Modell eliminiert. 
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Generelle Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit gemischt-linearen Modellen 

(Mixed Model – GLM) untersucht, wobei die Messungen eines Tieres als auto-regressiver Pro-

zess AR (1) spezifiziert wurden und die Varianzen zwischen den Gruppen variieren konnten. 

Beobachtungen mit einer „übernormal-starken Ausschüttung“ wurden unter Herabgewich-

tung mit w=1/sr², berücksichtigt, wobei „sr“ das „standardisierte Residuum“ aus der robus-

ten Regression ist. Die Einflussgrößen Tierstamm, OP-Typ und Zeitpunkt wurden adjustiert 

für Test-Set, Geschlecht und Stenosegrad für jedes Zytokin einzeln untersucht. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Allgemeiner Vergleich der Stämme 

Für die Versuche wurden drei verschiedene Mausstämme eingesetzt. Um Informationen 

über die Vergleichbarkeit der Stämme zu erhalten, wurden zuerst die Basisparameter Alter, 

Körpergewicht vor OP, Änderung des Körpergewichts im Zeitverlauf, Tibialänge als Maß-

stab für die Größe, Stenosegrad nach TAC-OP sowie der Einfluss des Geschlechts bei 

RAGN-Mäusen ausgewertet. 

3.1.1 Alter bei OP 

In die Versuche wurden Tieren mit einem Alter von etwa 8 bis 12 Wochen eingeschlossen. 

Die RAGN-Mäuse waren mit im Mittel 76,6 Tagen etwas älter als die B6J-Mäuse mit  

72,9 Tagen und die RAGC-Mäuse mit 73,4 Tagen (Abbildung 7 A). Der Unterschied des 

Alters zwischen B6J-Mäusen und RAGN-Mäusen war zwar signifikant, aber mit im Mittel 

3,7 Tagen sehr gering (p=0,048). 

A 

 

B 

 

 

Abbildung 7 Alter und Körpergewicht vor OP: (A) Vergleich des Alters bei OP und (B) des Körpergewichts 
bei der Echokardiografie vor OP zwischen den drei Mausstämmen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, ***p<0,001). Die Fallzahlen sind unter-
halb der Säulen angegeben. Einbezogen wurden hierbei alle Tiere, die operiert wurden bzw. eine Echokar-
diografie vor OP bekommen haben. 

3.1.2  Körpergewicht vor OP 

Abbildung 7 B zeigt das bei der Echokardiografie vor OP gemessene Körpergewicht der drei 

Mausstämme. Die RAGC-Mäuse waren mit im Mittel 20,2 g hoch-signifikant schwerer als 

die B6J-Mäuse mit 18,6 g und die RAGN-Mäuse mit 19,0 g. Das höhere Gewicht der RAGC-

Mäuse könnte durch die ILC2-Defizienz der RAGC-Mäuse erklärbar sein, weil ILC2-Zellen 
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direkte Effekte auf die Adipozyten haben, die einer Gewichtszunahme und Insulinresistenz 

entgegenwirken können (Brestoff und Artis 2015; Brestoff et al. 2015). 

3.1.3 Veränderung des Körpergewichts im Zeitverlauf 

Bei allen drei Mausstämmen kam es im Verlauf des Versuches zu einer signifikanten  

Zunahme des Körpergewichts (Abbildung 8 A-C). Der OP-Typ hatte bei allen drei Stämmen 

keinen Einfluss auf das Körpergewicht, daher wurden TAC- und Sham-OP in den Abbil-

dungen zusammengefasst. Die RAGC-Mäuse waren zu allen Messzeitpunkten signifikant 

schwerer als die RAGN-Mäuse und fast immer signifikant schwerer als die B6J-Mäuse  

(Abbildung 8 D). Eine und vier Wochen nach OP waren die B6J-Mäuse zusätzlich signifikant 

schwerer als die RAGN-Mäuse. Die größte Gewichtsdifferenz betrug im Mittel 1,5 g und 

war acht Wochen nach OP zwischen RAGC- und RAGN-Mäusen zu messen. 
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Abbildung 8 Verlauf des Körpergewichts: Verlauf des Körpergewichts (BW) bei (A) B6J-, (B) RAGC- und 
(C) RAGN-Mäusen vor sowie eine, vier und acht Wochen nach OP und (D) im Vergleich der Stämme. 
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. Einbezogen wurden nur die 
Tiere, welche die Kriterien nach Kapitel 2.5 erfüllt hatten. TAC und Sham wurden zur Erhöhung der Fallzahl 
zusammengefasst. 
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3.1.4 Tibialänge 

Bei der Präparation der Tiere wurde die Länge der Tibia mittels Schieblehre gemessen. Sie 

kann als Maß für die Körpergröße der Mäuse verwendet werden. Im Mittel war die Tibia der 

RAGC-Mäuse länger als die der anderen beiden Stämme (Abbildung 9 A). Der Größenun-

terschied zwischen RAGC- und B6J- bzw. RAGC- und RAGN-Mäusen war zehn Wochen 

nach OP jeweils signifikant (p=0,0395 bzw. p=0,001). Eine Woche nach OP gab es keinen 

signifikanten Unterschied in der Tibialänge zwischen RAGC- und B6J-Mäusen. Im Zeitver-

lauf von einer zu zehn Wochen nach OP gab es bei RAGC- und B6J-Mäusen keine signifi-

kante Zunahme der Tibialänge (U-Test: p(B6J)=0,989, p(RAGC)=0,462). Aufgrund der allerdings 

noch vorhandenen Gewichtszunahme der Mäuse im Laufe des Versuches (Kapitel 3.1.2) 

erscheint das Körpergewicht der bessere Parameter für die Normierung des Ventrikelge-

wichts auf die Tiergröße zu sein, um dem dennoch vorhandenen Wachstum durch Gewichts-

zunahme im Zeitverlauf Rechnung zu tragen. 

3.1.5 Stenosegrad 

Durch den bei der TAC-OP eingesetzten Platzhalter wurde versucht, einen einheitlichen 

Stenosegrad zu erzeugen, um eine vergleichbare Nachlasterhöhung zwischen den verschie-

denen Tierstämmen zu gewährleisten (Kapitel 2.2.3). Der Grad der erzeugten Stenose wurde 

mittels Doppler gemessen (Kapitel 2.2.4). Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unter-

schied der Stenosegrade zwischen den eingesetzten Mausstämmen nach TAC-OP (Abbil-

dung 9 B, Kruskal-Wallis-Test: p=0,613). Die Mausstämme können daher im Hinblick auf 

den Grad der Nachlasterhöhung als Auslöser für die Entwicklung einer Herzinsuffizienz als 

vergleichbar angesehen werden. 
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Abbildung 9 Tibialänge und Stenosegrad von B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen: (A) Vergleich der Tibia-
längen von B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen eine und zehn Wochen nach OP. (B) Kontrolle des Stenose-
grades nach TAC-OP (B). Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzni-
veau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. Für die RAGN-
Mäuse existieren bei der Tibialänge nur Daten 10 Wochen nach OP. 

3.1.6 Einfluss des Geschlechts bei RAGN-Mäusen 

Bei den RAGN-Mäusen wurden zur Erlangung einer ausreichenden Fallzahl zusätzlich zu 

den bei B6J- und RAGC-Mäusen verwendeten Weibchen in den Versuchen auch Männchen 

eingesetzt (Kapitel 2.2.2). Daher wurde der Einfluss des Geschlechts auf die Ergebnisse und 

das Körpergewicht vor OP untersucht.  

In der Kontrollgruppe waren die RAGN-Männchen mit 20,8 g bei OP und 23,9 g bei Prä-

paration signifikant schwerer als die Weibchen mit 18,0 g bzw. 20,6 g (U-Test: p(OP)=0,025 

bzw. p(Präparation)=0,034). Die Männchen, die einer TAC-OP unterzogen wurden, waren nur 

zum OP-Zeitpunkt (21,0 g), nicht aber zum Präparationszeitpunkt zehn Wochen nach OP 

(21,3 g) signifikant schwerer (p=0,028) als die Weibchen mit 18,7 g bzw. 19,4 g. Bei den 

Parametern Stenosegrad, Fibrose, Alter bei OP, Herz- und Ventrikelgewicht sowie den  

Hypertrophieindizes (Verhältnisse von Herz- und Ventrikelgewicht zu Körpergewicht und  

Tibialänge) gab es zehn Wochen nach OP keine signifikanten Unterschiede zwischen männ-

lichen und weiblichen Tieren (Sham: n(♂)=6, n(♀)=9, TAC: n(♂)=3, n(♀)=10). Der Faktor  

Geschlecht kann daher bei der durchgeführten Analyse dieser Parameter vernachlässigt wer-

den. 
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3.2 Definition eines ausreichenden Stenosegrades 

Nach TAC-OP kam es technisch bedingt zu einer breiten Streuung der erzeugten Gradienten 

von 0,85 mmHg bis 125,9 mmHg. Daher musste ein Schwellenwert definiert werden, ab dem 

von einer zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz ausreichenden Stenosierung der Aorta 

transversalis und damit ausreichenden Nachlasterhöhung ausgegangen werden konnte. Bei 

Analyse der Entwicklung einer Hypertrophie (angegeben als echokardiografisch geschätztes 

Gewicht des linken Ventrikels bezogen auf das Körpergewicht beim Echo – LVW/BW) in 

Abhängigkeit vom Stenosegrad (Abbildung 10) zeigte sich, dass ein Stenosegrad von  

30 mmHg ein guter Trennwert für die Entwicklung einer Hypertrophie war, weil es bei einer 

geringeren Stenose nicht zur Entwicklung einer Hypertrophie kam. Eine Ausnahme bildeten 

hier zwei RAGC-Mäuse, die bei einer Stenose < 30 mmHg einen Hypertrophieindex von 

über 6 mg/g hatten. Hier muss von einem Messfehler ausgegangen werden, da das bei Prä-

paration dieser Tiere gemessene Ventrikelgewicht nicht erhöht war. Der Stenosegrad von  

30 mmHg wurde dann bei den weiteren Analysen berücksichtigt, indem alle Tiere nach TAC-

OP mit einem Stenosegrad unter 30 mmHg aus den Analysen ausgeschlossen wurden. 

Eine lineare Regression zeigte einen schlechten Zusammenhang zwischen Stenosegrad und 

Hypertrophie (Abbildung 11). 

 

A Sham B TAC 

 

 

 

 

Abbildung 10 Definition eines ausreichenden Stenosegrades: Auftragung des Stenosegrades gegen den echokar-
diografischen Hypertrophieparameter LVW/BW (A) nach Sham- oder (B) nach TAC-OP bei B6J-, RAGC- und 
RAGN-Mäusen. Der als ausreichend definierte Schwellenwert der Stenose von 30 mmHg nach TAC-OP ist als 
senkrechte Linie eingezeichnet. 
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A 1 Woche B 4 Wochen 

 

 

 

 

C 8 Wochen   

 

 

 

 

Abbildung 11 Zusammenhang zwischen Stenosegrad und Hypertrophie: Auftragung des Stenosegrades gegen 
den echokardiografischen Hypertrophieparameter LVW/BW (A) eine, (B) vier und (C) acht Wochen nach 
TAC-OP bei B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen mit eingezeichneter Regressionsgrade. Bestimmtheitsmaß (R2) 
1 Woche: 0,074, 4 Wochen: 0,036 und 8 Wochen: 0,074. 

3.3 Kaplan-Meier-Überlebenswahrscheinlichkeiten 

Für die Analyse der Überlebenswahrscheinlichkeiten mittels Kaplan-Meier-Kurven wurden 

die Tiere berücksichtigt, die länger als 3 Tage gelebt haben. Wenn ein Tier innerhalb der 

ersten drei Tage nach OP verstorben ist, war dies in der Regel auf operationsbedingte Kom-

plikationen zurückzuführen und nicht auf eine sich entwickelnde Herzinsuffizienz (periope-

rative Mortalität). Als Endpunkt des Versuches wurde eine Versuchsdauer von 11 Wochen 

(77 Tagen) definiert. Zu diesem Zeitpunkt waren die Versuche in der Regel beendet.  

Tiere, die planmäßig getötet wurden, wurden in der Auswertung zensiert. Nach TAC-OP 

wurden nur Tiere berücksichtigt, deren Stenose größer gleich 30 mmHg war. Als Ereignis 
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wurde gewertet, wenn die Tiere tot im Käfig aufgefunden wurden oder aufgrund des Errei-

chens eines Abbruchkriteriums getötet werden mussten. Alle Tiere, die am 77. Tag noch 

lebten, wurden an diesem Tag ebenfalls zensiert. 

3.3.1 Vergleich des Überlebens nach TAC-OP innerhalb der Mausstämme 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Abbildung 12 Kaplan-Meier-Kurven mit kumuliertem Überleben: (A) bei B6J-Mäusen (n(TAC)=86, 
n(Sham)=67), (B) RAGC-Mäusen (n(TAC)=32, n(Sham)=22), (C) RAGN-Mäusen (n(TAC)=15, n(Sham)=15) nach 
TAC- und Sham-OP sowie (D) in Abhängigkeit vom Geschlecht bei RAGN-Mäusen (n(♂)=3, n(♀)=12) nach 
TAC-OP. 

In allen drei Stämmen führte eine TAC-OP im Vergleich zur Sham-OP zu einer signifikanten 

Reduktion des Überlebens der Versuchstiere (Abbildung 12 A-C). Der Log Rank (Mantel-

Cox)-Test ergab nach TAC-OP bei B6J-, RAGC- und den RAGN-Mäusen ein signifikantes 

Resultat (B6J: p<0,001, RAGC: p=0,014, RAGN: p=0,007). Bei den RAGN-Mäusen hatte 

das Geschlecht (Abbildung 12 D) keinen signifikanten Einfluss auf das Überleben nach 

TAC-Operation (p-Wert im Log Rank (Mantel-Cox)-Test=0,259). 
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3.3.2 Vergleich des Überlebens nach TAC-OP zwischen den Stämmen 

 

Abbildung 13 Vergleich des kumulierten Überlebens in der Kaplan-Meier-Kurve: Vergleich zwischen B6J-, 
RAGC- und RAGN-Mäusen nach TAC-OP. Berücksichtigt wurden 86 B6J-, 32 RAGC- und 15 RAGN-
Mäuse. 

Ein Vergleich des kumulierten Überlebens nach TAC-OP (Abbildung 13) zeigte keinen sig-

nifikanten Unterschied zwischen B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen. Der Log Rank (Mantel-

Cox)-Test zwischen B6J- und RAGC- (p=0,616), zwischen B6J- und RAGN- (p=0,745) und 

zwischen RAGC- und RAGN-Mäusen (p=0,267) war jeweils nicht signifikant. Die immun-

defizienten Tiere zeigten also nach TAC-OP gegenüber den immunkompetenten Wildtyp-

Mäusen weder einen Überlebensvorteil noch einen Überlebensnachteil. Das Vorhandensein 

von NK-Zellen und ILCs bei gleichzeitigem Fehlen von B- und T-Zellen in den RAGN-

Mäusen hatte keinen Einfluss auf das Überleben nach TAC-OP. Auch die immundefizienten 

RAGC- und RAGN-Mäuse zusammen hatten keinen Überlebensvorteil oder Überlebens-

nachteil gegenüber den B6J-Mäusen (p=0,918). In Subanalysen zu den Zeitpunkten vier, 

sechs und acht Wochen nach TAC-OP hatte kein Stamm einen signifikanten Überlebens-

vorteil im Vergleich zu den anderen Stämmen (nicht gezeigt). 
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3.4 Echokardiografie  

Bei den Versuchstieren wurde vor sowie eine, vier, und acht Wochen nach OP eine Echo-

kardiografie in Narkose durchgeführt. Vor jeder Echokardiografie wurden die Tiere gewo-

gen. Für den Zeitverlauf innerhalb der Stämme wurde eine Varianzanalyse für Messwertwie-

derholungen nach dem gemischt-linearen Modell (GLM) mit dem Kovarianztyp bei Mess-

wiederholungen AR (1) durchgeführt. Die Stämme miteinander sowie TAC- und Sham-OP 

innerhalb eines Stammes wurden in der Regel mittels U-Tests verglichen. Ausnahmen sind 

angegeben. 

In den folgenden Texten werden die relevanten Informationen hervorgehoben und es wird 

nicht auf jeden in den Abbildungen gezeigten Unterschied eingegangen. 

3.4.1 Vergleich der Stämme vor OP 

Um spätere Unterschiede zwischen den Stämmen analysieren zu können, wurden zuerst die 

echokardiografischen Parameter aller Stämme vor OP miteinander verglichen. Bei einigen 

Parametern zeigten sich geringe, aber statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 

Stämmen. 

3.4.1.1 Länge der Herzachse 

Die Herzachse (gemessen von der Aortenklappe bis zur Herzspitze) war bei den RAGC-

Mäusen sowohl in der Systole (Ls) als auch in der Diastole (Ld) hoch-signifikant länger als 

bei B6J- und RAGN-Mäusen (Abbildung 14 A). Zusätzlich war in der Systole auch die 

Herzachse der RAGN-Mäuse signifikant länger als die der B6J-Mäuse (U-Test p=0,002), 

wohingegen in der Diastole knapp kein signifikanter Längenunterschied zwischen beiden 

Stämmen nachweisbar war (U-Test p=0,062). 

3.4.1.2 Dicke der Vorder- und Hinterwand 

Die Vorderwanddicke in der Diastole (AWThd) war präoperativ bei allen drei untersuchten 

Stämmen nicht verschieden (Abbildung 14 C). In der Systole war die Vorderwand (AWThs) 

bei den RAGC-Mäusen signifikant dünner als bei B6J- und RAGN-Mäusen. 

Die Hinterwand der B6J-Mäuse war sowohl in der Diastole als auch in der Systole signifikant 

dicker als die der RAGC-Mäuse. In der Diastole gab es bei der Hinterwanddicke zusätzlich 

einen signifikanten Unterschied zwischen B6J- und RAGN-Mäusen, wobei die Hinterwand 

der B6J-Mäuse dicker war als die der RAGN-Mäuse. 



3 Ergebnisse 44 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

  

Abbildung 14 Echokardiografieparameter vor OP: 
(A) Länge der Herzachse von der Aortenklappe bis 
zur Herzspitze in der Systole (Ls) und Diastole (Ld), 
(B) Flächenverkürzungsfraktion (FAS) und Verkür-
zungsfraktion (FS) des linken Ventrikels, (C) Dicke 
der Vorderwand in der Systole (AWThs) und Dias-
tole (AWThd), sowie Dicke der Hinterwand in der 
Systole (PWThs) und Diastole (PWThd) sowie (D) 
Ejektionsfraktion (EF) des linken Ventrikels vor 
OP bei B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen. Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und 
das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001). Die Fallzahlen sind unter-
halb der Säulen angegeben. 
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3.4.1.3 Flächenverkürzungsfraktion und Verkürzungsfraktion des linken Ventrikels 

Die prozentuale Flächenverkürzungsfraktion (FAS) und Verkürzungsfraktion des linken 

Ventrikels (FS) der RAGN-Mäuse war vor OP signifikant höher als die der B6J- und RAGC-

Mäuse (Abbildung 14 B). FS und FAS der B6J-Mäuse waren zusätzlich signifikant höher als 

die der RAGC-Mäuse. 

3.4.1.4 Ejektionsfraktion 

Die Ejektionsfraktion (EF) ist ein in der Klinik häufig genutzter Parameter für die Quantifi-

zierung der Pumpfunktion des Herzens und bezeichnet den Anteil des enddiastolischen Blut-

volumens, der während der Systole ausgeworfen wird. Abbildung 14 D zeigt die Ejektions-

fraktion der drei Mausstämme vor OP. Sie war mit im Mittel 44,9 % bei den RAGN-Mäusen 

signifikant höher als bei RAGC- (37,8 %) und B6J-Mäusen (40,5 %). Auch der Unterschied 

zwischen RAGC- und B6J-Mäusen war signifikant. 

3.4.1.5 Ventrikelgewicht und Hypertrophieindex 

Vor OP gab es beim echokardiografisch geschätzten Ventrikelgewicht (LVW) keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den Stämmen (Abbildung 15 A). Aufgrund des etwas höheren 

Körpergewichts der RAGC-Mäuse (Kapitel 3.1.2) war jedoch die Ratio zwischen Ventrikel-

gewicht und Körpergewicht (LVW/BW) bei den RAGC-Mäusen signifikant kleiner als bei 

B6J- und RAGN-Mäusen (Abbildung 15 B). 

A 

 

B 

 

 

Abbildung 15 Echokardiografische Hypertrophieparameter vor OP: (A) Echokardiografisch geschätztes Ge-
wicht des linken Ventrikels (LVW) bzw. (B) Ratio aus echokardiografisch geschätztem Gewicht des linken 
Ventrikels und dem beim Echo gewogenen Körpergewicht (LVW/BW) bei B6J-, RAGC- und RAGN-Mäu-
sen vor OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die Fallzahlen sind unterhalb der 
Säulen angegeben. 
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3.4.2 Einfluss des Geschlechtes bei RAGN-Mäusen 

Bei den RAGN-Mäusen wurden auch Männchen eingesetzt (Kapitel 2.2.2) und daher der 

Einfluss des Geschlechts als Faktor in der Auswertung der Echokardiografien bei den 

RAGN-Mäusen analysiert.  

Bei den Sham-operierten Mäusen hatte der Faktor Geschlecht nur beim linksventrikulären 

Innendurchmesser in der Diastole (LVIDd) in der GLM einen signifikanten Effekt 

(p=0,024), war dabei aber unabhängig vom Faktor Zeit (p=0,364). Der LVIDd der Männ-

chen war im Mittel minimal größer als der LVIDd der Weibchen (4,096 mm zu 4,095 mm). 

Die Männchen waren zum jeweiligen Echozeitpunkt in beiden Gruppen signifikant schwerer 

als die Weibchen (p(TAC)=0,02 bzw. p(Sham)=0,01). Nach TAC-OP war der Faktor Geschlecht 

bei der Analyse des Körpergewichts unabhängig vom Faktor Zeit (p=0,364), wo hingegen 

bei den Sham-Mäusen sich eine Interaktion mit dem Faktor Zeit nachweisen ließ (p=0,045). 

Da bei den Sham-Mäusen aber keine Stenose erzeugt wurde, kann dieses Verhalten alleine 

mit dem Wachstum der Tiere erklärt werden und ist für die weiteren Analysen nicht relevant.  

3.4.3 Echokardiografie bei B6J-Mäusen 

3.4.3.1 Länge der Herzachse 

Eine TAC-OP führte bei B6J-Mäusen zu einer signifikanten Verlängerung der Herzachse des 

linken Ventrikels (Abbildung 16 A+B). Die Zunahme war sowohl systolisch als auch diasto-

lisch nachweisbar und entwickelte sich im Zeitverlauf zwischen einer und vier Wochen nach 

TAC-OP. Im Zeitverlauf von vier zu acht Wochen nach TAC-OP kam es zu einer weiteren 

signifikanten Zunahme der Länge der Herzachse. Eine TAC-OP führte zu einer Zunahme 

der Ls von 6,9 mm vor auf 8,3 mm acht Wochen nach TAC-OP. Die Ld stieg von 7,7 mm 

vor OP auf 8,8 mm acht Wochen nach TAC-OP. Statistisch waren beide Längenzunahmen 

der Herzachsen im Versuchszeitraum nach TAC-OP hoch-signifikant (jeweils p<0,001). 

Nach Sham-OP ließ sich eine minimale Zunahme der Länge der Herzachse im Zeitverlauf 

von vor OP bis acht Wochen nach OP systolisch von im Mittel 6,9 auf 7,3 mm sowie dias-

tolisch von 7,7 auf 8,0 mm im Zeitintervall nachweisen. Dies ist durch das Wachstum und 

die damit verbundene Gewichtszunahme der Mäuse (Abbildung 8 A) hinreichend erklärbar. 

3.4.3.2 Wanddicke des linken Ventrikels 

Bereits eine Woche nach TAC-OP ließ sich echokardiografisch eine hoch-signifikante 

(p<0,001) Zunahme der Dicke der Vorderwand in der Systole und Diastole als Zeichen der 

Hypertrophie im Vergleich zur Sham-OP nachweisen (Abbildung 16 C+D). Die Dicke der 

Vorderwand in der Diastole stieg von im Mittel 0,6 mm vor OP auf 0,9 mm eine Woche 
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nach TAC-OP und in der Systole von 0,9 mm auf 1,2 mm im gleichen Zeitraum. Diastolisch 

nahm die Dicke der Vorderwand zwischen einer und vier Wochen nach TAC-OP auf im 

Mittel 1,1 mm nochmals hoch-signifikant zu (p<0,001), während die Wanddicke in der Sys-

tole unverändert blieb. An der Hinterwand zeigten sich vergleichbare Veränderungen (Ab-

bildung 43 A+B im Anhang). Die prozentuale Dickenzunahme der Vorderwand (AWTHF) 

und Hinterwand (PWTHF) während der Kontraktion ist ein Zeichen für die Kontraktilität 

des Myokards und damit indirekt ein Zeichen für die Pumpfunktion. Präoperativ kam es 

durch Kontraktion zu einer Dickenzunahme der Vorderwand von diastolisch im Mittel  

0,63 mm auf systolisch 0,86 mm (entsprechend 24,7 %). Acht Wochen nach TAC-OP betrug 

die Dickenzunahme bei Kontraktion nur noch 16,1 % und war damit hoch-signifikant  

geringer (p<0,001). Auch die Kontraktilität der Hinterwand ging deutlich zurück (Abbildung 

44 A+B im Anhang). 

Parallel zur Hypertrophie der Vorderwand eine Woche nach TAC-OP kam es zu einer  

Abnahme des Innendurchmessers des linken Ventrikels in der Diastole (LVIDd) sowie der 

Innenfläche des linken Ventrikels (Aread – Abbildung 20 C+E sowie Abbildung 46 B+D im 

Anhang). Diese Veränderungen waren auch systolisch nachweisbar (Abbildung 20 A sowie 

Abbildung 46 A+C im Anhang) und passen zu einer konzentrischen Hypertrophie möglich-

erweise kombiniert mit einer diastolischen Relaxationsstörung des linken Ventrikels eine  

Woche nach TAC-OP. Im weiteren Zeitverlauf von einer zu acht Wochen nach OP nahm 

sowohl der Ventrikeldurchmesser als auch die Innenfläche der Ventrikel systolisch und dias-

tolisch signifikant zu, was mit einer exzentrischen Hypertrophie vereinbar ist. Dies erklärt 

auch die im Zeitverlauf nicht mehr relevant zunehmende Dicke der Vorderwand, da es ins-

gesamt zu einer Gefügedilatation kam. Aus der konzentrischen Hypertrophie nach einer  

Woche wurde im Verlauf also eine exzentrische Hypertrophie. 

Bei den Sham-Mäusen ließ sich nach OP ebenfalls eine geringe, aber statistisch signifikante 

Zunahme der Dicke der Vorderwand in der Systole nachweisen. Die Dicke der Vorderwand 

nahm von im Mittel 0,87 mm präoperativ auf 0,98 mm eine Woche nach Sham-OP zu (GLM: 

p=0,004) und blieb im weiteren Verlauf in der Systole dann konstant. Diastolisch fand sich 

keine vergleichbare statistisch signifikante Veränderung der Vorderwanddicke. Die Zunahme 

der Dicke der Vorderwand kurz nach OP ist am ehesten durch den OP-Stress in Verbindung 

mit dem Wachstum der Mäuse erklärbar und für die weiteren Analysen nicht relevant. 

3.4.3.3 Pumpfunktion 

Bei den B6J-Mäusen ließ sich eine Woche nach TAC-OP interessanterweise ein signifikanter 

Anstieg der Pumpfunktion im Vergleich zu vor der OP feststellen (Abbildung 16 E+F). Die 
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Ejektionsfraktion (EF) stieg von im Mittel 39,4 % auf 45,6 % (p<0,001), die Verkürzungs-

fraktion des linken Ventrikels (FS) stieg von 19,5 % auf 22,7 % (p<0,001). Im Zeitverlauf 

von einer zu vier Wochen nach TAC-OP kam es dann jedoch zu einem erwartbaren und 

hoch-signifikanten Abfall der EF auf im Mittel 32,3 % und der FS auf 14,3 %, die jeweils 

unter den Ausgangswerten vor OP lagen (jeweils p<0,001). Entsprechend dazu kam es zwi-

schen einer und vier Wochen postoperativ auch zu einer signifikanten Reduktion der Kon-

traktilität der Vorder- (AWTHF) und Hinterwand (PWTHF) als Zeichen der Funktionsein-

schränkung (Abbildung 44 A+B im Anhang). Acht Wochen nach TAC-OP betrug die EF 

noch 28,1 %, die FS noch 12,4 %. Dieser Rückgang im Vergleich zu vier Wochen postope-

rativ war aber nicht signifikant. Beide Werte lagen aber hoch-signifikant niedriger als vor OP 

(jeweils p<0,001), die kardiale Pumpfunktion war dementsprechend deutlich schlechter. 

Der Herzindex (CI) als Maß für die Beurteilung der Herzleistung änderte sich im Zeitverlauf 

vom Echo vor OP bis 8 Wochen nach TAC-OP nicht signifikant (GLM: p=1), was für das 

Vorliegen einer kompensierten Herzinsuffizienz spricht (Abbildung 45 A im Anhang). Alle 

klinisch dekompensierten Tiere wurden allerdings gemäß Abbruchkriterien sofort aus dem 

Versuch genommen werden und konnten echokardiografisch nicht erfasst werden, sodass 

eine akute Dekompensation in den Werten nicht beinhaltet ist. 

3.4.3.4 Hypertrophieindex 

Eine TAC-OP resultierte bereits nach einer Woche in einer hoch-signifikanten Zunahme 

(GLM: p<,001) des Ventrikelgewichts bezogen auf das Körpergewicht der Maus 

(LVW/BW). Es bestand zu diesem Zeitpunkt ebenfalls ein hoch-signifikant höheres 

LVW/BW als nach Sham-OP (U-Test: p<0,001). Im weiteren Zeitverlauf kam es zu einem 

weiteren signifikanten Anstieg des LVW/BW bis zu einem Wert von im Mittel 8,71 mg/g 

Körpergewicht acht Wochen nach TAC-OP (Abbildung 16 G) und damit zu einer deutlichen 

Hypertrophie. 
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Abbildung 16 Echokardiografieparameter bei B6J-
Mäusen: (A) Länge der Herzachse von Aorten-
klappe bis Herzspitze in Systole (Ls) und (B) Dias-
tole (Ld), (C) Dicke der Vorderwand in Systole 
(AWThs) und (D) Diastole (AWThd), (E) Verkür-
zungsfraktion (FS) des linken Ventrikels, (F) Ejek-
tionsfraktion (EF) und (G) Ratio aus echokardio-
grafisch geschätztem Gewicht des linken Ventri-
kels und beim Echo gewogenen Körpergewicht 
(LVW/BW) vor sowie eine, vier und acht Wochen 
nach TAC- oder Sham-OP. Gezeigt sind die Mit-
telwerte mit Standardabweichungen und das Signi-
fikanzniveau bei TAC gegen Sham im U-Test, im 
Zeitverlauf in der GLM (*p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen signifi-
kante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen 
sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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3.4.4 Echokardiografie bei RAGC-Mäusen 

3.4.4.1 Länge der Herzachse 

Durch eine TAC-OP kam es bei RAGC-Mäusen genau wie bei B6J-Mäusen zu einer Verlän-

gerung der Herzachse (Abbildung 17 A+B). Sie entwickelte sich sowohl systolisch als auch 

diastolisch im Intervall zwischen einer und vier Wochen nach TAC-OP (GLM: jeweils 

p<0,001) und blieb im weiteren Verlauf konstant. Die Ls stieg insgesamt hoch-signifikant 

von im Mittel 7,5 mm vor TAC-OP auf 8,2 mm acht Wochen nach TAC-OP an (GLM: 

p<0,001). Bei der Ld ließ sich im gleichen Zeitraum eine hoch-signifikante Zunahme von im 

Mittel 8,3 mm auf 9,0 mm feststellen (GLM: p<0,001). Vier Wochen nach TAC-OP waren 

Ls und Ld signifikant länger als nach Sham-OP (U-Test: p(Ls)=0,004, p(Ld)=0,007). Acht  

Wochen nach TAC-OP war dieser signifikante Unterschied nur noch bei Ls nachweisbar  

(U-Test: p(Ls)=0,015 p(Ld)=0,137), da wachstumsbedingt die Herzachse der Sham-Mäuse auch 

länger wurde (Ls von 7,4 mm auf 7,6 mm, Ld von 8,3 mm auf 8,7 mm). Die Längenzunahme 

nach Sham-OP war im Versuchsverlauf über acht Wochen aber statistisch nicht signifikant 

(GLM: p(Ls)=1, p(Ld)=0,274).  

3.4.4.2 Wanddicke des linken Ventrikels 

Eine TAC-OP führte bei RAGC-Mäusen zu einer deutlichen Hypertrophie der Vorder- und 

Hinterwand (Abbildung 17 C+D). Sowohl systolisch als auch diastolisch war die Vorder-

wand eine, vier und acht Wochen nach TAC-OP signifikant dicker als nach Sham-OP  

(U-Test: jeweils p<0,001). An der Hinterwand zeigten sich vergleichbare Veränderungen 

(Abbildung 43 C+D im Anhang). Zwischen vier und acht Wochen nach TAC-OP kam es in 

der Diastole zu einer weiteren signifikanten Zunahme der Vorderwanddicke (GLM: 

p=0,009). Diese Zunahme war systolisch nicht nachweisbar. Insgesamt nahm im Laufe des 

Versuches die AWThs hoch-signifikant von 0,6 mm vor OP auf 1,1 mm acht Wochen nach 

TAC-OP zu (GLM: p<0,001). Die AWThd stieg im selben Zeitraum hoch-signifikant von 

0,8 mm auf 1,3 mm (GLM: p<0,001). Bei den Sham-Mäusen ließ sich im Versuchszeitraum 

eine signifikante Dickenzunahme der Vorderwand in der Systole von 0,81 mm auf 0,99 mm 

nachweisen (p=0,005), die durch das Wachstum der Tiere zusammen mit dem OP- und 

Echokardiografie-Stress erklärbar ist. 

Anders als bei den B6J-Mäusen blieb die Kontraktilität der Vorderwand (AWTHF) nach 

TAC-OP bei RAGC-Mäusen im Laufe des Versuches von vor der OP zu acht Wochen nach 

OP unverändert (GLM: p=0,540, gezeigt in Abbildung 44 C im Anhang). Ein Rückgang der 

Kontraktilität ließ sich nur im Bereich der Hinterwand nachweisen (GLM: p=0,007), welche 
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aber im B-Mode in der Echokardiografie deutlich schlechter abgebildet ist als die Vorder-

wand und der Wert daher deutlich unzuverlässiger ist (Abbildung 44 D im Anhang). Präope-

rativ führte die Kontraktion des linken Ventrikels zu einer Dickenzunahme der Vorderwand 

von diastolisch im Mittel 0,64 mm auf systolisch 0,83 mm (entsprechend 21,9 %). Acht  

Wochen nach TAC-OP betrug die AWTHF noch 17,5 %. Die Kontraktilität des Myokards 

wurde also bei RAGC-Mäusen innerhalb von acht Wochen nach TAC-OP nicht signifikant 

schlechter (GLM: p=0,540). 

3.4.4.3 Pumpfunktion 

Die Pumpfunktion der RAGC-Mäuse blieb im Verlauf des Versuches konstant. Die  

Ejektionsfraktion (EF) lag vor OP bei im Mittel 38,4 % (Abbildung 17 F). Acht Woche nach 

TAC-OP betrug die EF 34,6 %. Diese Differenz war statistisch nicht signifikant (GLM: 

p=1). Die geringste EF wurde 4 vier Wochen nach TAC-OP mit einem Mittelwert von  

31,3 % gemessen. Auch FS (Abbildung 17 E) und FAS (nicht gezeigt) waren acht Wochen 

nach TAC-OP nicht signifikant schlechter als vor OP (GLM: jeweils p=1). Betrachtete man 

die Veränderung der EF in Abhängigkeit vom Ausgangswert, zeigte sich im Versuchsverlauf 

kein signifikanter Rückgang der EF (Abbildung 21 G, U-Test präoperativ zu 8 Wochen nach 

OP: p=0,08). 

Nach Sham-OP kam es zu keiner signifikanten Änderung der Pumpfunktion. Weder die EF 

noch die Verkürzungsfraktion des linken Ventrikels (FS) änderten sich im Zeitverlauf signi-

fikant (Kruskal-Wallis-Test: p(EF)=0,088 bzw. p(FS)=0,142). Nach TAC-OP stieg der Herzin-

dex (CI) von im Mittel 568,3 (ml/min)/g vor der OP auf 749,8 (ml/min)/g signifikant an 

(p=0,034), was gegen das Vorliegen einer relevanten Herzinsuffizienz spricht (Abbildung 45 

B im Anhang). Nach Sham-OP gab es keine Änderung des Herzindex im Zeitverlauf 

(p=0,793). 

3.4.4.4 Hypertrophieindex 

Bei RAGC-Mäusen ließ sich bereits eine Woche nach TAC-OP eine deutliche Hypertrophie 

nachweisen. Das Ventrikelgewicht bezogen auf das Körpergewicht (LWV/BW) war eine 

Woche nach TAC-OP im Vergleich zur Sham-OP signifikant höher (Abbildung 17 G). Im 

weiteren Zeitverlauf kam es zu einem weiteren signifikanten Anstieg des LWV/BW bis zu 

einem Wert von 8,03 mg/g acht Wochen nach TAC-OP. Eine Sham-OP führte hingegen zu 

keiner Hypertrophie (GLM Pre zu 8 Wo: p=1). 
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Abbildung 17 Echokardiografieparameter bei 
RAGC-Mäusen: (A) Länge der Herzachse von 
Aortenklappe bis Herzspitze in der Systole (Ls) 
und (B) Diastole (Ld), (C) Dicke der Vorderwand 
in der Systole (AWThs) und (D) Diastole 
(AWThd), (E) Verkürzungsfraktion (FS) des lin-
ken Ventrikels, (F) Ejektionsfraktion (EF) und (G) 
Ratio aus echokardiografisch geschätztem Ge-
wicht des linken Ventrikels und beim Echo gewo-
genen Körpergewicht (LVW/BW) vor sowie eine, 
vier und acht Wochen nach TAC- oder Sham-OP. 
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen und das Signifikanzniveau bei TAC gegen 
Sham im U-Test, im Zeitverlauf in der GLM 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Li-
nien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-
OP. Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen an-
gegeben. 
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3.4.5 Echokardiografie bei RAGN-Mäusen 

3.4.5.1 Länge der Herzachse 

Auch bei den RAGN-Mäusen resultierte eine TAC-OP in einer deutlichen Zunahme der 

Länge der Herzachse (Abbildung 18 A+B). Bereits eine Woche nach TAC-OP ließ sich eine 

signifikant längere Herzachse nachweisen als nach Sham-OP. Die Länge der Herzachse 

nahm im Verlauf zwischen einer und vier Wochen nach TAC-OP nochmals signifikant auf 

8,5 mm (Ls) bzw. 9,1 mm (Ld) zu und blieb danach konstant. Nach Sham-OP gab es keine 

Veränderungen im Versuchsverlauf (GLM Pre zu 8 Wo: p(Ls)=0,11, p(Ld)=0,59). 

3.4.5.2 Wanddicke des linken Ventrikels 

Eine TAC-OP führte innerhalb von eine Woche zu einer signifikanten Dickenzunahme der 

Vorderwand in der Systole und Diastole im Vergleich zur Sham-OP (Abbildung 18 C+D). 

Die Wanddicken blieben dann im weiteren Verlauf nahezu unverändert. Auch die Hinter-

wand zeigte nach einer Woche eine deutliche Hypertrophie (Abbildung 43 E+F im Anhang). 

Die Dickenzunahme der Vorderwand als Maß für die Kontraktilität (AWTHF, gezeigt in 

Abbildung 44 E im Anhang) sank im Verlauf signifikant von im Mittel 30 % vor der OP auf 

11,9 % acht Wochen nach TAC-OP (p=0,046) und war postoperativ zu allen Zeitpunkten 

nach TAC-OP signifikant geringer als nach Sham-OP. Auch die Kontraktilität der Hinter-

wand nahm im Versuchsverlauf signifikant ab (Abbildung 44 F im Anhang). 

3.4.5.3 Pumpfunktion 

Nach TAC-OP kam es schon innerhalb einer Woche zu einem signifikanten Abfall der 

Pumpfunktion des Herzens (Abbildung 18 E+F). Die EF sank von im Mittel 45 % vor OP 

auf 35 % eine Woche nach TAC-OP (p=0,004) und fiel im Verlauf zu vier Wochen nach 

TAC-OP noch weiter auf im Mittel 26 % ab (p=0,021). Der Unterschied zwischen TAC- 

und Sham-Mäusen bei EF und FS war eine Woche nach OP durch die recht geringe Fallzahl 

statistisch noch nicht signifikant. Signifikante Unterschiede zwischen TAC- und Sham-OP 

von EF und FS ließen sich nur vier und acht Wochen nach OP nachweisen. Der Herzindex 

(CI) zeigte nach TAC-OP keine relevanten Veränderungen im Zeitverlauf (GLM: p=0,597), 

was auch hier für das Vorliegen einer kompensierten Herzinsuffizienz spricht (Abbildung 45 

C im Anhang). 
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3.4.5.4 Hypertrophieindex 

RAGN-Mäuse entwickelten innerhalb einer Woche nach TAC-OP eine deutliche Hypertro-

phie. Das Ventrikelgewicht bezogen auf das Körpergewicht (LWV/BW) lag bereits eine  

Woche nach TAC-OP signifikant höher als nach Sham-OP (Abbildung 18 G). Im weiteren 

Verlauf kam es zwischen einer und vier Wochen zu einer signifikanten Zunahme der Hyper-

trophie. Acht Wochen nach TAC-OP lag das LVW/BW im Mittel bei 8,54 mg/g und zeigte 

auch zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Hypertrophie an. 
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Abbildung 18 Echokardiografieparameter bei 
RAGN-Mäusen: (A) Länge der Herzachse von 
Aortenklappe bis Herzspitze in der Systole (Ls) 
und (B) Diastole (Ld), (C) Dicke der Vorderwand 
in der Systole (AWThs) und (D) Diastole 
(AWThd), (E) Verkürzungsfraktion (FS) des lin-
ken Ventrikels, (F) Ejektionsfraktion (EF) und (G) 
Ratio aus echokardiografisch geschätztem Ge-
wicht des linken Ventrikels und beim Echo gewo-
genen Körpergewicht (LVW/BW) vor sowie eine, 
vier und acht Wochen nach TAC- oder Sham-OP. 
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen und das Signifikanzniveau bei TAC gegen 
Sham im U-Test, im Zeitverlauf in der GLM 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Li-
nien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-
OP. Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen an-
gegeben. 
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3.4.6 Vergleich der Stämme 

3.4.6.1 Länge der Herzachse 

Bei allen drei untersuchten Stämmen resultierte eine TAC-OP in einer deutlichen Zunahme 

der Länge der Herzachse des linken Ventrikels (Abbildung 19 A+B). Diese Zunahme war 

bei den RAGN-Mäusen im Gegensatz zu B6J- und RAGC-Mäusen bereits eine Woche nach 

TAC-OP nachzuweisen. Im Zeitverlauf von einer zu vier Wochen nach TAC-OP kam es bei 

allen drei Stämmen zu einer Verlängerung der Herzachse in Systole und Diastole. Sowohl 

eine als auch vier Wochen nach TAC-OP war die Länge der Herzachse bei den B6J-Mäusen 

signifikant kürzer als bei den immundefizienten Mäusen. Berücksichtigt man, dass die 

Herzachse der RAGC-Mäuse schon vor OP signifikant länger war als die der anderen 

Stämme und betrachtet man die individuellen Längenzunahmen der Herzachse (Abbildung 

21 A+B), zeigt sich, dass es zwischen RAGC- und B6J-Mäusen keinen Unterschied in der 

Längenzunahme der Herzachse gab und die nachweisbaren absoluten Längenunterschiede 

nur dadurch begründet waren, dass die Herzachse der RAGC-Mäuse von Anfang an länger 

war. Die individuelle Längenzunahme der Herzachse der RAGN-Mäuse hingegen war eine 

Woche nach TAC-OP systolisch und diastolisch signifikant stärker als die der RAGC- und 

B6J-Mäuse. Im Zeitverlauf zwischen vier und acht Wochen nach TAC-OP kam es vor allem 

bei den B6J-Mäusen zu einer weiteren Zunahme der Länge der Herzachse des linken Ventri-

kels, sodass es acht Wochen nach TAC-OP keine Unterschiede in der Länge der Herzachse 

zwischen den Stämmen mehr gab und bei allen drei Stämmen eine Verlängerung der 

Herzachse festzustellen war. 

In den Kontrollgruppen waren Ls und Ld bei den RAGC-Mäusen signifikant länger als die 

der anderen beiden Stämme. Beide änderten ihre Länge im Zeitverlauf des Versuches aber 

nicht signifikant (Kruskal-Wallis: p(Ls)=0,903, p(Ld)=0,489), dieser Unterschied ist daher auch 

nicht relevant. Auch die Herzachse der RAGN-Mäuse änderte sich im Zeitverlauf nicht sig-

nifikant (Kruskal-Wallis: p(Ls)=0,118, p(Ld)=0,227). Lediglich die Herzachse der B6J-Mäuse 

nahm im Zeitverlauf gering signifikant, aber nicht relevant von 6,9 mm auf 7,6 mm (Ls) bzw. 

von 8,3 mm auf 8,6 mm (Ld) zu (Kruskal-Wallis-Test: p(Ls)=0,012, p(Ld)=0,002). 

3.4.6.2 Wanddicke des linken Ventrikels 

Alle drei untersuchten Stämme entwickelten innerhalb von einer Woche nach TAC-OP eine 

deutliche Hypertrophie der Vorder- und Hinterwand des linken Ventrikels (Abbildung 19 

C+D sowie Abbildung 43 im Anhang). Vier Wochen nach TAC-OP war die Vorderwand 

der B6J-Mäuse in der Systole und Diastole sowie die Hinterwand in der Diastole signifikant 
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dicker als die der immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäuse. Acht Wochen nach TAC-

OP waren Vorder- und Hinterwand der RAGN-Mäuse in der Systole signifikant dünner als 

die der B6J-Mäuse. Zwischen B6J- und RAGC-Mäusen waren zu diesem Zeitpunkt keine 

Unterschiede in den Wanddicken der Ventrikel mehr nachzuweisen. Um der Tatsache Rech-

nung zu tragen, dass die Wanddicken der Stämme vor OP nicht identisch waren, wurde  

zusätzlich die individuelle Veränderung der Wanddicke für jede Maus einzeln untersucht und 

ausgewertet. Hierbei zeigten sich keine von den Absolutwerten abweichenden Ergebnisse 

(Abbildung 21 C+D, Hinterwand nicht gezeigt). Die Immundefizienz der RAGC- und 

RAGN-Mäuse scheint einen vorrübergehenden Schutz vor einer Progression der Hypertro-

phie vier Wochen nach TAC-OP zu bieten. Im längeren Zeitverlauf aber kommt es auch bei 

den immundefizienten Tieren zu Ausbildung einer mit immunkompetenten Mäusen ver-

gleichbaren Hypertrophie. 

In den Kontrollgruppen nach Sham-OP hatten die B6J-Mäuse tendenziell eine etwas dickere 

Ventrikelwand als die immundefizienten Tiere. Bei B6J- und RAGC-Mäusen kam es mut-

maßlich wachstumsbedingt systolisch zu einer geringen Zunahme der Vorderwanddicke. Im 

Vergleich zu der deutlichen Dickenzunahme nach TAC-OP sind diese Änderungen aller-

dings zu vernachlässigen. 

3.4.6.3 Ventrikeldimensionen 

Eine TAC-OP führte bei B6J-Mäusen innerhalb einer Woche zu einer signifikanten Verklei-

nerung des Innendurchmessers des linken Ventrikels in der Diastole (LVIDd) von im Mittel 

4 mm auf 3,8 mm (Abbildung 20 C). Auch die Innenfläche des linken Ventrikels in der  

Diastole (Aread) sank von 11,8 mm2 vor auf 11 mm2 eine Woche nach TAC-OP (Abbildung 

20 E). Bei beiden Werten bestand ein signifikanter Unterschied zur Sham-OP-Gruppe. Im 

Zeitverlauf von einer zu vier Wochen nach TAC-OP vergrößerte sich der Durchmesser des 

linken Ventrikels hoch-signifikant auf im Mittel 4,1 mm und war damit quasi gleich lang wie 

nach Sham-OP. Vier Wochen später (acht Wochen nach TAC-OP) war der linke Ventrikel 

der B6J-Mäuse nun deutlich dilatiert. Der LVIDd betrug im Mittel 4,4 mm, die Aread  

15,1 mm2. Eine analoge Entwicklung ließ sich auch beim LVIDs feststellen (Abbildung 20 

A). Dieser stieg im Verlauf des Versuches von im Mittel 3,2 mm vor OP auf 3,9 mm acht 

Wochen nach TAC-OP (GLM: p<0,001). Auch die Zunahmen von LVIDd und Aread im 

Verlauf des Versuches waren hoch-signifikant (GLM: p(LVIDd)<0,001, p(Aread)<0,001). Ähnliche 

Befunde würde man bei einer konzentrischen Hypertrophie nach einer Woche erwarten kön-

nen, die in eine exzentrische Hypertrophie übergeht. Entsprechende Veränderungen fanden 

sich auch an der Vorderwand (Kapitel 3.4.3.2). Bei den immundefizienten RAGN-Mäusen 
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kam es über die Zeit von vor der OP zu acht Wochen nach TAC-OP zu einer Zunahme des 

LVIDs von 3,3 mm auf 4,3 mm (GLM: p=0,001) bzw. des LVIDd von 4,2 mm auf 4,6 mm 

(GLM: p=0,580). Die Aread stieg deutlich von 12,3 mm2 auf 17 mm2 (GLM: p=0<0,001) 

und zeigte eine Dilatation des linken Ventrikels an (Abbildung 46 A+B+D im Anhang). 

Anders als bei B6J- und RAGN-Mäusen kam es bei RAGC-Mäusen im Versuchsverlauf zu 

keiner Zunahme des Ventrikeldurchmessers des linken Ventrikels (Abbildung 20 B+D+F). 

Weder bei der LVIDs (GLM: p=0,504) noch bei der LVIDd (GLM: p=1) ließ sich eine 

signifikante Zunahme dieser Dilatationsparameter feststellen. Lediglich die Aread nahm mi-

nimal zu (GLM: p=0,026). Die RAGC-Mäuse zeigten also keine Dilatation nach TAC-OP. 

3.4.6.4 Pumpfunktion 

Vor OP war die Pumpfunktion der RAGN-Mäuse signifikant besser als die der anderen bei-

den Stämme (Abbildung 19 E+F). Eine Woche nach TAC-OP stieg die Pumpfunktion der 

B6J-Mäuse signifikant an (Abbildung 16 E+F), während sie bei den RAGC-Mäusen unver-

ändert blieb (Abbildung 17 E+F) und sich bei den RAGN-Mäusen signifikant verschlech-

terte (Abbildung 18 E+F). Vier Wochen nach TAC-OP waren EF und FS der RAGN-Mäuse 

signifikant geringer als bei B6J- und RAGC-Mäusen. Im Zeitverlauf von vier zu acht Wochen 

nach TAC-OP kam es zu einer erneuten Abnahme der Pumpfunktion bei den B6J- und 

RAGN-Mäusen (Abbildung 16 E+F und Abbildung 18 E+F). Acht Wochen nach TAC-OP 

betrug die EF der RAGC-Mäuse im Mittel 34,6 % und war damit höher als bei B6J-Mäusen 

(28,1 %) und RAGN-Mäusen (21,5 %). Der Unterschied zwischen RAGC- und RAGN-

Mäusen war signifikant (U-Test: p=0,007), während der Unterschied zwischen RAGC- und 

B6J-Mäusen knapp nicht signifikant war (U-Test: p=0,099, Abbildung 19 E+F). Berücksich-

tigt man die präoperativ bessere Pumpfunktion der RAGN-Mäuse und analysiert die indivi-

duellen Veränderungen der Tiere, so war die Pumpfunktion der RAGN-Mäuse zu allen ge-

messenen Zeitpunkten nach TAC-OP signifikant schlechter als bei beiden anderen Stämmen 

(Abbildung 21 G). Die Abnahme der Pumpfunktion war bei den RAGN-Mäusen im Zeit-

verlauf am stärksten.  

Anders als bei den RAGN- und B6J-Mäusen kam es bei den RACG-Mäusen im Verlauf des 

gesamten Versuches nicht zu einer signifikanten Verschlechterung der Pumpfunktion – we-

der absolut gemessen noch relativ gemessen (Kapitel 3.4.4.3). Der Herzindex der RAGC-

Mäuse als Maß für die Auswurfleistung des Herzens stieg bei den RAGC-Mäusen im Verlauf 

der Zeit sogar signifikant an, während er bei B6J- und RAGN-Mäusen konstant blieb (Ab-

bildung 45 im Anhang). 
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Präoperativ sowie eine und vier Wochen nach Sham-OP hatten die RAGN-Mäuse tenden-

ziell eine bessere Pumpfunktion als die anderen beiden Stämme. Im Zeitverlauf blieb die 

Pumpfunktion aller drei Mausstämme nach Sham-OP annähernd konstant (Kruskal-Wallis-

Test der EF: p(B6J)=0,041, p(RAGC)=0,088, p(RAGN)=0,808). 
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Abbildung 19 Echokardiografieparameter im Vergleich der Stämme: (A) Länge der Herzachse von Aorten-
klappe bis Herzspitze in der Systole (Ls) und (B) in der Diastole (Ld), (C) Dicke der Vorderwand in der 
Systole (AWThs) und (D) Diastole (AWThd), (E) Verkürzungsfraktion (FS) des linken Ventrikels, (F) Ejek-
tionsfraktion (EF) vor sowie eine, vier und acht Wochen nach TAC- oder Sham-OP. Gezeigt sind die Mit-
telwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test (Ausnahme B6J vs RAGC 8 Wo-
chen nach Sham-OP, da T-Test) im Vergleich der Stämme miteinander (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen betragen mindestens 
(angegeben als B6J Sham/B6J TAC/RAGC Sham/RAGC TAC/RAGN Sham/RAGN TAC): Pre: 
44/66/22/35/15/16, 1 Wo: 42/59/21/34/15/16, 4 Wo: 24/36/12/22/15/15, 8 Wo: 19/24/12/16/15/9. 
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Abbildung 20 Ventrikeldimensionen in der Echokardiografie: Durchmesser des linken Ventrikels in der (A) 
Systole (LVIDs) und (C) Diastole (LVIDd) sowie (E) diastolische Innenfläche des linken Ventrikels (Aread) 
bei B6J-Mäusen bzw. RAGC-Mäusen (B+D+F) im Zeitverlauf nach OP. Zusätzlich abgebildet sind LVIDd 
und Aread eine Woche nach OP im Vergleich zwischen B6J-, RAGC- und RAGN-Mäusen (G+H). Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test (n.s.=p>0,05, *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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Abbildung 21 Relative Veränderungen in der Echokardiografie: (A) Länge der Herzachse von Aortenklappe 
bis Herzspitze in der Systole (Ls) und (B) Diastole (Ld), (C) Dicke der Vorderwand in der Systole (AWThs) 
und (D) Diastole (AWThd), (E) diastolischer Durchmesser des linken Ventrikels (LVIDd) und (F) diastoli-
sche Innenfläche des linken Ventrikels (Aread), (G) Ejektionsfraktion (EF) sowie (H) Ratio aus echokardio-
grafisch geschätztem Gewicht des linken Ventrikels und beim Echo gewogenen Körpergewicht (LVW/BW) 
eine, vier und acht Wochen nach TAC-OP im Verhältnis zum Ausgangswert. Gezeigt sind die Mittelwerte 
mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test im Vergleich der Stämme miteinander 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Die Fallzahlen betragen mindestens (angegeben als B6J Sham/B6J 
TAC/RAGC Sham/RAGC TAC/RAGN Sham/RAGN TAC): Pre: 44/66/22/35/15/16, 1 Wo: 
42/59/21/34/15/16, 4 Wo: 24/36/12/22/15/15, 8 Wo 19/24/12/16/15/9. 
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3.5 Hypertrophieentwicklung  

Die Entwicklung einer Hypertrophie nach TAC-OP zeigte sich durch die Zunahme des 

Ventrikelgewichts. Dieses wurde sowohl echokardiografisch geschätzt als auch bei der Prä-

paration der Mäuse durch Wiegen der Ventrikel direkt bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit 

bei individuellen Schwankungen der Körpergröße und des Körpergewichts zu gewährleisten, 

wurde das Ventrikelgewicht durch das Körpergewicht der Maus dividiert und das Ergebnis 

als Ratio zwischen Ventrikel- und Körpergewicht angegeben (Kapitel 3.1.4). 

3.5.1 Echokardiografisch geschätzte Hypertrophie 

Nach TAC-OP ließ sich in der Echokardio-

grafie bei allen drei Stämmen die Entwick-

lung einer Hypertrophie nachweisen (Abbil-

dung 22). Dabei gab es zu keinem Untersu-

chungszeitpunkt Unterschiede zwischen 

den drei eingesetzten Stämmen. Auch bei 

Analyse der individuellen Veränderungen 

bezogen auf den individuellen Ausgangs-

wert vor OP ergaben sich keine Unter-

schiede zwischen den Stämmen (Abbildung 

21 H). In den Kontrollgruppen lag das echo-

kardiografisch geschätzte Gewicht des lin-

ken Ventrikels bezogen auf das bei der 

Echokardiografie gewogene Körpergewicht 

der Maus (LVW/BW) bei den B6J-Mäusen 

zu allen Zeitpunkten etwas höher als bei bei-

den immundefizienten Mausstämmen. Bei 

fehlendem Unterschied zwischen den Mäu-

sen nach TAC-OP blieb dieses aber ohne 

Relevanz. 

 

 

Abbildung 22 Echokardiografischer Hypertrophie-
parameter LVW/BW: Ratio aus echokardiografisch 
geschätztem Gewicht des linken Ventrikels und dem 
bei der Echokardiografie gewogenen Körpergewicht 
(LVW/BW) im Vergleich der Stämme vor sowie 
eine, vier und acht Wochen nach TAC- oder Sham-
OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen sowie das Signifikanzniveau im U-Test im 
Vergleich der Stämme miteinander (*p<0,05, 
**p<0,01). Gestrichelte Linien zeigen signifikante 
Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen sind 
unter den Säulen angegeben. 

 

3.5.2 Hypertrophie bei Präparation 

Bei der Präparation wurden die Tiere gewogen und das Gewicht des linken Ventrikels und 

des gesamten Herzes bestimmt. Zur Normierung des Herzgewichts auf die individuelle 

Größe des Tieres wurde das Körpergewicht der Maus herangezogen, da die Herzgröße im 
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Normalfall direkt mit der Tiergröße zusammenhängt. Größere und schwerere Tiere benöti-

gen ein größeres Herz als kleinere Tiere, um das nötige Herzzeitvolumen zur Verfügung zu 

stellen. Aufgrund der noch stattfindenden Gewichtszunahme der Tiere bei fehlendem Län-

genwachstum, wurde das Körpergewicht als Normgröße anstelle der Tibialänge gewählt, die 

im Verlauf nicht länger wurde (Kapitel 3.1.4). Die Tibialänge wurde als alternative Bezugs-

größe ebenfalls untersucht, zeigte aber keine prinzipiell abweichenden Resultate. Auf die 

Darstellung dieser Abbildungen wurde daher verzichtet. 

3.5.2.1 Hypertrophie bei B6J-Mäusen 

Eine TAC-OP führte bei B6J-Mäusen schon innerhalb von 1-3 Tagen zu einer hoch-signifi-

kanten Hypertrophie des Myokards, angezeigt durch eine Zunahme des Ventrikelgewichts 

bezogen auf das Körpergewicht der Maus (VW/BW, Abbildung 23 A). Eine Woche nach 

TAC-OP war die VW/BW nicht höher als drei Tage nach OP. Im Intervall von einer zu vier 

Wochen nach TAC-OP kam es dann zu einer weiteren Zunahme des VW/BW auf 10,3 mg/g 

als Zeichen für ein Fortschreiten der Hypertrophie (U-Test: p<0,001). Im Intervall von vier 

zu zehn Wochen nach TAC-OP nahm das VW/BW nicht mehr zu.  

Nach Sham-OP kam es im Verlauf des Versuches zu keiner relevanten Änderung des  

Ventrikelgewichts. 1-3 Tage nach Sham-OP betrug das Ventrikelgewicht im Mittel 101 mg, 

10 Wochen nach OP 104 mg (Abbildung 45 D im Anhang). Aufgrund der Zunahme des 

Körpergewichts im Zeitverlauf (Kapitel 3.1.2) sank jedoch die VW/BW im Verlauf von im 

Mittel 5,3 mg/g 1-3 Tage nach OP auf 4,7 mg/g zehn Wochen nach OP. Der Rückgang der 

VW/BW von einer zu zehn Wochen, sowie vier zu zehn Wochen nach OP war statistisch 

signifikant (U-Test: p=0,003 bzw. p=0,005), ist aber aufgrund der Gewichtszunahme hinrei-

chend erklärt und nicht relevant.  

3.5.2.2 Hypertrophie bei RAGC-Mäusen 

Genau wie bei den Wildtyp-Mäusen kam es bei den immundefizienten RAGC-Mäusen  

innerhalb einer Woche nach TAC-OP zu einer hoch-signifikanten Zunahme des VW/BW 

im Vergleich zur Sham-OP im Sinne einer Hypertrophieentwicklung (Abbildung 23 B). Die 

Hypertrophie war bei RAGC-Mäusen zehn Wochen nach TAC-OP signifikant stärker als 

eine Woche nach TAC-OP (U-Test: p=0,0017).  

3.5.2.3 Vergleich der Hypertrophie nach TAC-OP 

In der Hypertrophieentwicklung nach TAC-OP gab es weder eine noch zehn Wochen nach 

OP einen Unterschied zwischen B6J- und RAGC-Mäusen (Abbildung 23 C). Auch unter 

Einbeziehung der RAGN-Mäuse zehn Wochen nach TAC-OP zeigte sich kein signifikanter 
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Unterschied in der Hypertrophie zwischen den drei Stämmen (Abbildung 23 D). Zehn  

Wochen nach Sham-OP lag das VW/BW der RAGN-Mäuse signifikant höher als das der 

B6J-Mäuse. Dieser Unterschied war auf ein leicht verschiedenes Körpergewicht zurückzu-

führen (Kapitel 3.1.2). Beim Ventrikelgewicht der 3 Stämme gab es weder nach TAC- noch 

nach Sham-OP einen signifikanten Unterschied zwischen den drei Stämmen (Abbildung 45 

D im Anhang, Kruskal-Wallis-Test: p(Sham)=0,389, p(TAC)=0,885). 
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Abbildung 23 Hypertrophieentwicklung (VW/BW): Hypertrophieentwicklung als Ratio zwischen Ventrikel-
gewicht und Körpergewicht VW/BW bei (A) B6J- und (B) RAGC-Mäusen im Zeitverlauf nach OP, (C) im 
Vergleich zwischen B6J- und RAGC-Mäusen 1 und 10 Wochen nach OP sowie (D) im Vergleich von B6J- 
und RAGC- mit RAGN-Mäusen 10 Wochen nach OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen und das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen sig-
nifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 

3.6 Fibrose 

Eine TAC-OP führte bei allen drei Mausstämmen zu einer deutlichen Fibrosierung des Myo-

kards (Abbildung 25 A+C+H) im Vergleich zur Sham-OP (Abbildung 25 B+D). Es entwi-

ckelte sich sowohl eine perivaskuläre (Abbildung 25 E) als auch eine interstitielle Fibrose 

(Abbildung 25 F). Der Anteil der Fibrose im Myokard wurde im Zeitverlauf nach TAC- oder 

Sham-OP als Anteil der gesamten Querschnittsfläche des Myokards bestimmt. Weitere  

Detailaufnahmen finden sich im Anhang in Abbildung 47. 
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3.6.1 Fibrose nach TAC-OP bei B6J-Mäusen 

Bei B6J-Mäusen resultierte eine TAC-OP in einer deutlichen Fibrosierung des Myokards 

(Abbildung 24 A). Schon 1-3 Tage nach OP war der Anteil der Fibrose nach TAC-OP mit 

im Mittel 12,7 % signifikant höher als nach Sham-OP. Der Anteil der Fibrose blieb im wei-

teren Zeitverlauf dann konstant (Kruskal-Wallis-Test: (p=0,484). 1-3 Tage nach Sham-OP 

betrug der Anteil der Fibrose im Myokard im Mittel 5,4 % und änderte sich im Zeitverlauf 

nicht (Kruskal-Wallis-Test: p=0,368). 

3.6.2 Fibrose nach TAC-OP bei RAGC- und RAGN-Mäusen 

Auch bei den immundefizienten RAGC- (Abbildung 24 B) und RAGN-Mäusen (Abbildung 

24 C) führte eine TAC-OP zu einer signifikanten Erhöhung des Fibroseanteils im Myokard 

im Vergleich zur Sham-OP. Der Fibroseanteil betrug zehn Wochen nach TAC-OP bei den 

RAGC-Mäusen im Mittel 14,9 % bzw. 18,1 % bei den RAGN-Mäusen. Zehn Wochen nach 

TAC-OP ließ sich bei den RAGC-Mäusen signifikant weniger Kollagen im Myokard nach-

weisen als eine Woche nach TAC-OP (p=0,012). 

3.6.3 Vergleich der Fibrose nach TAC-OP  

Im Vergleich zwischen immunkompetenten B6J- und immundefizienten RAGC-Mäusen 

(Abbildung 24 D) lag der Fibroseanteil im Myokard bei den RAGC-Mäusen eine Woche 

nach TAC-OP mit im Mittel 22,4 % signifikant höher als bei den B6J-Mäusen mit im Mittel 

15,9 % (U-Test: p=0,031). Zehn Wochen nach TAC-OP war dieser signifikante Unterschied 

nicht mehr nachweisbar, der Anteil der Fibrose im Myokard überlebender Tiere war bei bei-

den Stämmen sogar tendenziell geringer als eine Woche nach TAC-OP. 

Durch Einbeziehung der RAGN-Mäuse kann der Einfluss der NK-Zellen und ILCs ohne 

Einflüsse der B- und T-Zellen ermittelt werden. Wie in Abbildung 24 E zu sehen, hatten die 

RAGN-Mäuse zehn Wochen nach TAC-OP mit im Mittel 18,1 % einen höheren Fibrosean-

teil im Myokard als RAGC- und B6J-Mäuse. Sowohl der Kruskal-Wallis-Test (p=0,148) als 

auch separate U-Tests zeigen jedoch keinen signifikanten Unterschied im Anteil der Fibrose 

nach TAC-OP zwischen den Stämmen. Bei den Sham-Tieren gab es zehn Wochen nach OP 

ebenfalls keinen Unterschied im Fibroseanteil zwischen den drei Stämmen (Kruskal-Wallis-

Test: p=0,347). NK-Zellen und ILCs scheinen folglich keinen fördernden, sondern in der 

Frühphase nach TAC-OP eher einen bremsenden Einfluss auf die Entwicklung einer myo-

kardialen Fibrose zu haben. 
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Abbildung 24 Fibroseanteil im Myokard: Fibrosean-
teil im Myokard nach TAC- und Sham-OP (A) bei 
B6J-, (B) bei RAGC- und (C) bei RAGN-Mäusen 
und (D) im Vergleich zwischen B6J- und RAGC-
Mäusen 1 und 10 Wochen nach OP sowie (E) im 
Vergleich zwischen B6J-, RAGC- und RAGN-Mäu-
sen 10 Wochen nach OP. Gezeigt sind die Mittel-
werte mit Standardabweichungen und das Signifi-
kanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säu-
len angegeben. 
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Abbildung 25 Fibrose im Myokard (Pikro-Siriusrot-Färbung): Übersichtsaufnahme aus dem Myokard einer 
B6J-Maus nach (A) TAC- bzw. (B) Sham-OP sowie entsprechende Bilder einer RAGC-Maus (C+D). Bei der 
RAGC-Maus nach TAC-OP sind zwei Areale markiert und in der Zeile darunter als Ausschnittsvergrößerun-
gen wiedergegeben. (E) zeigt ein Areal mit perivaskulärer Fibrose, (F) ein Areal mit interstitieller Fibrose. (G) 
zeigt einen Ausschnitt aus dem Myokard einer B6J-Maus drei Tage nach TAC-OP mit deutlicher Fibrosierung, 
in (H) ist eine Übersichtsaufnahme einer RAGN-Maus nach TAC-OP dargestellt. Die Größenmaßstäbe sind 
rechts unten in den Ecken der Bilder angegeben. 
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Abbildung 26 Infiltration von T-Zellen in das Fibroseareal: Präparatfoto korrespondierender Myokardareale 
einer B6J-Maus nach TAC-OP in (A) Pikro-Siriusrot-Färbung und (B) immunhistochemischer Färbung gegen 
den T-Zell-Marker CD3. Ein etwa identischer Abschnitt ist in (A) und (B) markiert und in (C) und (D) in 
höherer Vergrößerung dargestellt. CD3-positive Zellen sind in (D) mit Pfeilspitzen markiert. Man sieht eine 
deutliche Infiltration im Fibroseareal. Die Größenmaßstäbe sind angegeben.  

 

  

Abbildung 27 Isotyp- und Negativkontrollen: Isotyp- (links) und Negativkontrollen (rechts) zu den immun-
histochemischen Färbungen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen. Die Fallzahlen sind 
unterhalb der Säulen angegeben. 
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3.7 Infiltration von Immunzellen 

Eine mögliche Infiltration von Immunzellen wurde mittels Immunhistochemie nachgewie-

sen. Die immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäuse besitzen keine B- und T-Zellen. Im 

Gegensatz zu den B6J-Mäusen (Abbildung 28 A) ließen sich bei ihnen erwartungsgemäß 

diese Zellen nicht nachweisen (Abbildung 27 (rechts) sowie Abbildung 29 A). Durchgeführte 

Isotypkontrollen ergaben keinen Hinweis auf eine relevante unspezifische Bindung der ein-

gesetzten Antikörper (Abbildung 27 (links), Abbildung 28 B und Abbildung 29 B). Der An-

teil der B220-positiven Zellen war allerdings bei RAGC-Mäusen etwas höher als der durch 

die Isotypkontrolle angefärbten Zellen, was durch dendritische Zellen im Myokard erklärbar 

ist, von denen ebenfalls einige Subpopulationen B220 auf ihrer Zelloberfläche tragen können 

(Zheng et al. 2010). 
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A 
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 Abbildung 28 CD3-Färbung und Isotyp-
kontrolle bei einer B6J-Maus: Ausschnitt aus 
dem Myokard nach immunhistochemischer Fär-
bung gegen CD3 einer B6J-Maus (A) sowie eine 
IgG1-Isotypkontrolle einer anderen B6J-Maus 
(B). Positive Zellen nach CD3-Fäbrung sind mit 
Pfeilspitzen markiert. Der Größenmaßstab ist 
angegeben. 

 Abbildung 29 CD3-Färbung und Isotyp-
kontrolle bei einer RAGC-Maus: Ausschnitt aus 
dem Myokard nach immunhistochemischer 
Färbung gegen CD3 einer immundefizienten 
RAGC-Maus (A) sowie die entsprechende 
IgG1-Isotypkontrolle (B). Es waren keine posi-
tiven Zellen nachweisbar. Der Größenmaßstab 
ist angegeben. 
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3.7.1 Infiltration von CD45-positiven Zellen nach TAC-OP 

Das CD45-Antigen ist ein Glykoprotein auf der Zellmembran aller hämatopoetischen Zellen 

mit Ausnahme reifer Erythrozyten. Es eignet sich daher sehr gut, um aus dem Blut in das 

Myokard eingewanderte Immunzellen nachzuweisen. Nach TAC-OP kam es zu einer deut-

lichen, flächenhaften Infiltration CD45-positiver Zellen in das Myokard (Abbildung 30 

D+E+G), während nach Sham-OP nur einzelne CD45-positive Zellen im Myokard nach-

weisbar waren (Abbildung 30 F+H). 

3.7.1.1 Infiltration von CD45-positiven Zellen nach TAC-OP bei B6J-Mäusen 

Wie in Abbildung 30 A gezeigt, ließen sich eine und zehn Wochen nach TAC-OP signifikant 

mehr hämatopoetische Zellen im Myokard nachweisen als nach Sham-OP (U-Test:  

p(1 Wo)<0,001 bzw. p(10 Wo)=0,001). Die Anzahl der hämatopoetischen Zellen im Myokard war 

eine Woche nach TAC-OP mit im Mittel 1068 Zellen/mm2 signifikant höher als zehn  

Wochen nach TAC-OP (591 Zellen/mm2, U-Test: p=0,025). Auch in den Kontroll-Tieren 

ließen sich im Myokard CD45-positive Zellen nachweisen. Ihre Anzahl lag aber mit im Mittel 

203 Zellen/mm2 eine Woche bzw. 217 Zellen/mm2 zehn Wochen nach Sham-OP deutlich 

unter derer nach TAC-OP. Nach Sham-OP ließ sich keine Änderung der Infiltration häma-

topoetischer Zellen zwischen einer und zehn Wochen nachweisen (U-Test: p=0,960). 

3.7.1.2 Infiltration von CD45-positiven Zellen nach TAC-OP bei RAGC-Mäusen 

Auch bei den immundefizienten RAGC-Mäusen kam es nach TAC-OP zu einer Infiltration 

von CD45-positiven Zellen in das Myokard (Abbildung 30 B). Sowohl eine als auch zehn 

Wochen nach TAC-OP zeigte sich eine signifikant höhere Zahl von CD45-positiven Zellen 

im Myokard als nach Sham-OP (U-Test: p=0,001 bzw. p=0,004). Eine Woche nach TAC-

OP waren mit im Mittel 1106 Zellen/mm2 signifikant mehr CD45-positive Zellen im Myo-

kard nachweisbar als zehn Wochen nach OP (640 Zellen/mm2, p=0,040). Nach Sham-OP 

lag die Anzahl CD45-positiver Zellen im Myokard nach einer Woche bei 236 Zellen/mm2 

und änderte sich im Zeitverlauf zu zehn Wochen nicht relevant (U-Test: p=0,320). 

3.7.1.3 Vergleich der Infiltration von CD45-positiven Zellen nach TAC-OP 

Im Vergleich der Infiltration CD45-positiver Zellen nach TAC-OP zwischen immundefizi-

enten RAGC- und immunkompetenten B6J-Mäusen (Abbildung 30 C) zeigte sich weder eine 

noch zehn Wochen nach OP ein signifikanter Unterschied zwischen den Stämmen (U-Test: 

p=0,923 bzw. p=0,939). Auch nach Sham-OP ließen sich eine und zehn Wochen nach OP 

bei Vergleich beider Stämme keine signifikanten Unterschiede feststellen (U-Test: p=0,700 

bzw. p=0,258). Bei beiden Stämmen kam es im Verlauf von einer zu zehn Wochen nach 
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TAC-OP zu einem signifikanten Rückgang der Infiltration von Immunzellen. Eine TAC-OP 

scheint folglich vor allem in der Frühphase einen deutlichen entzündlichen Prozess auszulö-

sen.  

Aufgrund der fehlenden Unterschiede zwischen den Stämmen liegt es daher nahe, dass zah-

lenmäßig vor allem Zellen des angeborenen Immunsystems in das Myokard infiltrieren, die 

auch bei den immundefizienten RAGC-Tieren vorhanden sind. 
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Abbildung 30 Infiltration CD45-positiver Zellen ins Myokard: Infiltration CD45-positiver Zellen ins Myo-
kard (A) bei B6J-Mäusen, (B) bei RAGC-Mäusen eine und zehn Wochen nach TAC- oder Sham-OP sowie 
(C) im Vergleich der Stämme. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen sowie das Signifi-
kanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angege-
ben. Übersichtsaufnahme eines Myokardpräparates einer B6J- bzw. RAGC-Maus nach TAC-OP (D+E) so-
wie einer RAGC-Maus nach Sham-OP (F) und entsprechend gekennzeichnete Ausschnittsvergrößerungen 
(G+H). Man sieht braune Infiltrationsareale nach TAC-OP sowie einzelne positive Zellen nach Sham-OP 
(Pfeilspitzen). Die Größenmaßstäbe sind angegeben. 

G 

H 
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3.7.2 Infiltration von F4/80-positiven Zellen nach TAC-OP 

F4/80 ist ein Protein auf der Zelloberfläche von Makrophagen. Neben Makrophagen kön-

nen auch Monozyten und Subtypen dendritischer Zellen F4/80 exprimieren. In der durch-

geführten immunhistochemischen Färbung diente F4/80 als Marker für Makrophagen. Bei-

spielaufnahmen sind in Abbildung 31 gezeigt. Vor allem in Fibrosearealen ließen sich viele 

F4/80-positive Zellen nachweisen (Abbildung 31 C). 

3.7.2.1 Infiltration von F4/80-positiven Zellen nach TAC-OP bei B6J-Mäusen 

Abbildung 32 A zeigt die Infiltration von F4/80-positiven Zellen in das Myokard bei B6J-

Mäusen. Nach TAC-OP ließen sich signifikant mehr F4/80-positive Zellen im Myokard 

nachweisen als nach Sham-OP. Das Maximum der Infiltration wurde direkt nach OP erreicht 

und sank von im Mittel 5,7 Zellen/mm2 1-3 Tage nach TAC-OP über 3,4 Zellen/mm2 eine 

Woche nach TAC-OP auf 1,7 Zellen/mm2 zehn Wochen nach TAC-OP ab. Der Rückgang 

der Infiltration von einer Woche zu vier Wochen nach TAC-OP sowie von einer zu zehn 

Wochen nach TAC-OP war signifikant (U-Test: p=0,003 bzw. p=0,006). 

1-3 Tage nach Sham-OP ließ sich mit im Mittel 1,4 Zellen/mm2 eine höhere Anzahl an 

F4/80-positiven Zellen im Myokard nachweisen als eine Woche postoperativ  

(0,4 Zellen/mm2). Dieser Abfall im Zeitverlauf war statistisch signifikant (U-Test: p=0,005) 

und ist möglicherweise mit einer Reaktion des Immunsystems auf die Verletzung des umlie-

genden Gewebes durch die OP vereinbar, die nach einer Woche abgeklungen war. 

3.7.2.2 Infiltration von F4/80-positiven Zellen nach TAC-OP bei immundefizienten 

Mäusen 

Auch bei den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen kam es nach TAC-OP zu einer 

deutlichen Infiltration von F4/80-positiven Zellen in das Myokard. Eine Woche nach TAC-

OP ließen sich bei den RAGC-Mäusen (Abbildung 32 B) deutlich mehr F4/80-positive Zel-

len im Myokard nachweisen als nach Sham-OP (U-Test: p=0,007). Zehn Wochen nach OP 

hingegen hatte sich die Zahl der F4/80-positiven Zellen im Myokard nach TAC- und Sham-

OP angenähert und war nach TAC-OP nicht mehr signifikant höher als nach Sham-OP  

(U-Test: p=0,186). Im Zeitverlauf zwischen einer und zehn Wochen nach OP gab es weder 

nach TAC- noch nach Sham-OP statistisch signifikante Veränderungen der Infiltration, 

wenngleich die Anzahl der nachweisbaren Zellen nach TAC-OP von im Mittel 8 Zellen/mm2 

auf 4 Zellen/mm2 zurückgegangen war (U-Test: p(TAC)=0,165, p(Sham)=0,971). Zehn Wochen 
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nach TAC-OP bestand bei den RAGN-Mäusen nach TAC-OP eine signifikant höhere In-

filtration von F4/80-positiven Zellen in das Myokard als nach Sham-OP (Abbildung 32 C, 

U-Test: p=0,006). 

3.7.2.3 Vergleich der Infiltration von F4/80-positiven Zellen nach TAC-OP 

Die Anzahl F4/80-positiver Zellen im Myokard der immundefizienten RAGC- und immun-

kompetenten Wildtyp-Mäuse unterschied sich eine und zehn Wochen nach TAC- und Sham-

OP nicht signifikant (Abbildung 32 D), wenngleich die Anzahl der F4/80-positiven Zellen 

pro Fläche bei den RAGC-Mäusen in der TAC- und Sham-Gruppe jeweils etwas höher lag 

als bei den entsprechenden Wildtyp-Mäusen. 

Im Vergleich mit B6J- und RAGC-Mäusen ließ sich bei den RAGN-Mäusen zehn Wochen 

nach TAC-OP eine signifikant höhere Infiltration von F4/80-positiven Zellen nachweisen 

(Abbildung 32 E). Der Unterschied zwischen RAGN-Mäusen mit im Mittel 7,4 Zellen/mm2 

und B6J-Mäusen mit im Mittel 1,8 Zellen/mm2 (U-Test: p=0,002) war größer als zwischen 

RAGN- und RAGC-Mäusen mit im Mittel 3,5 Zellen/mm2 (U-Test: p=0,014). Zehn Wo-

chen nach Sham-OP waren keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl F4/80-positiver 

Zellen im Myokard zwischen den Stämmen nachweisbar (Kruskal-Wallis-Test: p=0,337). 
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Abbildung 31 Infiltration F4/80-positiver Zellen ins Myokard I: Ausschnittsvergrößerungen aus Myokard-
präparaten von einer B6J- bzw. RAGC-Maus nach TAC-OP (A+C) sowie Sham-OP (B+D). Positive Zellen 
sind mit den Pfeilspitzen markiert. Die Größenmaßstäbe entsprechen 50 µm.  
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Abbildung 32 Infiltration F4/80-positiver Zellen ins 
Myokard II: Infiltration F4/80-positiver Zellen in 
das Myokard (A) bei B6J-Mäusen, (B) bei RAGC- 
und (C) RAGN-Mäusen nach TAC- oder Sham-OP. 
(D) Vergleich der Infiltration F4/80-positiver Zellen 
zwischen B6J- und RAGC-Mäusen 1 und 10 Wo-
chen nach OP sowie zwischen (E) B6J-, RAGC- und 
RAGN-Mäusen 10 Wochen nach OP. Gezeigt sind 
die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das 
Signifikanzniveau im T-Test bei B6J TAC gegen 
Sham 1-3 Tage nach OP sonst U-Test (*p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen 
signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fall-
zahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 

 

3.7.3 Infiltration von Ly6G-positiven Zellen nach TAC-OP 

Ly6G ist ein Protein, das mittels Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) haupt-

sächlich auf der Oberfläche von Neutrophilen Granulozyten vorkommt. Es diente daher als 

Marker für Neutrophile Granulozyten. Nach TAC-OP kam es vor allem im Bereich von 

Fibrosearealen zu flächenhaften Infiltrationen von Neutrophilen Granulozyten (Abbildung 

33 D+E), während nach Sham-OP lediglich einzelne positive Zellen im Myokard nachweis-

bar waren (Abbildung 33 F). 
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3.7.3.1 Infiltration von Ly6G-positiven Zellen nach TAC-OP bei B6J-Mäusen 

Durch eine TAC-OP kam es bei B6J-Mäusen zu einer Einwanderung von Ly6G-positiven 

Zellen in das Myokard (Abbildung 33 A). Eine Woche nach TAC-OP ließen sich im Mittel  

52 Zellen/mm2 im Myokard nachweisen. Nach Sham-OP waren es zum gleichen Zeitpunkt 

21 Zellen/mm2. Diese Differenz war allerdings statistisch nicht signifikant (U-Test: p=0,9). 

Zehn Wochen nach TAC-OP war die Anzahl Ly6G-positiver Zellen im Myokard mit  

16 Zellen/mm2 signifikant höher als nach Sham-OP (U-Test: p=0,001). Die Anzahl der  

infiltrierten Zellen änderte sich in beiden Versuchsgruppen im Zeitverlauf von einer zu zehn 

Wochen nach OP nicht signifikant (U-Test: p(TAC)=0,586, p(Sham)=0,079). 

3.7.3.2 Infiltration von Ly6G-positiven Zellen nach TAC-OP bei RAGC-Mäusen 

Sowohl nach TAC- als auch nach Sham-OP ließen sich bei den immundefizienten RAGC-

Mäusen Ly6G-positive Zellen im Myokard nachweisen (Abbildung 33 B). Es gab weder eine 

noch zehn Wochen nach OP einen signifikanten Unterschied in der Anzahl Ly6G-positiver 

Zellen im Myokard zwischen TAC- und Sham-OP (U-Test: p=0,240 bzw. p=0,664). Auch 

im Zeitverlauf von einer zu zehn Wochen nach OP waren keine signifikanten Veränderungen 

in der Anzahl Ly6G-positiver Zellen im Myokard nachweisbar (U-Test: p(TAC)=0,664, 

p(Sham)=0,097). 

3.7.3.3 Vergleich der Infiltration von Ly6G -positiven Zellen nach TAC-OP 

Wie in Abbildung 33 C gezeigt, gab es sowohl eine als auch zehn Wochen nach TAC-OP 

keine signifikanten Unterschiede in der Infiltration Ly6G-positiver Zellen in das Myokard 

zwischen B6J- und RAGC-Mäusen (p=0,564 bzw. p=0,872). Zehn Wochen nach Sham-OP 

war die Anzahl der Ly6G-positiven Zellen im Myokard bei den immundefizienten RAGC-

Mäusen signifikant höher als bei den Wildtyp-Mäusen (p=0,012). Dies könnte mit einem 

anderen Zytokinmilieu in den immundefizienten Mäusen zusammenhängen, die dadurch 

stärker auf vergleichbare Reize reagieren könnten. 
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Abbildung 33 Infiltration Ly6G-positiver Zellen ins Myokard: Infiltration Ly6G-positiver Zellen ins Myo-
kard (A) bei B6J- und (B) RAGC-Mäusen sowie (C) im Vergleich beider Stämme eine und zehn Wochen 
nach OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test 
(*p<0,05, **p<0,01). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen 
sind unterhalb der Säulen angegeben. Dazu Ausschnittsvergrößerungen aus Myokardpräparaten von einer 
B6J- bzw. RAGC-Maus nach TAC-OP (D+E) sowie einer RAGC-Maus nach Sham-OP (F). Zu sehen sind 
mehrere Infiltrationsareale nach TAC-OP (braune Flächen) sowie einzelne positive Zellen nach Sham-OP 
(Pfeilspitzen). Die Größenmaßstäbe sind angegeben. 

3.7.4 Infiltration von CD3-positiven Zellen nach TAC-OP 

CD3 ist Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors auf der Zellmembran von T-Zellen und kann 

daher als T-Zell-Marker verwendet werden (Abbildung 34 A). RAGC- und RAGN-Mäuse 

besitzen keine T-Zellen. Bereits 1-3 Tage nach TAC-OP ließen sich bei B6J-Mäusen signifi-

kant mehr T-Zellen im Myokard nachweisen als nach Sham-OP (U-Test: p=0,001). Die  

Anzahl der nach TAC-OP im Myokard nachweisbaren T-Zellen sank im Zeitverlauf von im 

Mittel 2,9 Zellen/mm2 1-3 Tage nach OP über 1,3 Zellen/mm2 eine Woche nach OP auf  
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0,4 Zellen/mm2 zehn Wochen nach TAC-OP ab (Abbildung 34 E). Der Rückgang der  

T-Zellen im Zeitverlauf nach TAC-OP war signifikant (Kruskal-Wallis-Test: p<0,001).  

U-Tests als Post-Hoc-Tests zeigten einen signifikanten Rückgang nachweisbarer T-Zellen 

zwischen 1-3 Tagen und einer Woche nach TAC-OP.  

Auch bei den Tieren der Kontrollgruppe zeigte sich ein Rückgang der Anzahl an T-Zellen 

im Myokard von im Mittel 0,7 Zellen/mm2 1-3 Tage nach Sham-OP über 0,3 Zellen/mm2 

eine Woche zu 0,1 Zellen/mm2 zehn Wochen nach Sham-OP. Die Veränderung der Infilt-

ration im Zeitverlauf war im Kruskal-Wallis-Test knapp nicht signifikant (U-Test: p=0,06). 

Eine und vier Wochen nach OP bestand kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an  

T-Zellen im Myokard zwischen TAC- und Sham-OP. Zehn Wochen nach TAC-OP war 

hingegen der Anteil der im Myokard nachweisbaren T-Zellen wieder signifikant höher als 

nach Sham-OP (U-Test: p=0,006), was am gleichzeitigen Rückgang der Anzahl von T-Zellen 

im Myokard bei den Sham-Mäusen lag. 

Als Negativkontrolle wurden Myokard-Präparate von RAGC-Mäusen mitgefärbt. Dort lag 

der Mittelwert der CD3-positiven Zellen im Myokard bei 0,05 ± 0,01 Zellen/mm2 (n=4) 

nach Sham-OP und 0,04 ± 0,08 Zellen/mm2 (n=4) nach TAC-OP und damit noch unter 

den Werten der entsprechenden Isotypkontrollen von 0,09 ± 0,21 Zellen/mm2 (n=5) nach 

Sham- und 0,1 ± 0,15 Zellen/mm2 (n=5) nach TAC-OP (Abbildung 27 rechts). In RAGC-

Mäusen ließen sich folglich erwartungsgemäß keine T-Zellen nachweisen (Abbildung 29). 

3.7.5 Infiltration von CD4-positiven Zellen nach TAC-OP 

CD4 wird auf der Oberfläche von T-Helferzellen exprimiert (Abbildung 34 B). Nach TAC-

OP ließen sich zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten im Myokard nicht signifikant 

mehr CD4-positive Zellen finden als nach Sham-OP (Abbildung 34 F). Auch im Zeitverlauf 

bis 10 Wochen postoperativ fanden sich im Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Verän-

derungen in beiden Versuchsgruppen (p(Sham)=0,179, p(TAC)=0,733). Da nach TAC-OP zu  

allen Zeitpunkten mehr CD4-positive Zellen im Myokard nachweisbar waren als nach Sham-

OP, es aber keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu den 

einzelnen Zeitpunkten gab, wurden zur Erhöhung der Teststärke alle Zeitpunkte zusammen-

gefasst und TAC und Sham global verglichen. Hierbei zeigte sich, dass nach TAC-OP insge-

samt signifikant mehr CD4-positive Zellen im Myokard nachweisbar waren als nach Sham-

OP (U-Test: p=0,004). 
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3.7.6 Infiltration von CD8-positiven Zellen nach TAC-OP 

CD8 wird auf der Zelloberfläche von zytotoxischen T-Zellen sowie auf vielen NK-Zellen 

exprimiert (Abbildung 34 C). Wie in Abbildung 34 G gezeigt, ließ sich an allen untersuchten 

Zeitpunkten nach TAC-OP eine signifikant höhere Anzahl von CD8-positiven Zellen im 

Myokard nachweisen als nach Sham-OP. Die Anzahl CD8-positiver Zellen blieb nach TAC-

OP im Zeitverlauf von 1-3 Tagen bis zehn Wochen nach OP annähernd konstant (Kruskal-

Wallis-Test: p=0,538). Nach Sham-OP blieb die Anzahl CD8-positiver Zellen im Myokard 

konstant niedrig (Kruskal-Wallis-Test: p=0,537). 

3.7.7 Infiltration von B220-positiven Zellen nach TAC-OP 

Der Marker B220 ist auch als CD45R bekannt und eine Isoform von CD45. Anders als CD45 

wird CD45R nicht auf allen hämatopoetischen Zellen, sondern bei Mäusen fast ausschließ-

lich auf B-Zellen exprimiert (Abbildung 34 D). B220 wurde daher als B-Zell-Marker genutzt. 

Abbildung 34 H zeigt die Infiltration von B220-positiven Zellen in das Myokard bei B6J-

Mäusen. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der B220-positiven Zellen im Myokard 

1-3 Tage, eine und zehn Wochen nach TAC-OP signifikant höher war als nach Sham-OP. 

Vier Wochen nach OP ließ sich knapp kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

beiden Versuchsgruppen nachweisen (U-Test: p=0,0651), es waren aber im Myokard deut-

lich mehr B220-positive Zellen nach TAC-OP nachweisbar als nach Sham-OP.  

Von vier zu zehn Wochen nach TAC-OP kam es zu einem signifikanten Anstieg der B220-

positiven Zellen im Myokard (U-Test: p=0,005). Nach Sham-OP änderte sich die Anzahl der 

B220-positiven Zellen im Myokard im Zeitverlauf hingegen nicht signifikant (Kruskal- 

Wallis-Test: p=0,052). 
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Abbildung 34 Infiltration von T- und B-Zellen ins Myokard bei B6J-Mäusen: Ausschnittsvergrößerungen 
aus Myokardpräparaten von B6J-Mäusen nach TAC-OP mit immunhistochemischer Färbung gegen (A) 
CD3, (B) CD4, (C) CD8 sowie (D) B220. Positive Zellen sind mit Pfeilspitzen markiert. Die Größenmaß-
stäbe sind angegeben. Dazu entsprechende statistische Auswertungen nach TAC- und Sham-OP (E-H). Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test. Bei den CD8-
positiven Zellen wurde zum Zeitpunkt 1-3 Tage nach OP bei vorliegender Normalverteilung abweichend 
ein T-Test durchgeführt (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unter-
schiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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3.8 Statistische Zusammenhänge 

Um statistische Zusammenhänge zwischen den ermittelten Parametern nach TAC-OP zu 

untersuchen, wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman errechnet. 

3.8.1 Korrelation von Stenosegrad mit Hypertrophie- und Funktionsparametern 

Zwischen dem echokardiografischen Hypertrophieparameter LVW/BW und dem Stenose-

grad bestand bei RAGC- und B6J-Mäusen eine und zehn Wochen nach TAC-OP eine signi-

fikante Korrelation. Je höher der Stenosegrad war, desto stärker war die daraus resultierende 

Hypertrophie (positiver Korrelationskoeffizient nach Spearman). Auch die Längs- und 

Querdurchmesser des linken Ventrikels (Ls, LVIDd, LVIDs) korrelierten acht Wochen nach 

TAC-OP signifikant mit dem Stenosegrad bei B6J- und RAGC-Mäusen und deuteten einen 

Zusammenhang an (Tabelle 20 im Anhang). Bei RAGN-Mäusen ließen sich diese statis- 

tischen Zusammenhänge nicht nachweisen. Der bei Präparation bestimmte Hypertrophie-

parameter Ventrikelgewicht bezogen auf das Körpergewicht (VW/BW) korrelierte zu kei-

nem untersuchten Zeitpunkt signifikant mit dem Stenosegrad (Tabelle 22 im Anhang). Der 

Stenosegrad scheint hier ein schlechter Prädiktor für die sich entwickelnde Hypertrophie zu 

sein (siehe auch Abbildung 11). Es bestand aber erwartungsgemäß eine signifikante Korrela-

tion zwischen dem bei Präparation gemessenen Hypertrophieparameter VW/BW und dem 

echokardiografisch geschätzten Hypertrophieparameter LVW/BW (Tabelle 23 im Anhang). 

Nach TAC-OP bestand bei B6J- und RAGC-Mäusen eine negative Korrelation zwischen 

Stenosegrad und den Funktionsparametern FS und EF (Tabelle 20 im Anhang). Je stärker 

die Stenosierung war, desto schlechter war erwartungsgemäß auch die Pumpfunktion. Die 

Korrelation von Stenosegrad und FS war bei B6J-Mäusen eine Woche, die von Stenosegrad 

und EF acht Wochen nach TAC-OP signifikant. Bei den RAGC-Mäusen korrelierte der Ste-

nosegrad acht Wochen nach TAC-OP signifikant mit FS und EF. Statistisch lag bei den 

signifikanten Korrelationen in der Regel ein mittelstarker Effekt nach Cohen vor 

(0,1<r<0,5). Zwischen den Funktionsparametern FS und EF und dem Stenosegrad gab es 

bei RAGN-Mäusen keinen statistisch signifikanten Zusammenhang. Der Zusammenhang 

zwischen Stenosegrad und EF ist auch in Abbildung 35 dargestellt. 
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Abbildung 35 Lineare Regression zwischen Stenosegrad und EF: Lineare Regression zwischen Stenosegrad 
und EF (A) eine, (B) vier und (C) acht Wochen nach TAC-OP. Gezeigt sind die einzelnen Messwerte für 
die drei Stämme in Punktdiagrammen. Die Regressionsgraden sind jeweils eingezeichnet, das Bestimmtheits-
maß R2 ist angegeben. Einbezogen wurden nur Tiere nach TAC-OP mit einem Stenosegrad ≥ 30 mmHg. 

3.8.2 Korrelation von Stenosegrad mit Infiltration und Fibrose 

Zwischen Stenosegrad und dem Anteil der Fibrose im Myokard bestand bei B6J-Mäusen  

1-3 Tage nach TAC-OP ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang (Tabelle 22 im 

Anhang). Dieser Zusammenhang war auch bei RAGC-Mäusen eine Woche nach TAC-OP 

nachzuweisen. Zu allen anderen Zeitpunkten gab es keine statistisch signifikanten Zusam-

menhänge zwischen Stenosegrad und Fibrose. 

Zwischen der Infiltration von Immunzellen in das Myokard und dem Stenosegrad ließen sich 

nur wenige signifikante Korrelationen nachweisen (Tabelle 22 im Anhang). So bestand  

1-3 Tage nach TAC-OP eine negative Korrelation zwischen Stenosegrad und der Anzahl 

aller untersuchten Immunzellen im Myokard. Dieser negative Zusammenhang war zwischen 

Stenosegrad und CD4- bzw. F4/80-positiven Zellen signifikant. Eine Woche nach TAC-OP 

fand sich bei B6J-Mäusen eine statistisch signifikante, positive Korrelation zwischen Steno-

segrad und der Anzahl an CD4-positiven Zellen im Myokard. Bei RAGN-Mäusen ließ sich 

zehn Wochen nach TAC-OP ein negativer Zusammenhang zwischen Stenosegrad und der 
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Anzahl Ly6G- und F4/80-positiver Zellen im Myokard nachweisen. Hier betrug die Fallzahl 

allerdings nur jeweils fünf Tiere, was die Aussagekraft deutlich reduziert. Allgemeine Zusam-

menhänge zwischen Stenosegrad und Infiltration von Immunzellen ließen sich nicht ableiten. 

3.8.3 Korrelation von Hypertrophie- mit Funktionsparametern und Infiltration 

Zwischen dem echokardiografischen Hypertrophieparameter LVW/BW und den Funkti-

onsparametern EF und FS bestand bei allen drei Stämmen zu vielen untersuchten Zeitpunk-

ten ein statistisch signifikanter negativer Zusammenhang (Tabelle 24 im Anhang). Die  

Korrelation von FS und LVW/BW war bei B6J-Mäusen eine, vier und acht Wochen nach 

TAC-OP, bei RAGC-Mäusen eine und vier Wochen nach TAC-OP sowie bei RAGN-Mäu-

sen eine und acht Wochen nach TAC-OP signifikant. Die EF korrelierte bei B6J-Mäusen 

acht Wochen, bei RAGC-Mäusen eine Woche und bei RAGN-Mäusen eine, vier und acht 

Wochen nach TAC-OP signifikant mit dem echokardiografischen Hypertrophieparameter 

LVW/BW. Eine Hypertrophie ging folglich mit einer schlechten Pumpfunktion einher. 

Der Hypertrophieparameter VW/BW korrelierte bei B6J-Mäusen teilweise ebenfalls signifi-

kant mit der Anzahl der Immunzellen im Myokard (Tabelle 23 im Anhang). Vor allem eine 

Woche nach TAC-OP ließen sich signifikante positive Korrelationen von VW/BW mit der 

Anzahl CD8-, B220- und F4/80-positiver sowie eine negative Korrelation mit der Anzahl 

CD3-positiver Zellen im Myokard nachweisen. Vier Wochen nach OP bestanden noch  

signifikante Zusammenhänge zwischen VW/BW und der Anzahl CD3- sowie B220-positi-

ver Zellen im Myokard. Zehn Wochen nach TAC-OP korrelierte die Anzahl F4/80-positiver 

Zellen im Myokard signifikant mit VW/BW. Interessanterweise waren die Korrelationsko-

effizienten von CD3 und F4/80 größtenteils negativ, sodass eine stärkere Hypertrophie mit 

einer niedrigeren Anzahl an CD3- und F4/80-positiven Zellen im Myokard einherging. Bei 

den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen ließen sich keine signifikanten Korrela-

tionen zwischen der Infiltration von Immunzellen und dem echokardiografischen Hypertro-

phieparameter VW/BW nachweisen.  

3.8.4 Korrelation von Funktionsparametern mit Fibrose und Infiltration 

Ein hoher Anteil an Fibrose im Myokard ging bei allen drei Stämmen mit einer schlechteren 

Pumpfunktion einher (negativer Korrelationskoeffizient nach Spearman). Bei B6J- und 

RAGC-Mäusen war der Zusammenhang vom Fibroseanteil im Myokard mit FS zehn  

Wochen nach TAC-OP signifikant (Tabelle 25 im Anhang). Zwischen den Funktionspara-

metern EF und FS bestand außer bei Ly6G kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit 

der Anzahl von Immunzellen im Myokard (Tabelle 24 + Tabelle 25 im Anhang). Die Anzahl 
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Ly6G-positiver Zellen korrelierte bei B6J-Mäusen zehn Wochen nach TAC-OP signifikant 

negativ mit EF und FS. Bei RAGC-Mäusen war dieser negative Zusammenhang mit der EF 

eine Woche nach TAC-OP signifikant. 

3.8.5 Korrelation von Infiltration mit Fibrose 

Statistisch bestand bei B6J-Mäusen 1-3 Tage nach TAC-OP eine negative Korrelation vom 

Fibroseanteil mit der Anzahl der Immunzellen im Myokard (Tabelle 21 im Anhang).  

Zwischen Fibrose und CD4- sowie F4/80-positiven Zellen im Myokard war die Korrelation 

signifikant. Eine Woche nach TAC-OP bestand eine signifikant positive Korrelation  

zwischen Fibroseanteil und der Anzahl CD4-, CD8- und F4/80-positiver Zellen im Myo-

kard. Vier Wochen nach TAC-OP ließ sich eine signifikant-negative Korrelation zwischen 

Fibroseanteil und der Anzahl F4-80-positiver Zellen im Myokard bei B6J-Mäusen nachwei-

sen. Der Anteil CD8-positiver Zellen korrelierte bei B6J-Mäusen zehn Wochen nach TAC-

OP positiv und signifikant mit dem Fibroseanteil. Bei RAGC-Mäusen bestand bis auf bei 

F4/80-positiven Zellen im Myokard zehn Wochen nach TAC-OP keine signifikante Korre-

lation mit dem Fibroseanteil. Ein einheitliches Muster ließ sich somit nicht finden.  

3.9 Zytokine  

Die durchgeführte Analyse der Zytokine verfolge zwei Ziele: Zum einen sollte mittels eines 

breit angelegten Tests nach Zytokinen gesucht werden, deren Serumkonzentrationen sich 

durch die erhöhte Nachlast nach TAC-OP verändern. Dabei wurde eine verhältnismäßig 

niedrige Teststärke in Kauf genommen, um einen möglichst breiten Überblick zu bekom-

men. Zum anderen sollte durch die Untersuchung von Seren, die eine Woche nach TAC-OP 

von Tieren abgenommen wurden, die im weiteren Verlauf kardial dekompensiert sind, nach 

Prädiktoren für eine kardiale Dekompensation gesucht werden. 

Insgesamt wurden vollständige Probensätze aus mindestens vier Seren (vor, eine, vier und 

acht Wochen nach OP) von 20 B6J- (je 10 nach TAC- bzw. Sham-OP) und 18 RAGC-

Mäusen (10 nach TAC- und 8 nach Sham-OP) untersucht. Zusätzlich wurden Probensätze 

aus zwei Seren (vor OP und eine Woche nach OP) von 17 B6J- (14 nach TAC- und 3 nach 

Sham-OP) und 7 RAGC-Mäusen (4 nach TAC- und 3 nach Sham-OP) untersucht, die im 

weiteren Verlauf kardial dekompensiert sind. Um eine hohe Anzahl Zytokine analysieren zu 

können, wurden zwei verschiedene Test-Kits eingesetzt, die sich nur teilweise hinsichtlich 

der Analyten überlappten. In der Folge wurden nicht bei allen Tieren alle möglichen Zyto-

kine gemessen. 
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3.9.1 Vergleich der Stämme vor OP 

Zuerst wurden die Zytokinwerte der Stämme vor OP miteinander verglichen. Dort lagen 

nach Bonferroni-Korrektur für multiples Testen die Werte von CD40L (p<0,001), IL-22 

(Abbildung 38 D, p<0,001) und Monokine induced by Gamma-Interferon (MIG, Abbildung 38 F, 

p<0,001) bei B6J-Mäusen signifikant höher als bei RAGC-Mäusen, während für IL-12p40 

(Abbildung 38 C, p<0,001), IL-15 (p<0,001) und Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-2 

(p<0,001) signifikant niedrigere Werte als bei RAGC-Mäusen gemessen wurden. 

3.9.2 Zytokine als Prädiktor 

Es wurde versucht, ein Zytokin zu finden, das bei Tieren eine Woche nach TAC-OP erhöht 

war, die im weiteren Verlauf verstarben oder eine HFrEF entwickelt haben, um einen Prä-

diktor für eine Dekompensation der Herzinsuffizienz zu finden. In dem in dieser Arbeit 

generierten Datensatz ließ sich jedoch kein Zytokin finden, das eine Dekompensation der 

Herzinsuffizienz voraussagen konnte.  

3.9.3 Heatmaps 

Anschließend wurden Heatmaps erstellt, die die individuellen Änderungen der Zytokinwerte 

für jedes einzelne Tier zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten im Vergleich zum Mit-

telwert des Ausgangswert vor OP wiedergeben (Abbildung 36). Dort zeigte sich in einzelnen 

Tieren (z. B. B6J Nr. 63, RAGC Nr. 1007, in der Abbildung rot hervorgehoben) eine massive 

Erhöhung vieler Zytokine, während es zwischen den Tieren innerhalb eines Stammes wenig 

Unterschiede gab. Beide Tiere hatten eine überdurchschnittliche Hypertrophie in der Echo-

kardiografie (LVW/BW von 10,2 bzw. 8,3 mg/g). Bei der B6J-Maus ließ sich zusätzlich am 

Ende des Experiments 8 Wochen nach TAC-OP eine besonders niedrige EF nachweisen  

(34 %), während die EF der RAGC-Maus im Versuchsverlauf nicht sank. 
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Abbildung 36 Heatmap der Zytokinkonzentration: Zytokinkonzentration im Serum bei (A) B6J- und (B) 
RAGC-Mäusen nach TAC- bzw. Sham-OP, hier exemplarisch gezeigt für ein Test-Kit (Mouse Th-17). An-
gegeben sind die Änderungen zum Mittelwert der Pre-Werte als Faktor auf einer logarithmischen Skala 
(Log2). 

3.9.4 Analyse der Rohdaten 

Anschließend erfolgte eine erste orientierende Analyse der unmodifizierten Daten. Hierbei 

wurden Unterschiede zwischen den Stämmen, zwischen den OP-Typen und Ausreißer ana-

lysiert. 

3.9.4.1 Starke Erhöhung einzelner Zytokine 

Bei einigen Zytokinen ließen sich besonders viele extrem hohe Werte feststellen. Dies betraf 

vor allem IL-10 (7,3 % der Werte), MIP-3a (9,2 % der Werte) und IL-1β (12,6 % der Werte). 

Bei allen drei genannten Zytokinen waren die Werte nach TAC-OP höher als nach Sham-

OP, sodass hier ein Zusammenhang mit der OP naheliegt. Bei IFN-γ, IL-23 und IL-27 ließ 

sich in der Gruppe der Extremwerte (Kapitel 2.5.3) ein signifikanter Einfluss der OP nach-

weisen (p(IFN-γ)=0,002, p(IL-23)=0,006, p(IL-27)=0,006). Auch hier lagen die Zytokinwerte nach 

TAC-OP höher als nach Sham-OP, was ebenfalls für einen Zusammenhang mit der TAC-

OP spricht. 

3.9.4.2 Unterschiede nach TAC- und Sham-OP 

Zwischen den Serum-Zytokinspiegeln nach TAC- und Sham-OP ließen sich insgesamt aber 

nur wenige Unterschiede feststellen. So lag bei den B6J-Mäusen der IL-6-Spiegel eine und 

vier Wochen nach TAC-OP signifikant über dem nach Sham-OP (Abbildung 37 B,  

U-Test: p=0,043 bzw. 0,028). Die Spiegel von IL17E/IL25 (Abbildung 37 C), IL-27 (Abbil-

dung 37 D) und MIP-2 (Abbildung 37 F) waren bei B6J-Mäusen acht Wochen nach TAC-

OP signifikant höher als nach Sham-OP (U-Test: p(IL-27)=0,009, p(IL-17E/IL-25)=0,047,  

p(MIP-2)=0,027). Bei den RAGC-Mäusen zeigte sich eine signifikante Erhöhung von IP-10  
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(Interferon-Gamma induced Protein 10 kD) vier Wochen (Abbildung 37 E, p=0,0143) und IL-4 

acht Wochen nach TAC-OP (Abbildung 37 A, p=0,008). 

Bei nur geringen Unterschieden zwischen den Stämmen (Kapitel 3.9.4.3) wurden daher zur 

Erhöhung der Teststärke beide Stämme zusammengefasst. Hierbei zeigten sich acht Wochen 

nach TAC-OP signifikante Erhöhungen von IL-4 (p=0,038), IL-6 (p=0,045) und MIG 

(p=0,009) sowie signifikante Erniedrigungen von IL-1α (p=0,007), IL-3 (p=0,045), IL-17 

(p=0,04), MIP-2 (p=0,024) und RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and 

Secreted; p=0,047). Nach Bonferroni-Korrektur für multiples Testen gab es aber aufgrund der 

hohen Anzahl der getesteten Zytokine weder in der einzelnen noch in der zusammengefass-

ten Auswertung signifikante Unterschiede in den Serum-Konzentrationen der Zytokine zwi-

schen den Mäusen nach TAC- und Sham-OP. 
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Abbildung 37 Zytokinkonzentration im Serum I: Zytokinkonzentration im Serum von (A) IL-4, (B) IL-6, 
(C) IL-17E/IL-25, (D) IL-27, (E) IP-10 und (F) MIP-2 vor sowie eine, vier und acht Wochen nach OP. Die 
Y-Achse ist einfach dekadisch logarithmiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und 
das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede 
nach Sham-OP. 
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3.9.4.3 Unterschiede zwischen den Stämmen nach TAC-OP 

Insgesamt waren die Zytokin-Werte aufgrund der niedrigen Teststärke bei Analyse der Roh-

daten zwischen den Stämmen nach Bonferroni-Korrektur nicht deutlich verschieden. Bei 

nur wenigen signifikanten Unterschieden zwischen TAC- und Sham-OP innerhalb eines 

Stammes wurden zur Erhöhung der Teststärke beide OP-Gruppen zusammengefasst und 

die Stämme global miteinander verglichen. Dabei ergaben sich auch nach Bonferroni-Kor-

rektur signifikante Unterschiede zwischen den Stämmen: Eine Woche nach OP waren die 

Spiegel von GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), IL-6 und IL-23 bei den 

RAGC-Mäusen signifikant höher als bei den B6J-Mäusen (U-Test: jeweils p<0,001). Korres-

pondierend zur IL-23-Erhöhung war auch der Spiegel von IL-12p40 (Untereinheit von  

IL-23) erhöht, wenn auch nicht signifikant. Bei den B6J-Mäusen waren die Serum-Spiegel 

von MIG eine Woche und IL-22 eine bzw. vier Wochen nach OP signifikant höher als bei 

RAGC-Mäusen (U-Test: jeweils p<0,001). Die genannten Zytokine sind mit Ausnahme von 

IL-6 in Abbildung 38 gezeigt (IL-6 siehe Abbildung 37 B). Hier sind zu Verdeutlichung des 

Fehlens von Unterschiede zwischen der TAC- und Sham-Gruppe innerhalb eines Stammes 

diese beiden Gruppen getrennt dargestellt, während sie in der Berechnung der Signifikanz 

zusammengefasst wurden.  

Die Serum-Spiegel von Eotaxin lagen bei den RAGC-Mäusen zu allen Zeitpunkten über 

denen der B6J-Mäusen (Abbildung 38 F). Auch bei anderen Schlüssel-Zytokinen wie IL-2 

(Abbildung 39 A), IL-4 (Abbildung 37 A), IL-10, IL-17A, IFN-γ, TNF-α und TGF-β (Ab-

bildung 39 B-F) gab es nach Bonferroni-Korrektur keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Stämmen. 
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Abbildung 38 Zytokinkonzentration im Serum II: Zytokinkonzentration im Serum von (A) GM-CSF,  
(B) IL-23, (C) IL-12p40, (D) MIG, (E) IL-22 und (F) Eotaxin vor sowie eine, vier und acht Wochen nach 
OP. Die Y-Achse ist einfach dekadisch logarithmiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen und das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen sig-
nifikante Unterschiede nach Sham-OP. 
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Abbildung 39 Zytokinkonzentration im Serum III: Zytokinkonzentration im Serum von (A) IL-2,  
(B) IL-10, (C) IL-17A, (D) IFN-γ, (E) TNF-α und (F) TGF-β1 vor sowie eine, vier und acht Wochen nach 
OP. Die Y-Achse ist einfach dekadisch logarithmiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen und das Signifikanzniveau im U-Test (*p<0,05, **p<0,01). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Un-
terschiede nach Sham-OP. 

3.9.5 Adjustierung der Test-Kits sowie Anpassung der Extremwerte 

Um einen möglichen Einfluss der Test-Kits und den Effekt der Extremwerte zu minimieren 

wurde die Auswertung um diese Faktoren korrigiert. Nach Korrektur um Ausreißer, Test-

Kits sowie für multiples Testen nach Bonferroni zeigte sich kein signifikanter Einfluss der 

OP auf die Zytokinausschüttung. Der Tierstamm hingegen hatte bei einigen Zytokinen wie 

IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-22 und IL-23 einen signifikanten Einfluss auf die Zytokinspiegel 

im Vergleich der Stämme (Tabelle 16). 
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Tabelle 16: Adjustierter Gruppenvergleich der Zytokine. Nach Bonferroni-Korrektur verbleibende signifikante 
p-Werte sind fett hervorgehoben, p-Werte, die nach Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant waren, sind 
kursiv dargsetellt. 

Zytokin OP Tierstamm Kommentar 

CD40L (pg/ml) 0.7233 0.0002 B6J > RAGC 

Eotaxin (pg/ml) 0.7450 1.1x10-6 RAGC > B6J 

G-CSF (pg/ml) 0.6737 0.0085  

GM-CSF (pg/ml) 0.7851 9.8x10-12 RAGC > B6J 

IFN-γ (pg/ml) 0.4097 0.8899  

IL-1α (pg/ml) 0.6320 0.0957  

IL-1β (pg/ml) 0.9104 0.4126  

IL-10 (pg/ml) 0.0017 6.4x10-5 TAC > Sham, RAGC > B6J 

IL-12 (p40) (pg/ml) 0.8586 2.2x10-6 RAGC > B6J 

IL-12 (p70) (pg/ml) 0.8549 0.0525  

IL-13 (pg/ml) 0.2053 8.3x10-10 RAGC > B6J 

IL-15 (pg/ml) 0.0357 7.1x10-11 TAC > Sham, RAGC > B6J 

IL-17 (pg/ml) 0.7432 0.1031  

IL-17A (pg/ml) 0.2971 0.0223  

IL-17/IL-25 (pg/ml) 0.8350 0.0067  

IL-17F (pg/ml) 0.0881 0.1628  

IL-2 (pg/ml) 0.3071 0.7867  

IL-21 (pg/ml) 0.4421 0.2637  

IL-22 (pg/ml) 0.2436 <1x10-17 B6J > RAGC 

IL-23 (pg/ml) 0.9978 4.8x10-9 RAGC > B6J 

IL-27 (pg/ml) 0.2891 0.0001 RAGC > B6J 

IL-28b (pg/ml) 0.7515 0.0257  

IL-3 (pg/ml) 0.3400 0.9863  

IL-31 (pg/ml) 0.0454 0.0456 TAC > Sham 

IL-33 (pg/ml) 0.6428 0.5272  

IL-4 (pg/ml) 0.1009 0.0060  

IL-5 (pg/ml) 0.1883 6.1x10-8 B6J > RAGC 

IL-6 (pg/ml) 0.3318 3.9x10-8 RAGC > B6J 

IL-7 (pg/ml) 0.9442 0.0296  

IL-9 (pg/ml) 0.5781 0.9027  

IP-10 (pg/ml) 0.5059 2.0x10-6 B6J > RAGC 

KC (pg/ml) 1.0000 0.0002 RAGC > B6J 

LIF (pg/ml) 0.3286 7.9x10-5 B6J > RAGC 

LIX (pg/ml) 0.1416 0.1305  

MCP-1 (pg/ml) 0.2669 0.0380  

M-CSF (pg/ml) 0.1249 0.2077  

MIG (pg/ml) 0.7252 1.0x10-5 B6J > RAGC 

MIP-1α (pg/ml) 0.0345 0.6130 TAC > Sham 

MIP-1β (pg/ml) 0.2431 0.0066  

MIP-2 (pg/ml) 0.9695 0.0583  

MIP-3a (pg/ml) 0.6148 0.0253  

RANTES (pg/ml) 0.5826 0.5334  

TGF-β 1 (pg/ml) 0.8416 0.9227  

TGF-β 2 (pg/ml) 0.3355 0.7940  

TGF-β 3 (pg/ml) 0.0792 0.6733  

TNF-α (pg/ml) 0.1508 0.5468  
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TNF-β (pg/ml) 0.0826 0.0009 B6J > RAGC 

VEGF (pg/ml) 0.6632 0.3242  

3.9.6 Zusammenfassung 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich bei einzelnen Tieren eine massive Erhö-

hung vieler Zytokine im Serum im Sinne eines Zytokinsturms bei einer starken inflammato-

rischen Reaktion feststellen ließ. Weitere Unterschiede in den Zytokin-Konzentrationen im 

Serum gab es bei einigen Zytokinen zwischen den B6J- und RAGC-Mäusen, nicht aber zwi-

schen den Gruppen nach TAC- oder Sham-OP. Vor allem die Zytokine GM-CSF, IL-1β, 

IL-6, IL-10, IL-15, IL-22, IL-23, IL-31, IFN-γ und MIP-1α scheinen interessant für eine 

Untersuchung an einer größeren Population zu sein, weil hier die Ausschüttung nach TAC-

OP höher war als nach Sham-OP oder der OP-Typ einen Einfluss auf die Ausschüttung des 

Zytokins hatte. 

3.10 Klinische Gruppen 

3.10.1 Definition klinischer Gruppen 

Für die Versorgung des Körpers ist eine ausreichende Pumpfunktion des Herzens elementar 

wichtig. Als repräsentativer Parameter dafür hat sich in der klinischen Praxis die Ejektions-

fraktion (EF) durchgesetzt. Daher wurde die EF aus Auswertungsparameter gewählt. Nach 

TAC-OP ließen sich zwei Gruppen von Tieren bilden: In einer Gruppe von Mäusen sank 

nach TAC-OP die EF deutlich ab, in der anderen Gruppe nicht (Abbildung 40). Als redu-

zierte EF wurde ein Abfall der EF unter die 5. Perzentile der EF aller Tiere eines Stammes 

vor OP gewertet (5. Perzentile der EF bei B6J 27,5 %, RAGC 23,9 % und RAGN 32 %). 

Die in der Humanmedizin gängige Grenze einer EF von 40 % für die HFrEF erschien bei 

den Mäusen nicht sinnvoll, da die EF der Mäuse schon vor OP bei etwa der Hälfte der Tiere 

unter 40 % lag. 

3.10.2 Häufigkeit einer reduzierten EF in den einzelnen Stämmen 

Die Anzahl der Tiere mit einer reduzierten EF pro Stamm und Versuchsgruppe wurde als 

Vier-Felder-Tafel angegeben und die Gruppen mittels Chi-Quadrat-Test auf signifikante Un-

terschiede untersucht (Tabelle 17, Tabelle 18 und Tabelle 19 im Anhang). Hierbei zeigte sich, 

dass ein Abfall der EF nach TAC-OP bei RAGC-Mäusen signifikant seltener war als bei B6J- 

und RAGN-Mäusen (Tabelle 17 im Anhang). Bei RAGC-Mäusen kam es nach TAC-OP bei 

18 % der Tiere zu einem Abfall der EF unter die 5. Perzentile der Pre-Werte, bei B6J-Mäusen 

hingegen bei 47% der Tiere. Am häufigsten war das Auftreten einer reduzierten EF bei 

RAGN-Mäusen mit 80 %. Nach Sham-OP gab es keine signifikanten Unterschiede in der 
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Häufigkeit des Auftretens einer reduzierten EF. Nach TAC-OP hatten signifikant mehr B6J- 

und RAGN-Mäuse eine reduzierte EF als nach Sham-OP (Tabelle 18 im Anhang). Bei den 

RAGC-Mäusen ließ sich ein solcher Unterschied nicht nachweisen, eine TAC-OP führte also 

nicht überzufällig häufiger zu einer reduzierten Pumpfunktion als eine Sham-OP. RAGC-

Mäuse scheinen durch ihr Fehlen von B-, T- und NK-Zellen sowie ILCs einen Vorteil in 

Bezug auf die Pumpfunktion gegenüber RAGN- und B6J-Mäusen nach TAC-OP zu haben. 

Die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines Ereignisses (Tier wurde tot aufgefunden oder 

ein Abbruchkriterium des Versuches wurde erreicht) war nach TAC-OP in allen Gruppen 

aber ähnlich und nicht signifikant verschieden (Tabelle 19 im Anhang). Dies entsprach den 

Ergebnissen der Kaplan-Meier-Kurven (Kapitel 3.3.2). 

3.10.3 Unterschiede zwischen den klinischen Gruppen 

In den B6J- und RAGC-Mäusen mit reduzierter EF ließ sich zehn Wochen nach TAC-OP 

ein signifikant höherer Fibroseanteil im Myokard nachweisen (U-Test: p(B6J)=0,016, 

p(RAGC)=0,033). Der Hypertrophieindex VW/BW war bei den auffälligen Tieren mit reduzier-

ter EF tendenziell höher, der Unterschied aber nicht signifikant (Abbildung 41 A+B). Auf-

grund der geringen Anzahl der Tiere mit erhaltener EF nach TAC-OP bei den RAGN-Mäu-

sen und der dadurch wenig aussagekräftigen Statistik wurde auf diese Analysen bei den 

RAGN-Mäusen verzichtet. 

In der Echokardiografie ließ sich bei B6J-Mäusen mit reduzierter EF acht Wochen nach 

TAC-OP systolisch und diastolisch eine signifikante Verlängerung der Herzachse gegenüber 

den Mäusen mit erhaltener EF nachweisen (Abbildung 42 A+B). Bei immundefizienten 

RAGC-Mäusen war diese Tendenz auch vorhanden, der Unterschied aufgrund der geringen 

Anzahl auffälliger Mäuse aber knapp nicht signifikant (U-Test p(Ls)=0,069, p(Ld)=0,052). 

Die Pumpfunktion der auffälligen Tiere war erwartungsgemäß sowohl in der EF als auch in 

FS signifikant schlechter als die der nicht auffälligen Tiere (Abbildung 42 C+D). Bei den 

immundefizienten RAGC-Mäusen ließ sich bereits eine Woche nach TAC-OP eine signifi-

kant schlechtere Pumpfunktion bei den im Versuchsverlauf auffälligen Tieren nachweisen. 

Bei den B6J-Mäusen war dies ab vier Wochen nach OP so. 
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Abbildung 40 Verlauf der Ejektionsfraktion nach TAC- oder Sham-OP: Für B6J- (A+B), RAGC- (C+D) 
und RAGN-Mäuse (E+F): Jede Linie repräsentiert eine Maus. Blaue Linien zeigen einen unauffälligen Ver-
lauf der EF ohne Unterschreitung der Auffälligkeitsgrenze (5. Perzentile des Pre-Wertes des jeweiligen Stam-
mes). Diese Auffälligkeitsgrenze ist als horizontale Linie eingezeichnet. Rote und schwarze Linien zeigen 
Tiere, die die Auffälligkeitsgrenze unterschreiten, schwarze Linien steigen im Zeitverlauf wieder über die 
Auffälligkeitsgrenze, rote Linien nicht. Grüne Linien repräsentieren Tiere, die tot aufgefunden wurden oder 
ein Abbruchkriterium des Versuches erreicht haben. 

 



3 Ergebnisse 96 

A 10 Wochen B 10 Wochen 

 

 

 

 

 

Abbildung 41 Hypertrophie und Fibroseanteil bei Mäusen mit reduzierter EF: (A) Fibrose und (B) Gewicht 
des linken Ventrikels bezogen auf das Körpergewicht zum Präparationszeitpunkt (VW/BW) im Vergleich 
zwischen Mäusen mit reduzierter und erhaltener EF bei B6J- und RAGC-Mäusen zehn Wochen nach TAC-
OP. Als Orientierung ist auch der Mittelwert aller Mäuse eines Stammes nach TAC-OP angegeben. Gezeigt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau im U-Test im Vergleich zwischen 
Tieren mit reduzierter und erhaltener EF eines Stammes (*p<0,05). Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen 
angegeben. 

 

Im diastolischen Durchmesser des linken Ventrikels (LVIDd) zeigte sich bei den B6J-Mäu-

sen mit reduzierter EF ab vier Wochen nach TAC-OP eine signifikant stärkere Dilatation im 

Vergleich zu den Mäusen mit erhaltener EF (U-Test: p(4 Wo)=0,018, p(10 Wo)=0,007). Der sys-

tolische Durchmesser des linken Ventrikels (LVIDs) war bei B6J- und RAGC-Mäusen mit 

reduzierter EF signifikant länger als bei denen mit erhaltener EF (Abbildung 42 E+F). Beim 

echokardiografischen Hypertrophieindex LVW/BW zeigte sich bei den Tieren mit reduzier-

ter EF eine tendenziell stärkere Hypertrophie als bei den Tieren mit erhaltener EF (Abbil-

dung 42 G). Bei den RAGC-Mäusen war der Unterschied eine Woche nach TAC-OP  

(U-Test: p=0,027), bei den B6J-Mäusen acht Wochen nach TAC-OP (U-Test: p=0,02)  

signifikant. 

Der Stenosegrad war in den Gruppen mit reduzierter und erhaltener EF nicht signifikant 

verschieden, die Belastung durch die TAC-OP daher vergleichbar (B6J: 71 bzw. 63 mmHg 

(p=0,074), RAGC: 75 bzw. 67 mmHg (p=0,557), RAGN: 63 bzw. 51 mmHg (p=0,459)). 
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Abbildung 42 Echokardiografie bei Tieren mit 
reduzierter EF: Länge der Herzachse von der Aor-
tenklappe bis zur Herzspitze (A) in der Systole (Ls) 
und (B) Diastole (Ld), (C) Verkürzungsfraktion 
(FS) des linken Ventrikels, (D) Ejektionsfraktion 
(EF), (E) Durchmesser des linken Ventrikels in der 
Systole (LVIDs) und (F) Diastole (LVIDd), echo-
kardiografisch geschätztes Gewicht des linken 
Ventrikels bezogen auf das bei der Untersuchung 
gemessene Körpergewicht (LVW/BW) eine, vier 
und acht Wochen nach TAC-OP im Vergleich 
zwischen Tieren mit reduzierter und erhaltener EF 
eines Stammes. Gezeigt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen sowie das Signifikanzni-
veau im U-Test im Vergleich zwischen Tieren mit 
reduzierter und erhaltener EF eines Stammes 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Zum Vergleich 
ist der entsprechende Mittelwert aller Mäuse nach 
TAC-OP eines Stammes gezeigt. Die Fallzahlen 
sind unter den Säulen angegeben. 
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4 Diskussion 

Die Herzinsuffizienz ist eine Volkskrankheit mit hoher volkswirtschaftlicher Relevanz. Auf-

grund ihrer multifaktoriellen Genese sind die genauen Mechanismen, die zur Entwicklung 

einer Herzinsuffizienz führen, zumeist unklar. Eine kausale Therapie der chronischen Herz-

insuffizienz ist aktuell in der Regel nicht möglich. Ein Hauptauslöser für die Entwicklung 

einer Herzinsuffizienz ist die erhöhte Nachlast, beispielsweise verursacht durch eine arterielle 

Hypertonie oder eine Aortenklappenstenose. Für diese Nachlasterhöhung im Maus-Modell 

nach TAC-OP konnten Toischer et al. (2010) eine verstärkte Infiltration von CD45-positiven 

hämatopoetischen Zellen (und damit von Zellen des Immunsystems) in das Myokard zeigen. 

Des Weiteren konnten Toischer et al. (2010) eine verstärkte Expression von Marker-Genen 

der B-, T- und NK-Zell-Aktivierung nachweisen, wohingegen ein Modell mit einer erhöhten 

Vorlast keine verstärkte Infiltration oder Aktivität von Immunzellen auslöste. Das Überleben 

der Tiere mit erhöhter Nachlast war schlechter als das der Tiere mit erhöhter Vorlast (Shunt-

OP), und es stellte sich die Frage, ob die Immunzellen einen Beitrag zur Entwicklung der 

Herzinsuffizienz und für das schlechtere Überleben der Tiere mit erhöhter Nachlast leisten. 

Für das Immunsystem sind in Bezug auf die Herzinsuffizienz im Mausmodell sowohl posi-

tive (Verma et al. 2012) als auch negative (Kallikourdis et al. 2017; Laroumanie et al. 2014; 

Nevers et al. 2015) Einflüsse beschrieben worden. In dieser Arbeit sollte durch zwei ver-

schiedene immundefiziente Tiermodelle die Frage thematisiert werden, welchen Einfluss das 

Fehlen von B- und T-Zellen als Repräsentanten des erworbenen Immunsystems sowie das 

zusätzliche Fehlen von NK-Zellen und ILCs als lymphozytäre Zellen des angeborenen  

Immunsystems auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach TAC-OP hat. Während der 

Erstellung dieser Arbeit sind andere Studien publiziert worden, in denen der Einfluss der  

T-Zellen auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach TAC-OP in T-Zell-defizienten, 

selektiv CD4- und CD8-defizienten sowie in B- und T-Zell-defizienten RAGN-Mäusen un-

tersucht wurde (Laroumanie et al. 2014; Nevers et al. 2015). 

4.1 Überleben nach TAC-OP 

Generell führte eine Erhöhung der kardialen Nachlast durch eine TAC-OP in den Versuchen 

unserer Arbeitsgruppe wie auch in anderen Studien (Nevers et al. 2015; Toischer et al. 2010) 

zu einer deutlichen Verschlechterung des Überlebens. In der hier vorliegenden Arbeit konnte 

aber kein Überlebensvorteil für die immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäuse gegenüber 

den immunkompetenten B6J-Wildtyp-Mäusen im Zeitraum bis 77 Tage nach TAC-OP ge-

zeigt werden. Auch zu früheren Zeitpunkten vier, sechs und acht Wochen nach TAC-OP 
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gab es keinen signifikanten Unterschied im Überleben zwischen den immundefizienten und 

den Wildtyp-Mäusen. Das Vorhandensein, teilweise oder vollständige Fehlen von Lympho-

zyten hatte in unseren Versuchen folglich keinen Einfluss auf das Überleben nach TAC-OP. 

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Nevers et al. (2015) bei T-Zell-defizienten 

Mäusen (Tcra-/--Mäusen) einen signifikanten Überlebensvorteil im Zeitverlauf bis 28 Tage 

nach TAC-OP gegenüber Wildtyp-Mäusen feststellen. Diese Beobachtungen stützen sich al-

lerdings nur auf insgesamt zehn Tcra -/--Mäuse, während bei uns 32 RAGC- und 15 RAGN- 

und 86 B6J-Mäuse nach TAC-OP in die Analysen eingingen. Laroumanie et al. (2014) haben 

in ihrer Arbeit das Überleben ihrer Mäuse nicht analysiert. 

4.2 Hypertrophie nach TAC-OP 

Sowohl bei B6J- als auch bei RAGC- und RAGN-Mäusen kam es nach TAC-OP innerhalb 

einer Woche zu einer signifikanten Dickenzunahme der Vorder- und Hinterwand. Auch das 

Gewicht des linken Ventrikels bezogen auf das Körpergewicht der Maus stieg signifikant an. 

Bei B6J-Mäusen konnte diese Hypertrophie schon 1-3 Tage nach TAC-OP nachgewiesen 

werden. Für RAGC- und RAGN-Mäuse liegen die ersten Daten eine Woche nach TAC-OP 

vor, in denen sich ebenfalls eine deutliche Hypertrophie zeigte. Vier Wochen nach TAC-OP 

war die Hypertrophie der Vorderwand bei den B6J-Mäusen systolisch und diastolisch signi-

fikant stärker ausgeprägt als bei RAGC- und RAGN-Mäusen. Acht Wochen nach TAC-OP 

war diese Differenz dann nicht mehr nachweisbar.  

In unserer Arbeitsgruppe war in der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

(qRT-PCR) bei B6J- und RAGC-Mäusen eine und zehn Wochen nach TAC-OP eine verän-

derte Expression der Gene der schweren Kette des myokardialen Myosins (MYH) als Zei-

chen eines molekularen Remodelings im Rahmen der Hypertrophieentwicklung in den Kar-

diomyozyten nachweisbar. Hierbei kam es zu einem Isoform-Wechsel der Expression der 

schweren Kette des Myosins. Die Expression der Isoform α (Myh6) sank, während die Ex-

pression der Isoform β (Myh7) zunahm. Es gab dabei nach TAC-OP keinen signifikanten 

Unterschied in der Expression der Myosin-Isoformen zwischen den immundefizienten 

RAGC- und den immunkompetenten B6J-Mäusen. Auch zwischen den Vergleichsgruppen 

nach Sham-OP war bei uns die Expression der Myosin-Isoformen nicht verschieden, die 

Stämme in dieser Hinsicht also als vergleichbar anzusehen. Die Expression der Myosin-Iso-

formen bei RAGN- und C57BL/6-Mäusen wurde von Laroumanie et al. (2014) untersucht. 

Sie konnten nach TAC-OP ebenfalls den von uns in B6J- und RAGC-Mäusen gezeigten 

Isotypenwechsel von Myh6 zu Myh7 nachweisen. Die Expression von Myh7 war bei 

Laroumanie et al. (2014) nach TAC-OP in RAGN-Mäusen signifikant niedriger als bei 



4 Diskussion 100 

C57BL/6-Mäusen. Dies wurde als Hinweis auf einen Einfluss der B- und T-Zellen auf das 

Remodeling der Kardiomyozyten interpretiert, wenngleich die daraus resultierende Hyper-

trophie sechs Wochen nach TAC-OP (von Laroumanie et al. (2014) angegeben als echokar-

diografisch gemessene Dicke des Septums und der Hinterwand) identisch mit den Wildtyp-

Mäusen war. In unserer Arbeitsgruppe konnten wir acht bzw. zehn Wochen nach TAC-OP 

echokardiografisch (LVW/BW) und bei Präparation (VW/BW) keinen Unterschied in der 

Hypertrophie zwischen den immundefizienten RAGN- und RAGC- und den Wildtyp-Mäu-

sen feststellen. 

Nevers et al. (2015) beschrieben bei T-Zell-defizienten Tcra-/--Mäusen eine fehlende Hyper-

trophie vier Wochen nach TAC-OP. Auch durch medikamentöse Blockierung der T-Zell- 

und Makrophagen-Aktivierung durch den Wirkstoff Abatacept ließ sich die entstehende Hy-

pertrophie vier Wochen nach TAC-OP signifikant reduzieren (Kallikourdis et al. 2017). Bei-

des weist auf einen Einfluss der T-Zellen auf eine Hypertrophie hin. Auch von unserer  

Arbeitsgruppe wurde vier Wochen nach TAC-OP eine geringere Hypertrophie der Vorder-

wand bei den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen im Vergleich zu den B6J-Mäu-

sen gemessen. Zu späteren Untersuchungszeitpunkten war dieser Effekt in unserer Arbeits-

gruppe allerdings nicht mehr nachweisbar, sodass hier Untersuchungen zu späteren Zeit-

punkten von Tcra-/--Mäusen und Mäusen nach Abatacept-Therapie interessant wären. Zu-

sammenfassend lässt sich feststellen, dass das adaptive Immunsystem offenbar einen be-

schleunigenden Einfluss auf die kardiale Hypertrophie hat, das Gesamtausmaß der Hyper-

trophie nach TAC-OP im Beobachtungszeitraum von zehn Wochen nach OP aber nicht 

beeinflusst. 

4.3 Dilatation und Pumpfunktion nach TAC-OP 

4.3.1 Dilatation 

Bei B6J-Wildtyp-Mäusen führte eine TAC-OP innerhalb einer Woche zu einer konzentri-

schen Hypertrophie, die dann im weiteren Zeitverlauf in eine exzentrische Hypertrophie mit 

Abnahme der Ejektionsfraktion (EF) überging. Diese Abfolge der echokardiografischen 

Veränderungen ist auch in der Literatur so beschrieben worden (Li et al. 2009). Andere Ar-

beitsgruppen beschrieben bei C57BL/6-Mäusen nach TAC-OP ebenfalls die Entwicklung 

einer exzentrischen Hypertrophie (Kallikourdis et al. 2017; Laroumanie et al. 2014; Liao et 

al. 2002; Nevers et al. 2015; Toischer et al. 2010). Parallel mit der Dilatation und der Ab-

nahme der EF konnten andere Arbeitsgruppen vier bzw. sechs Wochen nach TAC-OP einen 

Anstieg der klinischen Herzinsuffizienzmarker ANP und BNP im Serum bzw. einen Anstieg 
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der Expression der ANP- und BNP-Gene (Nppa und Nppb) im Myokard als Zeichen der nun 

einsetzenden Herzinsuffizienz nachweisen (Kallikourdis et al. 2017; Laroumanie et al. 2014).  

Im Gegensatz zu den B6J-Mäusen entwickelte sich in unseren Experimenten bei den RAGN-

Mäusen bereits eine Woche nach TAC-OP eine exzentrische Hypertrophie. Zum letzten Un-

tersuchungszeitpunkt acht Wochen nach TAC-OP ließ sich durch die im Versuchsverlauf 

einsetzende Dilatation des linken Ventrikels bei B6J-Mäusen schlussendlich kein Unterschied 

in Bezug auf die Dilatation des linken Ventrikels zwischen B6J- und RAGN-Mäusen nach-

weisen. Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen 

von Laroumanie et al. (2014), die sechs Wochen nach TAC-OP bei RAGN-Mäusen keine 

Dilatation fanden. Anders als bei den B6J- und RAGN-Mäusen kam es aber in unseren Ex-

perimenten mit RAGC-Mäusen im Versuchsverlauf nicht zu einer Zunahme des Innen-

durchmessers (LVIDs/LVIDd) des linken Ventrikels. Das zusätzliche Fehlen von NK-Zel-

len und ILCs im Vergleich zu den RAGN-Mäusen könnte also für diesen Unterschied ver-

antwortlich sein. 

Sowohl der verkürzte diastolische Innendurchmesser des linken Ventrikels eine Woche nach 

TAC-OP bei B6J-Mäusen als auch die fehlende Dilatation bei RAGC-Mäusen könnten Zei-

chen einer diastolischen Dysfunktion sein, die im Rahmen einer HFpEF auftritt. Zur weite-

ren Abklärung dieser Fragestellung wären weitere echokardiografische Messungen wie die 

Bestimmung des Verhältnisses zwischen der frühdiastolischen Flussgeschwindigkeit über die 

Mitralklappe und der frühdiastolischen Mitralringgeschwindigkeit (E-E’-Verhältnis), des 

früh- und spätdiastolischen Flusses von Blut über die Mitralklappe in den linken Ventrikel 

(E-A-Verhältnis) sowie intraventrikuläre Druckmessungen mittels Herzkatheter notwendig 

gewesen (Conceicao et al. 2016), die nicht Bestandteil dieser Arbeit waren. 

4.3.2 RAGC-Mäuse zeigen nach TAC-OP keinen Abfall der EF 

Während sich bei den B6J- und RAGN-Mäusen nach TAC-OP eine klassische Herzinsuffi-

zienz mit einer deutlichen Dilatation und einer starken Einschränkung der Pumpfunktion 

(HFrEF) entwickelte, kam es in den RAGC-Mäusen trotz einer gleich stark ausgeprägten 

Hypertrophie nicht zu einem Abfall der EF. Ursächlich hierfür könnte das Fehlen von  

NK-Zellen und ILCs in den RAGC-Mäusen sein. 

Der fehlende Abfall der EF zusammen mit der nicht vorhandenen Zunahme des Innen-

durchmessers des linken Ventrikels (s.o.) und einer Hypertrophie ist ein deutlicher Hinweis 

auf das Vorliegen einer Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF) in den 
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RAGC-Mäusen. Beim Menschen wäre für die Diagnose einer HFpEF definitionsgemäß ne-

ben einer EF > 50 % zusätzlich ein Anstieg der natriuretischen Peptide ANP oder BNP 

sowie das Vorliegen einer diastolischen Dysfunktion oder einer Hypertrophie notwendig 

(Ponikowski et al. 2016). Die Spiegel von ANP und BNP wurden in dieser Arbeit nicht be-

stimmt und auch die diastolische Dysfunktion konnte letzten Endes nicht sicher nachgewie-

sen werden. Laroumanie et al. (2014) konnten allerdings in RAGN-Mäusen eine Erhöhung 

Expression der mRNA der natriuretischen Peptide im Myokard nach TAC-OP nachweisen, 

sodass ein Anstieg auch in RAGC-Mäusen wahrscheinlich ist. Damit wären alle formalen 

Kriterien für die Diagnose einer HFpEF beim Menschen (normale EF, Hypertrophie und 

Anstieg der natriuretischen Peptide) in RAGC-Mäusen erfüllt. 

Für das Vorliegen einer HFpEF spricht auch, dass das Überleben der RAGC-Mäuse mit 

einer erhaltenen Pumpfunktion nach TAC-OP gleich schlecht war wie das Überleben der 

B6J- und RAGN-Mäuse mit einer reduzierten Pumpfunktion. Dies entspricht den Beobach-

tungen klinischer Studien an Menschen, die ein gleiches Überleben für Patienten mit HFpEF 

und HFrEF gezeigt haben (Abebe et al. 2016). Als Todesursache kommt bei den RAGC-

Mäusen vor allem der plötzliche Herztod durch maligne Herzrhythmusstörungen in Frage 

(Adabag et al. 2012; Vaduganathan et al. 2017), ist letzten Endes aber nicht abschließend 

geklärt, da keine Langzeit-EKGs aufgezeichnet wurden. Selbstverständlich sind bei den im-

mundefizienten RAGC-Mäusen auch Infektionen aufgrund der Immundefizienz denkbar. 

Klinisch konnten hierfür aber keine Hinweise gefunden werden. Auch die Serum-Spiegel 

von Infekt-assoziierten Zytokinen wie IL-6 zeigten bei den RAGC-Mäusen keine deutliche 

Erhöhung im Vergleich zu den B6J-Mäusen, was ebenfalls gegen ein gehäuftes Vorliegen 

von Infektionen bei den RAGC-Mäusen spricht. 

Alternativ kann der fehlende Abfall der EF bei den RAGC-Mäusen ohne Kenntnis der ANP- 

bzw. BNP-Spiegel auch als reine Hypertrophie ohne Entwicklung einer Herzinsuffizienz ge-

wertet werden. Dagegen spricht allerdings das schlechte Überleben der RAGC-Mäuse, was 

bei einer reinen Hypertrophie nicht zu erwarten wäre. Um diese Frage zu klären sollten bei 

Wiederholungsversuchen auch die ANP- und BNP-Spiegel im Serum oder alternativ die Ex-

pression der ANP- und BNP-Gene im Myokard sowie die für die Diagnose einer diastoli-

schen Dysfunktion notwendigen echokardiografischen Parameter (s.o.) bestimmt werden. 

Der deutliche Abfall der EF nach TAC-OP bei B6J- und RAGN-Mäusen zusammen mit 

einer nachweisbaren Hypertrophie und linksventrikulären Dilatation entspricht einer Herz-

insuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF). Die Pumpfunktion der RAGN-

Mäuse war sogar teilweise noch schlechter als die der B6J-Mäuse. Hier widersprechen die 
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Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe den Resultaten von Laroumanie et al. (2014), die in ihrer 

Arbeit keinen Abfall der Pumpfunktion (gemessen als FS) bei RAGN-Mäusen nach TAC-

OP feststellen konnten. Dieser Effekt wurde auf die Abwesenheit von CD4-positiven  

T-Zellen zurückgeführt, da es zum einen nach TAC-OP und Transfer von T-Zellen in 

RAGN-Mäuse wieder zu einer Verschlechterung der Pumpfunktion kam, zum anderen 

MHC-II-defiziente Mäuse ohne CD4-positive T-Zellen im Gegensatz zu CD8-defizienten 

Mäusen vor dem Abfall der Pumpfunktion nach TAC-OP geschützt waren.  

Unsere Arbeitsgruppe konnte auch zeigen, dass CD4-positive T-Zellen einen Einfluss auf 

die Pumpfunktion haben (Hamann 2016). Sie sind aber offensichtlich nicht notwendig für 

eine Verschlechterung der Pumpfunktion. Die erhaltene EF der RAGC-Mäuse zeigt, dass es 

möglicherweise NK-Zellen und/oder ILCs sind, die durch ihre Aktivität entscheidend zur 

Verschlechterung der Pumpfunktion des Ventrikels beitragen. Hierbei gilt es zu bedenken, 

dass der Effekt des Fehlens von Immunzellen immer mit dem Grad der Aktivierung des 

Immunsystems in den Wildtyp-Mäusen zusammenhängt. Je stärker die Aktivierung des Im-

munsystems in den Wildtyp-Mäusen, desto größer ist in der Regel auch der Effekt der  

Immundefizienz. Die Hinweise, dass RAGC-Mäuse nach TAC-OP eine HFpEF entwickeln, 

sollten weiter untersucht werden, da es für die HFpEF bisher kein gutes Tiermodell 

(Conceicao et al. 2016) gibt und im Vergleich zur HErEF deutlich weniger Daten zur Ent-

stehung einer HFpEF existieren. 

4.4 Fibrose 

In den Versuchen unserer Arbeitsgruppe kam es nach TAC-OP sowohl bei B6J- als auch bei 

den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen zu einer deutlichen Fibrosierung des 

Myokards. Diese war in den B6J-Mäusen bereits drei Tage, bei den RAGC-Mäusen sieben 

Tage nach TAC-OP nachweisbar (Daten für drei Tage nach OP liegen für die RAGC-Mäuse 

nicht vor). Auch in der Literatur wurde eine verstärkte myokardiale Fibrosierung bei 

C57BL/6-Mäusen zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen drei Tagen und sechs Wochen 

nach TAC-OP beschrieben (Kallikourdis et al. 2017; Laroumanie et al. 2014; Nevers et al. 

2015; Toischer et al. 2010; Xia et al. 2009). Der Anteil der Fibrose blieb bei B6J-Mäusen in 

unseren Experimenten im Zeitverlauf zu zehn Wochen nach TAC-OP unverändert hoch. 

Bei RAGC-Mäusen ließ sich zehn Wochen nach TAC-OP etwas weniger Kollagen im Myo-

kard als eine Woche nach TAC-OP nachweisen. Dies könnte mit einer höheren Mortalität 

der Tiere mit hohem Fibrosegrad zusammenhängen, da die Fibrosierung des Myokards eine 

Manifestierung des pathologischen kardialen Remodelings ist und für einen stärkeren patho-

logischen Umbau spricht. Ein stärkeres Remodeling geht in der Regel mit einer stärkeren 
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Herzinsuffizienz und damit mit einer möglicherweise schlechteren Prognose einher (Oka 

und Komuro 2008; Opie et al. 2006). Wir konnten zu keinem untersuchten Zeitpunkt einen 

Unterschied im Grad der Fibrosierung des Myokards zwischen den immundefizienten 

RAGC- und RAGN-Mäusen und den immunkompetenten B6J-Mäusen nachweisen. Die 

Fibrosierung war bei uns folglich unabhängig vom Vorhandensein von B- und T-Zellen. 

Auch zwischen RAGC- und RAGN-Mäusen war kein Unterschied im Anteil der Fibrose 

feststellbar, was in unseren Versuchen gegen einen signifikanten Einfluss der NK-Zellen und 

ILCs auf die Fibrosierung des Myokards nach TAC-OP spricht. 

Im Gegensatz zu den Resultaten unserer Arbeitsgruppe wurde in der Literatur in zwei Ar-

beiten eine Abhängigkeit der Fibrosierung des Myokards von der Anwesenheit von T-Zellen 

beschrieben. Nevers et al. (2015) beschrieben vier Wochen nach TAC-OP eine fehlende Fib-

rosierung des Myokards in T-Zell-defizienten Tcra-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäu-

sen. Die Tierzahlen lagen allerdings nur zwischen 3-6 Tieren pro Gruppe. In der von 

Laroumanie et al. (2014) publizierten Arbeit wurde sechs Wochen nach TAC-OP eine deut-

lich geringere Fibrose bei RAGN- und selektiv CD4-defizienten Mäusen gefunden. Die Tier-

zahlen lagen hier bei 6-10 Tieren pro Gruppe. Nach Transfer von CD3-positiven Zellen in 

B- und T-Zell-defiziente RAGN-Mäuse kam es nach TAC-OP hingegen wieder zu einer mit 

den Wildtyp-Mäusen vergleichbaren Fibrosierung des Myokards (Laroumanie et al. 2014). 

Die in der Literatur veröffentlichten Ergebnisse legen nahe, dass CD4-positive T-Zellen zur 

Fibrosierung des Myokards beitragen können. Unsere Arbeitsgruppe konnte aber zeigen, 

dass T-Zellen und Lymphozyten insgesamt für die Ausbildung einer Fibrose im Myokard 

nach TAC-OP nicht notwendig sind. 

Der Anteil der Fibrose lag bei Laroumanie et al. (2014) in den Wildtyp-Mäusen nach TAC-

OP bei etwa 3-6 % und damit deutlich unter den von uns gemessenen Werten von etwa  

15 %. Bei Nevers et al. (2015) wurde bei C57BL/6-Mäusen nach TAC-OP wie bei uns ein 

Fibroseanteil von etwa 15 % gemessen. Interessanterweise entsprach die Auswertungsme-

thode von Laroumanie et al. (2014) vom Prinzip her der von uns verwendeten Methode, in 

der die Präparate mittels Scansystem komplett digitalisiert und dann am Computer ausge-

wertet wurden, während die Auswertungsmethode von Nevers et al. (2015) nicht genannt 

wird. Der Grund für die deutliche Abweichung des Fibroseanteils von Laroumanie et al. 

(2014) ist nicht ersichtlich. Möglicherweise wurde mit einer geringeren Vergrößerung als in 

unserer Arbeitsgruppe gearbeitet und beispielsweise das Epikard, die natürlich vorkom-

mende geringe perivaskuläre Fibrose sowie die Basalmembranen in der geringen Auflösung 

nicht erfasst. Nach Sham-OP wird für C57BL/6-Mäuse von Laroumanie et al. (2014) ein 

Fibroseanteil von etwa 0,2 % angegeben, was deutlich unter den von uns gemessenen Werten 
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von etwa 2 % liegt und die These unterstützt, dass hier einige Strukturen nicht berücksichtigt 

wurden. 

Um die Fibrosierung genauer zu untersuchen wurde in unserer Arbeitsgruppe die Expression 

der mRNA von Kollagen I (Col1a2) mittels qRT-PCR untersucht. Hierbei zeigte sich nach 

TAC-OP eine signifikante Erhöhung der Expression von Col1a2 sowohl in B6J- als auch in 

RAGC-Mäusen (RAGN-Mäuse wurden von uns nicht untersucht). Auch Laroumanie et al. 

(2014) konnten nach TAC-OP eine signifikante Erhöhung der Expression der von ihnen 

untersuchten Kollagen-Gene Col1a1 und Col3a1 in C57BL/6- und RAGN-Mäusen zeigen. 

Sowohl bei Laroumanie et al. (2014) als auch in unserer Arbeitsgruppe war die Expression 

der Kollagen-Gene in den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen und den immun-

kompetenten Wildtyp-Mäusen gleich und damit unabhängig von der Anwesenheit von Lym-

phozyten. 

Die reduzierte Fibrose in RAGN-Mäusen erklärten Laroumanie et al. (2014) mit einer nied-

rigeren Aktivität des Enzyms Lysyloxidase im Myokard von RAGN-Mäusen nach TAC-OP 

im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen. Lysyloxidase (LOX) ist verantwortlich für das Cross-linking 

der Kollagen-Moleküle und damit direkt an der Entstehung der Fibrose beteiligt (Satoh et al. 

2006). Sie wird als inaktives Pro-Enzym (Pro-LOX) sezerniert und dann durch limitierte 

Proteolyse außerhalb der Zelle in die aktive Form LOX überführt (Laroumanie et al. 2014). 

Nach TAC-OP beschrieben Laroumanie et al. (2014) in RAGN- und C57BL/6-Mäusen eine 

deutlich gesteigerte Expression des Lox-Gens, wobei die Expression bei RAGN-Mäusen ge-

ringer war als bei den Wildtyp-Mäusen. Im Western Blot konnten Laroumanie et al. (2014) 

ihre Ergebnisse aus der qRT-PCR bestätigen. Nach Transfer von T-Zellen in RAGN-Mäuse 

war nach TAC-OP sowohl die Expression von Lox als auch die Menge an der aktiven Form 

der Lysyloxidase im Myokard gleich hoch wie in C57BL/6-Mäusen (Laroumanie et al. 2014), 

was einen Einfluss der T-Zellen auf die Expression der LOX nahelegt. Unsere Arbeitsgruppe 

konnte zeigen, dass auch in RAGC- und RAGN-Mäusen nach TAC-OP eine deutliche Fib-

rosierung des Myokards auftritt und B- und T-Zellen für die Entwicklung einer Fibrose im 

Myokard nach TAC-OP daher nicht notwendig sind. Weiterhin fanden wir und andere (Xia 

et al. 2009) eine Fibrosierung des Myokards schon drei Tage nach TAC-OP. Obwohl zu 

diesem Zeitpunkt bei B6J-Mäusen bereits B- und T-Zellen in das Myokard infiltriert sind, 

liegt ein Zusammenhang der Fibrosierung mit Zellen des angeborenen Immunsystems nahe 

(Kapitel 4.5). 
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4.4.1.1 Expression von TGF-β 

Transforming Growth Factor-β (TGF-β) ist ein Marker für die Fibrosierung des Myokards im 

Rahmen des Remodelings (Gray et al. 1998; Kai et al. 2006). Eine in unserer Arbeitsgruppe 

durchgeführte qRT-PCR konnte eine signifikante Erhöhung der Expression von Tgfb bei 

RAGC- und B6J-Mäusen sowohl eine als auch zehn Wochen nach TAC-OP als Hinweis für 

ein stattfindendes Remodeling nachweisen. Es gab weder nach TAC-OP noch nach Sham-

OP relevante Unterschiede in der Höhe der Expression von Tgfb zwischen RAGC- und B6J-

Mäusen, sie scheint daher unabhängig von der Anwesenheit lymphozytärer Zellen zu sein. 

Die Erhöhung der Expression von Tgfb im Myokard nach TAC-OP betraf bei den in unserer 

Arbeitsgruppe durchgeführten Analysen alle drei bekannten Subtypen von TGF-β (Tgfb1, 

Tgfb2 und Tgfb3). Auch in der Literatur wurde eine Erhöhung aller drei Subtypen von TGF-

β nach TAC-OP beschrieben (Travers et al. 2016). Kallikourdis et al. (2017) konnten eben-

falls eine Erhöhung der Expression von Tgfb eine Woche nach TAC-OP bei C57BL/6-Mäu-

sen nachweisen, allerdings wurden die Subtypen von Tgfb dort nicht untersucht. Im Serum 

ließen sich weder nach TAC- noch nach Sham-OP signifikante Unterschiede in den Serum-

Spiegeln von TGF-β zwischen B6J- und RAGC-Mäusen feststellen. All das passt dazu, dass 

es auch im Grad der Fibrosierung keinen Unterschied zwischen den Stämmen gab. 

4.5 TAC-OP führt zur Infiltration von Immunzellen 

Nachdem von Toischer et al. (2010) die Infiltration von CD45-positiven Zellen in das Myo-

kard eine Woche nach TAC-OP gezeigt werden konnte, wurde in dieser Arbeit die Infiltra-

tion von Immunzellen in das Myokard nach TAC-OP weitergehend untersucht und die ver-

schiedenen Subtypen der CD45-positiven Immunzellen analysiert. Auch wir konnten nach 

TAC-OP im Gegensatz zur Sham-OP eine deutliche Infiltration von Immunzellen in das 

Myokard nachweisen. Nach Sham-OP kam es weder bei Wildtyp-Mäusen noch bei immun-

defizienten Mäusen zu einer Veränderung der Gesamtzahl der Immunzellen im Myokard, 

sodass hier von einem spezifischen Einfluss der TAC-OP auf die Infiltration von Immun-

zellen ausgegangen werden kann. 

Bereits 1-3 Tage nach TAC-OP ließ sich histologisch eine Infiltration von Makrophagen,  

T-Zellen und B-Zellen in das Myokard nachweisen. Diese Ergebnisse wurden von unserer 

Arbeitsgruppe mittels Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting – FACS) bestä-

tigt. Neutrophile Granulozyten waren in der Durchflusszytometrie sogar schon einen Tag 

nach TAC-OP in deutlich erhöhter Zahl im Myokard nachweisbar. Zusätzlich konnten drei 

Tage nach TAC-OP in der Durchflusszytometrie neben Neutrophilen Granulozyten auch 
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inflammatorische Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen sowie NK-Zellen in 

höherer Anzahl im Myokard nachgewiesen werden als nach Sham-OP. Dies spricht für eine 

unmittelbare Aktivierung des Immunsystems durch eine TAC-OP, wie sie in der Literatur 

für den Myokardinfarkt beschrieben wurde (Epelman et al. 2015; Frangogiannis et al. 1998). 

Bereits eine Woche nach TAC-OP waren die Neutrophilen Granulozyten im Myokard so-

wohl in der Histologie als auch in der Durchflusszytometrie im Vergleich zu Sham-OP nicht 

mehr in erhöhter Zahl nachweisbar. Auch die Gesamtzahl aller CD45-positiven Immunzel-

len im Myokard sank im Zeitverlauf von einer zu zehn Wochen nach TAC-OP sowohl in 

der Histologie als auch in der Durchflusszytometrie deutlich ab, was für einen Rückgang des 

initialen inflammatorischen Stimulus innerhalb einer Woche spricht. 

Auch B- und T-Zellen als Repräsentanten des spezifischen Immunsystems ließen sich schon 

1-3 Tage nach TAC-OP in höherer Anzahl im Myokard nachweisen als nach Sham-OP. Sie 

waren bei B6J-Mäusen zu allen untersuchten Zeitpunkten nach TAC-OP in höherer Zahl im 

Myokard nachweisbar als nach Sham-OP (teilweise allerdings statistisch nicht signifikant). 

Die Gesamtzahl der B- und T-Zellen im Myokard war dabei aber deutlich geringer als die 

der Neutrophilen Granulozyten.  

In den immundefizienten RAGC- und RAGN-Mäusen ließen sich erwartungsgemäß keine 

B- und T-Zellen nachweisen. Eine Woche nach TAC-OP war genau wie bei den B6J-Mäusen 

bei den RAGC-Mäusen die Zahl der Neutrophilen Granulozyten im Myokard nicht mehr 

höher als nach Sham-OP. Daten früherer Versuchszeitpunkte liegen bei den immundefizi-

enten Mäusen nicht vor, ein analoger Verlauf mit einer initial starken Infiltration Neutrophi-

ler Granulozyten wie bei den B6J-Mäusen ist aber anzunehmen. Auch bei den RAGC-Mäu-

sen kam es im Verlauf des Experiments zu einem Absinken der Anzahl von CD45-positiven 

Immunzellen im Myokard als Hinweis auf einen Rückgang des initialen inflammatorischen 

Stimulus. Für RAGN-Mäuse liegen keine Verlaufsdaten für die Infiltration vor. 

Weisheit et al. (2014) und Xia et al. (2009) beschreiben ebenfalls eine frühe Infiltration von 

Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in das Myokard innerhalb von 3-6 Tagen 

nach TAC-OP. Auch die erhöhte Anzahl von B- und T-Zellen im Myokard konnte vier bzw. 

sechs Wochen nach TAC-OP auch von anderen Arbeitsgruppen gefunden werden 

(Laroumanie et al. 2014; Nevers et al. 2015). Abweichend zu unseren Ergebnissen und den 

Resultaten von Weisheit et al. (2014) und Xia et al. (2009) beschrieben Nevers et al. (2015) 

in ihren Experimenten hingegen keine Infiltration von Immunzellen in das Myokard 48 Stun-

den nach TAC-OP, sondern erst 14 Tage nach TAC-OP.  
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4.5.1 Starke Infiltration in Fibrosearealen 

Wir und andere Arbeitsgruppen konnten eine hohe Anzahl von Neutrophilen Granulozyten, 

Makrophagen und anderen Immunzellen direkt im Fibroseareal nachweisen (Ismahil et al. 

2014; Laroumanie et al. 2014). In unseren Untersuchungen fanden wir zusätzlich einen engen 

zeitlichen Zusammenhang zwischen der Infiltration von Neutrophilen Granulozyten,  

Makrophagen und Monozyten in das Myokard und dem Nachweis einer Fibrosierung des 

Myokards innerhalb von drei Tagen nach TAC-OP. Nach dem Rückgang der Infiltration 

Neutrophiler Granulozyten gab es auch keinen Progress der Fibrose mehr. Auch die immun-

defizienten RAGC- und RAGN-Mäuse entwickelten in den von uns durchgeführten Versu-

chen innerhalb einer Woche nach TAC-OP eine ausgeprägte Fibrosierung des Myokards, 

was einen notwendigen Beitrag der T- und B-Zellen für die Entstehung einer Fibrose nach 

TAC-OP ausschließt. In der Gruppe der immundefizienten Mäuse entwickelten nach TAC-

OP ausnahmslos alle Tiere eine Fibrosierung des Myokards, sodass hier von einer generellen 

Folge einer erhöhten Nachlast ausgegangen werden kann. Der enge zeitliche Zusammenhang 

der Infiltration von Zellen des angeborenen Immunsystems in das Myokard mit dem Auf-

treten der Fibrose in den B- und T-Zell-defizienten Mäusen legt einen Einfluss von Zellen 

des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten auf die 

Ausbildung einer myokardialen Fibrose nach TAC-OP nahe.  

In Tiermodellen mit arterieller Hypertonie durch Angiotensin II-Dauerinfusion zeigte sich 

ebenfalls eine Fibrosierung des Myokards eine Woche nach Start der Angiotensin II- 

Applikation (Jiang et al. 2013), begleitet von einer schnellen und deutlichen Infiltration von 

Neutrophilen Granulozyten und Monozyten in das Myokard (Obama et al. 2014). Neben 

einer Aortenklappenstenose ist die arterielle Hypertonie ein anderer häufiger Auslöser einer 

erhöhten Nachlast beim Menschen. Im Hypertonie-Modell konnte gezeigt werden, dass die 

von Neutrophilen Granulozyten sezernierten Proteine S100a8 und S100a9 myokardiale Fib-

roblasten aktivieren können, die der Hauptproduzent des Kollagens in den Fibrosearealen 

sind (Wu et al. 2014). Somit besteht zumindest im Hypertonie-Modell ein direkter Zusam-

menhang zwischen der Infiltration Neutrophiler Granulozyten und der Fibrosierung des  

Myokards. 

4.5.2 Mechanismus der Aktivierung des Immunsystems nach TAC-OP unklar 

Der genaue Mechanismus der Aktivierung des Immunsystems durch eine TAC-OP ist nicht 

geklärt. Anders als beim Myokardinfarkt kommt es nach TAC-OP nicht zu einer höhergra-

digen Minderperfusion des Myokards und damit zur Ausbildung großer Nekroseareale. Al-

lerdings ist die Apoptoserate der Kardiomyozyten nach TAC-OP erhöht (Toischer et al. 
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2010). Eine Gewebsnekrose ist ein starker Stimulus für die Aktivierung des Immunsystems 

und löst nach einem Myokardinfarkt eine starke Infiltration von Immunzellen in das Myo-

kard aus (Ismahil et al. 2014). Da nach einer TAC-OP diese Nekrose fehlt, müssen hier an-

dere Faktoren die massive Aktivierung des Immunsystems auslösen. Kardiomyozyten unter 

Stress bilden das systemisch wirksame pro-inflammatorische Zytokin IL-6, das zu einer Ak-

tivierung des Immunsystems führt und zusammen mit anderen Zytokinen wie IL-1β aus 

myokardialen Mastzellen und Fibroblasten zur Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM1 

und VCAM1 auf den Endothelzellen der myokardialen Kapillaren führt. Die Expression die-

ser Adhäsionsmoleküle wiederum ermöglicht die Einwanderung von Immunzellen in das 

Myokard (Nevers et al. 2015; Salvador et al. 2016). Ein Knockout von Icam1 verhinderte in 

ICAM1-defizienten Mäusen die Transmigration von Immunzellen (anfänglich vor allem von 

Neutrophilen Granulozyten) in das Myokard. Zusätzlich war in Icam1-/--Mäusen nach TAC-

OP keine verstärkte Fibrosierung des Myokards nachweisbar, was die These unterstützt, dass 

die myeloiden Zellen einen entscheidenden Anteil zur Fibrose beitragen (Salvador et al. 

2016). Auch zusätzliche Daten unserer Arbeitsgruppe aus qRT-PCR und FACS konnten eine 

erhöhte Expression von Icam1 und Vcam1 bzw. ICAM1 und VCAM1 eine Woche nach TAC-

OP zeigen.  

Durch die Aktivierung des Immunsystems nach einem Myokardschaden oder durch myo-

kardialen Stress aufgrund einer Nachlasterhöhung kommt es vor allem innerhalb der ersten 

Woche nach dem schädigenden Ereignis neben der Infiltration Neutrophiler Granulozyten 

zu einer vermehrten Infiltration von Monozyten und Makrophagen aus dem Blut in das Myo-

kard. Diese Infiltration ließ sich von unserer Arbeitsgruppe sowohl histologisch als auch in 

der Durchflusszytometrie nachweisen. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch von anderen 

Arbeitsgruppen beschrieben (Epelman et al. 2015; Laroumanie et al. 2014; Lavine et al. 2014; 

Weisheit et al. 2014; Xia et al. 2009). Vor allem der Subtyp der monozytären Makrophagen 

scheint für das pathologische Remodeling des Myokards verantwortlich zu sein. Diese 

CCR2-positiven Makrophagen bilden unter anderem IL-1β als pro-inflammatorisches Zyto-

kin, welches das kardiale Remodeling fördern kann (Mezzaroma et al. 2011) sowie MCP-1 

(Monocyte Chemoattractant Protein-1), welches die Infiltration weiterer Makrophagen und damit 

eine Verstärkung der Immunreaktion bewirkt (Dobaczewski und Frangogiannis 2009; Shioi 

et al. 1997). Ein selektiver Knockout der monozytären Makrophagen in Crr2-/--Mäusen 

führte zu deutlich weniger pathologischem Remodeling nach Myokardinfarkt als in Wildtyp-

Mäusen (Lavine et al. 2014). Ein ähnlicher Effekt ist auch nach TAC-OP anzunehmen. Ent-

sprechende Daten liegen hierzu aber nicht vor.  
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Die Aktivität von Makrophagen ist abhängig von ihrer Aktivierung durch Th1-polarisierte 

CD4-positive T-Zellen. Laroumanie et al. (2014) und Kallikourdis et al. (2017) beschreiben 

in ihren Arbeiten eine entsprechende Th1-Polarisierung der CD4-positiven T-Zellen in 

C57BL/6-Wildtyp-Mäusen nach TAC-OP. Dies unterstützt die These, dass nach TAC-OP 

T-Zellen Makrophagen aktivieren. Für diese aktivierten Makrophagen wurde nach Myokard-

infarkt gezeigt, dass sie Einfluss auf das Remodeling nehmen können (Lavine et al. 2014). 

4.5.3 TAC-OP führt zur Aktivierung von T-Zellen 

Histologisch ließ sich bei den in unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Versuchen bei B6J-

Mäusen bereits 1-3 Tage nach TAC-OP eine vermehrte Infiltration von CD8-positiven  

T-Zellen in das Myokard im Vergleich zur Sham-OP nachweisen. Auch die Anzahl der CD4-

positiven T-Zellen im Myokard war im gesamten Versuchszeitraum nach TAC-OP höher als 

nach Sham-OP. Mittels Durchflusszytometrie konnten die Ergebnisse der histologischen 

Untersuchungen bestätigt werden. Zusätzlich fanden wir nach TAC-OP sowohl auf CD4- 

als auch auf CD8-positiven T-Zellen in der Milz eine verstärkte Expression der Aktivierungs-

marker CD25 und CD69, was für eine systemische Aktivierung beider T-Zell-Populationen 

spricht. Auch der Anteil CD11c+MHCII+-dendritischer Zellen als potenter Aktivator der  

T-Zellen war nach TAC-OP im Myokard signifikant erhöht. Laroumanie et al. (2014) zeigten 

eine deutliche Größenzunahme mediastinaler Lymphknoten, was von Kallikourdis et al. 

(2017) bestätigt wurde. Kallikourdis et al. (2017) konnten ebenfalls aktivierte T-Zellen mit 

einer Expression von CD25 eine Woche nach TAC-OP in mediastinalen Lymphknoten 

nachweisen. Diese mediastinalen Lymphknoten sind der Ort, wo die dendritischen Zellen 

entsprechende T-Zellen aktivieren können. Nach Aktivierung der Immunzellen kommt es 

durch die Proliferation der Immunzellen zu einer Größenzunahme der Lymphknoten. Auch 

dies unterstützt die These einer Aktivierung der T-Zellen durch eine TAC-OP. Dazu passend 

konnte eine Th1-Polarisierung der CD4-positiven T-Zellen gezeigt werden (Kallikourdis et 

al. 2017; Laroumanie et al. 2014). Th-1-polarisierte T-Zellen schütten unter anderem Inter-

feron-γ (IFN-γ) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) aus (Mosmann et al. 1986), welche so-

wohl bei Menschen als auch bei Mäusen mit Herzinsuffizienz in erhöhter Konzentration im 

Blut gemessen bzw. deren erhöhte Expression auf Ebene der mRNA nachgewiesen werden 

konnte (Dahl et al. 2009; Fukunaga et al. 2007; Kallikourdis et al. 2017; Torre-Amione et al. 

1996). Auch in den Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte nach TAC-OP in der Durch-

flusszytometrie eine verstärkte Sekretion von IFN-γ durch CD4-positive T-Zellen gezeigt 

werden, was ebenfalls auf eine Aktivierung und Th1-Polarisierung der T-Zellen hindeutet. 



4 Diskussion 111 

In einem speziellen Mausmodell (cMy-mOVA-Mäuse) mit einer selektiven Expression des 

Modellantigens Ovalbumin (OVA) in Kardiomyozyten konnte unsere Arbeitsgruppe nach 

TAC-OP eine Aktivierung von OVA-spezifischen CD8-positiven T-Zellen (CTLs) zeigen. 

Nach Transfer von OVA-spezifischen CD8-positiven T-Zellen (OT-I-Zellen) in cMy-

mOVA-Mäuse wurde diese Aktivierung noch weiter verstärkt (Hamann 2016). Mäuse, die 

neben der selektiven Expression von Ovalbumin in Kardiomyozyten, zusätzlich CD4-posi-

tive T-Zellen hatten, die fast ausschließlich einen gegen Ovalbumin gerichteten T-Zell-Re-

zeptor besaßen (cMy-mOVA-OT-II-Mäuse), zeigten eine schnellere Progression von der 

Hypertrophie zur Herzinsuffizienz. Interessanterweise war dieser Effekt unabhängig von der 

Produktion Ovalbumin-spezifischer IgG-Antikörper, an deren Bildung die CD4-positiven 

T-Zellen beteiligt sind (Hamann 2016). Möglicherweise werden Makrophagen, die Oval-

bumin aus apoptotischen Kardiomyozyten präsentieren, durch die Ovalbumin-spezifischen 

CD4-positiven T-Zellen aktiviert und führen in den cMy-mOVA-OT-II-Mäusen zu einer 

schnelleren Progression von der Hypertrophie zur Herzinsuffizienz unabhängig vom Vor-

liegen Ovalbumin-spezifischer Antikörper.  

Antikörper gegen myokardiale Antigene wurden bei verschiedenen Krankheitsbildern wie 

Herzinsuffizienz oder Myokarditis gefunden. Bis jetzt sind aber nur wenige kardiale Antigene 

wie die schwere Kette des Myosins (Myosin Heavy Chain – MyHC), der β-Adrenorezeptor und 

der M2-Acetlycholinrezeptor identifiziert worden, die bei der Aktivierung des Immunsys-

tems nach Schädigung des Myokards eine Rolle spielen (Lv et al. 2011; Magnusson et al. 

1994). In mehreren klinischen Studien konnte bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 

durch die Entfernung von pathologischen Immunglobulinen aus dem Blut eine Besserung 

der echokardiografisch gemessenen Pumpfunktion erreicht werden (Dandel et al. 2015; 

Herda et al. 2010; Ohlow et al. 2017; Reinthaler et al. 2015), was auf einen Einfluss von 

myokardspezifischen Antikörpern auf die Progression oder das Fortbestehen einer Herzin-

suffizienz hinweist (Nikolaev et al. 2007). Der genaue Mechanismus, wie diese autoreaktiven 

myokardspezifischen Antikörper zur Entwicklung, Progression oder Aufrechterhaltung ei-

ner Herzinsuffizienz beitragen, ist aber weiterhin nicht vollständig geklärt (Kaya et al. 2012; 

Wehlou und Delanghe 2009). 

Nevers et al. (2015) zeigten, dass Tiere, die wegen eines T-Zell-Rezeptor-Defekts oder auf-

grund medikamentöser Depletion von T-Zellen keine oder nur wenige T-Zellen hatten, nach 

TAC-OP anders als die Vergleichsgruppen innerhalb von vier Wochen keine Herzinsuffizi-

enz ausbildeten, was einen starken Einfluss der T-Zellen auf die Entwicklung einer Herzin-

suffizienz nahelegt. In Versuchen von Laroumanie et al. (2014) wurde dieser Effekt auf CD4-

positive T-Zellen zurückgeführt. Ein Fehlen von CD8-positiven T-Zellen hatte hingegen 
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keinen Einfluss auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Auch RAGN-Mäuse, die keine 

B- und T-Zellen besitzen, entwickelten bei Laroumanie et al. (2014) nach TAC-OP keine 

Herzinsuffizienz. In einer neu erschienenen Arbeit wurde gezeigt, dass der Wirkstoff Aba-

tacept, ein CTLA4-Ig-Fusionsprotein, das die Kostimulation von T-Zellen durch antigen-

präsentierende Zellen bei der T-Zell-Aktivierung blockiert, die Entwicklung einer Herzin-

suffizienz nach TAC-OP deutlich verzögern und abschwächen kann (Kallikourdis et al. 

2017). Diese Ergebnisse konnten durch unsere Arbeitsgruppe nur teilweise bestätigt werden. 

Bei den RAGN-Mäusen ohne B- und T-Zellen kam es bei uns zu einer vergleichbaren Herz-

insuffizienz wie in den Wildtyp-Mäusen. Erst bei den RAGC-Mäusen, denen neben B- und  

T-Zellen auch NK-Zellen und ILCs fehlen, kam es im Verlauf des Versuches nicht zur einer 

Verschlechterung der Pumpfunktion im Sinne einer Herzinsuffizienz mit reduzierter links-

ventrikulärer Auswurffraktion (HFrEF), sondern am ehesten zur Entwicklung einer Herzin-

suffizienz mit erhaltener linksventrikulärer Auswurffraktion (HFpEF). 

4.5.4 Eine TAC-OP führt in der Frühphase zur Aktivierung von NK-Zellen 

Zusätzlich zur Aktivierung von T-Zellen und der Infiltration von Makrophagen und Neutro-

philen Granulozyten in das Myokard kam es eine Woche nach TAC-OP auch zu einer signi-

fikanten Aktivierung von NK-Zellen (weitere Daten unserer Arbeitsgruppe aus sog. Chrom-

Tests). NK-Zellen sind in der Lage, Zellen anzugreifen, die bestimmte Liganden auf ihrer 

Oberfläche exprimieren und deren Apoptose oder Lyse einzuleiten (Spits et al. 2013). NK-

Zellen sind wichtige Schnittstellen zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem 

(Brilot et al. 2008; Moretta et al. 2008; Reschner et al. 2008). Welchen Einfluss sie auf Kar-

diomyozyten haben, ist nicht erforscht. Toischer et al. (2010) sowie Daten unserer Arbeits-

gruppe aus qRT-PCR konnten eine Woche nach TAC-OP eine erhöhte Apoptoserate in den 

Kardiomyozyten nachweisen, was zeitgleich zu der von uns gezeigten Aktivierung der NK-

Zellen stattfand. Welchen Anteil die NK-Zellen an der erhöhten Apoptoserate der Kardio-

myozyten haben, ist unklar. Ein Teil der Apoptose ist wahrscheinlich auf den myokardialen 

Stress durch die TAC-OP zurückzuführen, da auch bei den RAGC-Mäusen, die keine NK-

Zellen besitzen, nach TAC-OP bei uns die Expression von Casp1 (Caspase 1) und Casp3 

(Caspase 3) als Apoptosemarker ebenfalls signifikant höher war als nach Sham-OP.  

Weiterhin ließ sich eine Woche nach TAC-OP im Myokard eine Hochregulation von indu-

zierbaren Liganden des NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen feststellen (weitere Daten unse-

rer Arbeitsgruppe aus qRT-PCR). Die entsprechenden Liganden werden von entarteten und 

unter Stress stehenden Zellen exprimiert und können von NK-Zellen erkannt werden, die 

dann in der Zielzelle eine Apoptose oder Lyse induzieren können (Gonzalez et al. 2008; 
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Zafirova et al. 2011). NKG2D-Rezeptoren werden auch auf einigen Subtypen von T-Zellen 

exprimiert und sind als kostimulatorisches Signal an der T-Zell-Aktivierung beteiligt (Groh 

et al. 2001; Groh et al. 2003; Jamieson et al. 2002). Es ist anzunehmen, dass eine TAC-OP 

eine Stressreaktion in den Kardiomyozyten auslöst und damit die Expression von Liganden 

des NKG2D-Rezeptors auf der Oberfläche der Kardiomyozyten bewirkt. Ob zwischen  

NK-Zell-Aktivierung, der erhöhten Expression von Zielstrukturen des NKG2D-Rezeptors 

im Myokard und der erhöhten Apoptoserate der Kardiomyozyten ein Zusammenhang be-

steht, ist unklar. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig. Vor allem ist unklar, ob die 

Kardiomyozyten selbst die NKG2D-Liganden exprimieren oder andere Zellen im Myokard 

wie Fibroblasten dies tun. 

4.6 Zytokinspiegel von B6J- und RAGC-Mäusen nach TAC-OP 

In den in dieser Arbeit durchgeführten Zytokin-Messungen hatte eine TAC-OP bei den 

meisten der insgesamt untersuchten 48 Zytokinen keinen Einfluss auf die Höhe der Zyto-

kinspiegel im Blut. Bei den Zytokinen, die nach TAC-OP anstiegen, ist insbesondere IL-6 

hervorzuheben. Hier war sowohl bei RAGC- als auch bei B6J-Mäusen ein Anstieg des  

Serum-Zytokinspiegels nach TAC-OP zu verzeichnen (wenngleich dieser aufgrund der ge-

ringen Teststärke zu einigen Zeitpunkten nicht signifikant war). Für IL-6 wurden von ande-

ren Arbeitsgruppen Hinweise für eine Beteiligung an der Hypertrophie und deren Progres-

sion in eine Herzinsuffizienz gefunden (Hirota et al. 1995; Melendez et al. 2010). Ein konti-

nuierlich erhöhter Spiegel von IL-6 ist ohne weitere Faktoren im Ratten-Modell in der Lage, 

ein pathologisches kardiales Remodeling auszulösen (Melendez et al. 2010), während ein 

Knockout von IL-6 in Il-6-/--Mäusen zu einer verzögerten Progression von Hypertrophie 

und Herzinsuffizienz nach TAC-OP führte (L Zhao et al. 2016). Interessanterweise gibt es 

aber auch andere Studien, in denen ein Knockout von IL-6 keinen Effekt auf die Entwick-

lung einer Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach TAC-OP hatte (Kaminski et al. 2007; 

Lai et al. 2012). 

Zwischen immundefizienten RAGC- und immunkompetenten B6J-Mäusen ließen sich nur 

wenige Unterschiede in der Ausschüttung von Zytokinen finden. Vor allem die Ausschüt-

tung von IL-6 war in den RAGC-Mäusen höher als in den B6J-Mäusen. Möglicherweise 

besteht bei RAGC-Mäusen aufgrund der Immundefizienz eine etwas höhere inflammatori-

sche Aktivität des angeborenen Immunsystems, da dieser Einfluss unabhängig von dem OP-

Typ war. Massiv erhöhte IL-6-Spiegel wie bei einer Infektion ließen sich allerdings nicht 

finden. Bei einigen Zytokinen wie IL-10 und IL-1β waren bei überdurchschnittlich vielen 

Tieren sehr hohe Werte zu messen, wobei diese Werte nach TAC-OP nochmals höher waren 
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als nach Sham-OP. Für IL-10 als immunsuppressives Zytokin sind nach TAC-OP protektive 

Effekte in Bezug auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz beschrieben worden (Verma et 

al. 2012). In der Gruppe der Extremwerte ließ sich für IFN-γ und IL-17 ein Einfluss der OP 

zeigen, wobei eine TAC-OP zu höheren Extremwerten führte. Dies passt zu einer Polarisa-

tion der T-Zell-Antwort in Richtung eines Th1- bzw. Th17-Phänotyps. Auch Hamann (2016) 

und Laroumanie et al. (2014) konnten in C57BL/6-Mäusen nach TAC-OP in der Durch-

flusszytometrie bzw. auf Genebene Hinweise auf eine Th1- bzw. Th17-Polarisation der 

CD4-positiven T-Zellen finden. 

Wir konnten in einzelnen Tieren einen massiven Anstieg der Zytokinspiegel im Serum im 

Sinne eines Zytokinsturms (entsprechend einer starken Aktivierung des Immunsystems) be-

obachten. Auch in anderen Versuchen unserer Arbeitsgruppe ließ sich eine starke Aktivie-

rung des Immunsystems mit einer starken Autoimmunreaktion in einzelnen Tieren nachwei-

sen (Hamann 2016). Dies legt nahe, dass eine TAC-OP unter bestimmten Voraussetzungen 

in der Lage ist, eine starke Aktivierung des Immunsystems (teilweise kombiniert mit einer 

Autoimmunreaktion) auszulösen. 

Auf Ebene der mRNA konnten wir und andere Arbeitsgruppen nach TAC-OP im Myokard 

eine erhöhte Expression der Gene von IFN-γ, TNF-α, IL-1β und IL-6 sowie diverser Che-

mokine wie CXCL3, CXCL10, CXCL16, CCL17 nachweisen (Hamann 2016; Laroumanie et 

al. 2014; Nevers et al. 2015). Zytokine und Chemokine sind wichtige Botenstoffe im Körper. 

Vor allem die Chemokine entfalten lokal ihre Wirkung und sind systemisch im Blut teilweise 

nicht oder nur in geringsten Mengen nachweisbar, sodass sie sich der Messung im Blut ent-

ziehen können. In Bezug auf das Immunsystem bewirken Zytokine unter anderem die Rek-

rutierung weiterer Immunzellen und sind für eine entzündliche Reaktion unerlässlich.  

TGF-β wird auch von Immunzellen sezerniert und steht im Zusammenhang mit der Fibro-

sierung des Myokards im Rahmen des Remodelings (Nevers et al. 2015). Die Wirkung der 

meisten bekannten Zytokine und Chemokine auf das Remodeling bei der Entstehung einer 

Herzinsuffizienz ist nicht geklärt. Ein Teil der Wirkung der Zytokine scheint auf die Aktivie-

rung und Rekrutierung weiterer Immunzellen beispielsweise durch IL-1β und IL-6 zurück-

zuführen sein (Nevers et al. 2015; Salvador et al. 2016). Andere Zytokine wie  

IL-10 haben eine schützende Wirkung im Hinblick auf die Entwicklung und Progression 

einer Herzinsuffizienz (Verma et al. 2012). 
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4.7 Eingeschränkte Vergleichbarkeit der Studien  

Auch wenn die Arbeiten von Laroumanie et al. (2014), Nevers et al. (2015), Salvador et al. 

(2016) und unserer Arbeitsgruppe sehr ähnliche, ja teils identische Methoden und Maus-

stämme eingesetzt haben, sind die Resultate teilweise verschieden. Es ist anzunehmen, dass 

die Stärke der Aktivierung des Immunsystems mit dem Ausmaß des myokardialen Stresses 

zusammenhängt und damit starken Einfluss auf die Ergebnisse hat. Bei den für unsere  

Arbeitsgruppe durchgeführten TAC-Operationen kam es trotz der Verwendung eines ein-

heitlichen Platzhalters beim Binden des Knotens zu einer erhöhten Streuung der dadurch 

erzeugten Stenosegrade um bis zu Faktor 5 und damit zu einer schwankenden Belastung für 

das Herz. Aus diesem Grund wurde von uns eine Untergrenze für einen als ausreichend 

anzusehenden Stenosegrad definiert. Leider ist in den anderen oben genannten Publikatio-

nen der Stenosegrad nicht angegeben. Bei den von anderen Arbeitsgruppen eingesetzten 

kleinen Fallzahlen von teilweise 3-5 Tieren pro Gruppe liegt es nahe, dass es auch hier eine 

breite Streuung der Werte innerhalb und vor allem zwischen den Versuchsgruppen gegeben 

haben könnte, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Bei Salvador et al. (2016) 

war bei C57BL/6-Wildtyp-Mäusen vier Wochen nach TAC-OP keine Hypertrophie im Sinne 

eines signifikanten Unterschiedes in der Wanddicke des linken Ventrikels in der Echokardi-

ografie nachweisbar. Die fehlende Hypertrophie spricht hier für einen nicht ausreichenden 

Stenosegrad, was zusammen mit der sehr kleinen Fallzahl von drei bzw. fünf Mäusen die 

Einordnung der Ergebnisse schwierig macht.  

Ein weiterer Faktor ist die aus Tierschutzgründen bei uns in Deutschland notwendige peri-

operative analgetische Medikation der Mäuse, die von unserer Arbeitsgruppe mit Metamizol 

von drei Tagen vor bis eine Woche nach OP vorgenommen wurde. Des Weiteren wurde 

unseren Mäusen am Ende der OP noch Buprenorphin als zusätzliches Analgetikum injiziert. 

Auch wenn der Wirkmechanismus von Metamizol immer noch nicht abschließend geklärt 

wurde, könnten hier immunmodulatorische Mechanismen gewirkt haben. Metamizol kann 

als schwere Nebenwirkung eine Agranulozytose auslösen, scheint also in die Bildung der 

Granulozyten im Knochenmark eingreifen zu können (Fachinformation Novalgin). Ferner 

konnten unter anderem Einflüsse von Metamizol auf die Zytokinproduktion von Monozyten 

gezeigt werden (Shiang et al. 2014). In den anderen Vergleichsstudien (Kallikourdis et al. 

2017; Laroumanie et al. 2014; Nevers et al. 2015; Salvador et al. 2016) wurde keine periope-

rative Schmerztherapie eingesetzt oder deren Einsatz nicht berichtet. 

Auch die Geschlechter der eingesetzten Tiere unterschieden sich. Aufgrund der von 

Toischer et al. (2010) berichteten hohen Sterblichkeit männlicher Mäuse wurden von unserer 
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Arbeitsgruppe aus Tierschutzgründen fast ausschließlich Weibchen eingesetzt, während 

Laroumanie et al. (2014), Nevers et al. (2015), Salvador et al. (2016) und Kallikourdis et al. 

(2017) nur Männchen eingesetzt haben. Hier ist ein Einfluss des Geschlechts auf die Ergeb-

nisse nicht ausgeschlossen. Weiterhin wurden die echokardiografischen Untersuchungen bei 

Nevers et al. (2015) ohne Narkose durchgeführt, was zu einem erhöhten Stresslevel bei den 

Tieren geführt haben dürfte. Obendrein hat auch die Art der Narkose Einfluss auf die Er-

gebnisse der Echokardiografie, was die Vergleichbarkeit zusätzlich erschwert (Gao et al. 

2011). 

Wie Beispiele aus anderen Tiermodellen für Autoimmunität zeigen (Chervonsky 2010), darf 

außerdem die eingeschränkte Reproduzierbarkeit immunologischer in-vivo-Experimente 

nicht außer Acht gelassen werden. Die Aktivität und Aktivierung des Immunsystems ist von 

vielen Umweltfaktoren abhängig. Hier spielen neben Stress auch die Sauberkeit des Umfel-

des, die Ernährung und andere mikrobiologische Faktoren wie das Mikrobiom im Darm eine 

Rolle (Chervonsky 2010), die auch durch die Verwendung einer standardisierten IVC-Hal-

tung nicht komplett eliminiert werden können. Auch bei gleichem Versuchsaufbau können 

diese Umweltfaktoren in Abhängigkeit vom Aktivitätszustand des Immunsystems eines  

Organismus zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. Je stärker die Aktivierung des  

Immunsystems in den Wildtyp-Mäusen ist, desto größer ist der Vorteil der immundefizienten 

Mäuse. 

4.8 Konsequenzen für die Therapie der Herzinsuffizienz 

Mehrere Studien inklusive dieser Arbeit konnten zeigen, dass die Ausschaltung von Teilen 

des Immunsystems Vorteile in Bezug auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz bietet 

(Laroumanie et al. 2014; Nevers et al. 2015). In einigen Fällen, in denen eine Herzinsuffizienz 

durch eine Autoimmunreaktion ausgelöst wurde, konnte eine Immunsuppression eine Ver-

besserung der Pumpfunktion beim Menschen bewirken (Frustaci und Chimenti 2012). Zur 

Immunsuppression stehen viele verschiedene Medikamente zur Verfügung. Die wahrschein-

lich am häufigsten zur Immunsuppression eingesetzte Medikamentengruppe ist die Gruppe 

der Glukokortikoide. Für den breiten Einsatz zur Behandlung der Herzinsuffizienz sind Glu-

kokortikoide aufgrund ihrer agonistischen Wirkung am Mineralokortikoidrezeptor sowie 

zahlreichen anderen Nebenwirkungen bei Dauertherapie in immunsuppressiver Dosierung 

nicht geeignet. In einer Fall-Kontroll-Studie war eine Therapie mit Glukokortikoiden alleine 

(unabhängig von der Grundkrankheit) mit einem höheren Risiko für die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz assoziiert (Souverein et al. 2004). Die Ausschaltung einer mineralokortikoi-
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den Wirkung der Glukokortikoide durch Herunterregulierung der Genexpression des Mine-

ralokortikoidrezeptors führte in unseren Untersuchungen nach TAC-OP zu einer Reduktion 

der Hypertrophie und Herzinsuffizienz, allerdings ohne Effekt auf die Fibrosierung des  

Myokards (Montes-Cobos et al. 2015). Dies zeigt an, dass eine Aktivierung von Mineralo-

kortikoidrezeptoren auch nach TAC-OP die Entstehung der Herzinsuffizienz fördern kann 

und eine Therapie mit Glukokortikoiden bei Nachlasterhöhung daher wenig sinnvoll ist. Hier 

würden sich andere Immunsuppressiva ohne mineralokortikoide Wirkung eher anbieten. 

Analog dazu werden beim Menschen in der Therapie der fortgeschrittenen Herzinsuffizienz 

Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten wie Spironolacton und Eplerenon zur Verbesse-

rung der Prognose der Patienten eingesetzt (Ponikowski et al. 2016).  

Der Versuch, selektiv in die Signalkaskaden einzelner Zytokine einzugreifen, hat möglicher-

weise durch die redundant angelegten Zytokinwirkungen zumindest bei TNF-α nicht den 

erwünschten Erfolg gehabt (Gullestad und Aukrust 2005; Lai et al. 2012; Mann 2002; Mann 

et al. 2004). Vielversprechender scheinen immunmodulatorische Ansätze zu sein, die die Ak-

tivierung einiger Immunzellen modulieren, und damit Autoimmunreaktionen abschwächen 

oder verhindern können. Ein guter Angriffspunkt hierfür könnten die CD4-positiven  

T-Zellen sein, die einen wichtigen Anteil am Remodeling haben (Hamann 2016; Laroumanie 

et al. 2014; Nevers et al. 2015). Aufgrund des Vorliegens von vielen myokardspezifischen 

autoreaktiven T-Zellen in cMy-mOVA-OT-II-Mäusen, kam es in diesem Mäusen zu einer 

schnelleren Progression der Hypertrophie in eine Herzinsuffizienz (Hamann 2016). Durch 

eine Blockierung der T-Zell-Aktivierung könnte hier wahrscheinlich die Wirkung der auto-

reaktiven T-Zellen deutlich abgeschwächt oder verhindert werden.  

Auch beim Menschen könnte dieser immunmodulierende Ansatz vielversprechend sein, 

wenngleich die Nachlasterhöhung beim Menschen (anders als beim TAC-Modell) nur lang-

sam einsetzt und es nicht zu einer schlagartigen und starken Aktivierung des Immunsystems 

durch den rasant aufgetretenen myokardialen Stress kommt. Kallikourdis et al. (2017) haben 

die Wirkung von Abatacept auf das Remodeling nach TAC-OP im Mausmodell untersucht. 

Abatacept verhindert die Aktivierung von T-Zellen durch Unterbindung der Kostimulation 

durch antigenpräsentierende Zellen (Kallikourdis et al. 2017). Da die Entwicklung der Herz-

insuffizienz beim Menschen in der Regel ein schleichender Vorgang ist, ist es für den Einsatz 

in der Humanmedizin vor allem wichtig, dass das Medikament auch wirksam ist, wenn schon 

Zeichen der Herzinsuffizienz vorliegen. Abatacept konnte diese Anforderungen erfüllen, in-

dem es im Mausmodell die Progression der schon vorhandenen Herzinsuffizienz aufhalten 

konnte (Kallikourdis et al. 2017). 
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4.9 Fazit 

Der Vergleich von Ergebnissen immunologischer in-vivo-Untersuchungen ist aufgrund vieler 

Faktoren mit modulierendem Einfluss auf die Aktivität des Immunsystems schwierig. In 

Modellen von Autoimmunerkrankungen fördert beispielsweise die Aktivierung von Effek-

tor-T-Zellen den pathologischen Prozess, während regulatorische T-Zellen ihn bremsen. 

Das Immunsystem kann auch in Bezug auf die Herzinsuffizienz im Mausmodell sowohl  

positive (Verma et al. 2012) als auch negative Einflüsse nehmen (Hamann 2016; Laroumanie 

et al. 2014; Nevers et al. 2015). Eine TAC-OP ist in der Lage, das Immunsystem zu aktivieren. 

Je stärker die Aktivierung des Immunsystems in den Wildtyp-Mäusen ist, desto größere pro-

tektive Effekte sind in den immundefizienten Tiermodellen zu erwarten. In unseren Versu-

chen konnten wir nach TAC-OP eine moderate Aktivierung des Immunsystems in B6J-Mäu-

sen finden. Die Aktivität von CTLs und NK-Zellen war im Mittel nur gering erhöht. Auch 

die meisten Zytokine im Serum waren nicht relevant erhöht. Es gab eine breite Streuung der 

Werte für die Infiltration von Immunzellen, die eine unterschiedlich starke Aktivierung des 

Immunsystems in den individuellen Tieren nahelegt. Einige Tiere hatten nach TAC-OP eine 

sehr starke Infiltration von Immunzellen in das Myokard, während es in anderen Tiere nur 

zu einer schwachen Infiltration kam. Weiterhin konnten wir nur in wenigen Tieren eine 

starke Autoimmunreaktion gegen ein myokardiales Modellantigen nachweisen (Hamann 

2016). Das Auftreten von Autoimmunreaktionen ist ein stochastisches Phänomen. Man 

hätte vermutlich noch deutlich mehr Tiere untersuchen müssen, um eine größere Anzahl an 

Autoimmunreaktionen zu finden. Die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Autoim-

munreaktion gegen myokardiale Antigene konnte durch das gleichzeitige Vorliegen von au-

toreaktiven T-Zellen in cMy-mOVA-OT-II-Mäusen erhöht werden. Hier zeigte sich auch in 

unseren Experimenten eine schnellere Progression der Hypertrophie in eine Herzinsuffizi-

enz (Hamann 2016).  

Die Ausprägung der Immunantwort ist von der Polarität der T-Zell-Antwort und der Akti-

vität von regulatorischen T-Zellen abhängig. In unseren Versuchen war die Herzinsuffizienz 

der RAGN-Mäuse nach TAC-OP stärker ausgeprägt als die der B6J-Mäuse (wenn auch teil-

weise nicht signifikant). Bei Laroumanie et al. (2014) zeigten die RAGN-Mäuse hingegen 

deutliche Vorteile gegenüber C57BL/6-Mäusen in Hinblick auf die Entwicklung einer Herz-

insuffizienz nach TAC-OP. Das Remodeling des Myokards war bei Laroumanie et al. (2014) 

bei RAGN-Mäusen deutlich geringer ausgeprägt: Es ließ sich fast keine Fibrosierung des 

Myokards nachweisen und die EF blieb bei den RAGN-Mäusen im Versuchsverlauf unver-

ändert. Laroumanie et al. (2014) führten diese Unterschiede auf das Fehlen der CD4-positi-

ven T-Zellen zurück. In unseren Versuchen kam es hingegen bei RAGN-Mäusen zu einer 
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massiven Fibrosierung des Myokards und zu einem deutlichen Abfall der EF. Dies zeigt an, 

dass das Fehlen von CD4-positiven T-Zellen die Mäuse keineswegs immer vor der Entwick-

lung einer Herzinsuffizienz schützt. An der Verschlechterung der Herzinsuffizienz müssen 

noch andere Mechanismen beteiligt sein. Unsere Versuche legen nahe, dass auch myeloide 

Zellen wie Neutrophile Granulozyten und Monozyten bzw. Makrophagen an der Ausbildung 

einer Fibrose nach TAC-OP beteiligt sind, was von Wu et al. (2014) unterstützt wird. 

Die Aktivierung der myeloiden Zellen ist von vielen Faktoren abhängig. Salvador et al. (2016) 

konnten zeigen, dass eine Unterbindung der Infiltration Neutrophiler Granulozyten in  

Icam1-/--Mäusen zu einer deutlich geringeren Fibrose nach TAC-OP führt und damit die  

Relevanz der Neutrophilen Granulozyten unterstreicht. Es könnte sein, dass die Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems in RAGN-Mäusen in unseren Experimenten nicht von re-

gulatorischen T-Zellen (Tregs) beispielsweise durch die Sekretion von IL-10 gebremst wurde 

(Penaloza et al. 2015), da den RAGN-Mäusen diese regulatorischen T-Zellen fehlen. Bei B6J-

Mäusen konnten wir eine und zehn Wochen nach TAC-OP histologisch eine vermehrte In-

filtration von FOXP3-positiven regulatorischen T-Zellen in das Myokard nachweisen (Daten 

nicht gezeigt). Unter anderen Umständen könnte eine starke Aktivierung von Effektor- 

T-Zellen in Wildtyp-Mäusen zu relativen Vorteilen der immundefizienten Mäusen im Hin-

blick auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz führen. 

ILCs haben teilweise ähnliche Funktionen wie T-Zellen und können beispielsweise pro- 

inflammatorische Zytokine sezernieren (JK Bando und Colonna 2016; Spits et al. 2013; CE 

Sutton et al. 2012). In unseren Versuchen führte das zusätzliche Fehlen von ILCs und  

NK-Zellen in RAGC-Mäusen zu einem Vorteil im Hinblick auf den Abfall der Pumpfunk-

tion im Vergleich zu RAGN- und B6J-Mäusen. Diese Zellen scheinen bei B6J- und RAGN-

Mäusen die Entwicklung einer HFrEF auszulösen, während es bei RAGC-Mäusen ohne 

ILCs und NK-Zellen zur Ausbildung einer HFpEF kam. Auf das Überleben der Tiere hatte 

das aber keinen Einfluss. Auch beim Menschen ist die Prognose einer HFpEF und einer 

HFrEF identisch (Abebe et al. 2016).  

Wir konnten in unseren Versuchen auch Hinweise auf eine Aktivierung von NK-Zellen fin-

den und die verstärkte Expression von Liganden der NK-Zell-Rezeptoren im Myokard nach-

weisen, was ebenfalls auf eine systemische Aktivierung des Immunsystems durch eine TAC-

OP hindeutet. Auf welche Art und Weise NK-Zellen und ILCs auf die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz nach TAC-OP Einfluss nehmen können, ist vollkommen unbekannt. Mög-

licherweise induzieren die NK-Zellen Apoptose in den Kardiomyozyten oder bewirken  

deren Lyse, was bei B6J- und RAGN-Mäusen in einem Abfall der EF durch Reduktion der 
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Anzahl noch vorhandener Kardiomyozyten resultiert. RAGC-Mäuse ohne NK-Zellen und 

ILCs hingegen zeigen im Vergleich dazu eine deutlich bessere Pumpfunktion. In einzelnen 

Tieren konnten wir eine deutliche Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) oder ei-

nen starken Anstieg der Zytokine im Serum im Rahmen eines Zytokin-Sturms messen, die 

häufig auch mit einem schlechten Zustand der Tiere einhergingen. Dies deutet ebenfalls auf 

einen relevanten Einfluss des Immunsystems auf die Progression von der Hypertrophie zur 

Herzinsuffizienz hin, der offenbar vielgestaltig ein kann. 

4.10 Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen weitere Fragen auf, die untersucht werden sollten. Vor 

allem sollte die Frage geklärt werden, ob RAGC-Mäuse nach TAC-OP noch weitere Krite-

rien einer HFpEF zeigen. Dafür wäre neben der Bestimmung der ANP- und BNP-Spiegel 

im Serum oder deren Expression im Myokard vor allem die Diagnose einer diastolischen 

Dysfunktion mittels Echokardiografie und bestätigender invasiver Herzkathetermessungen 

wünschenswert. Gleichzeitig sollte bei den RAGC-Mäusen ein Langzeit-EKG zur Abklärung 

der hohen Mortalität bei fehlendem Abfall der EF zur Aufdeckung maligner Herzrhythmus-

störungen abgeleitet werden. Im Gegensatz zur HFrEF gibt es für die HFpEF nur wenige 

Tiermodelle (Conceicao et al. 2016). Daher wäre es interessant, weitere Tiermodelle für eine 

HFpEF zu haben. RAGC-Mäuse könnten in Kombination mit einer TAC-OP ein solches 

Tiermodell darstellen. 

Um den Einfluss des angeborenen Immunsystems zu klären, wäre ein selektives Ausschalten 

des angeborenen Immunsystems beispielsweise in transgenen Mausmodellen sinnvoll, in  

denen durch Verabreichung des Diphtherie-Toxins alle Granulozyten oder mononukleären 

Zellen selektiv depletiert werden können. Vor allem in der Frühphase nach TAC-OP könnte 

dieser Ansatz zu einer Verbesserung des klinischen Verlaufes führen, da die Neutrophilen 

Granulozyten und die mononukleären Zellen in der Frühphase am pathologischen Remode-

ling beteiligt zu sein scheinen. Ein dauerhaftes Fehlen der Neutrophilen Granulozyten und 

mononukleären Zellen würde aber auch zu einer deutlich erhöhten Infektanfälligkeit gegen-

über Bakterien führen, daher ist nur eine zeitlich begrenzte Depletion dieser Zellen sinnvoll. 

Weiterhin sollten die Einflüsse von NK-Zellen und ILCs auf das Remodeling nach TAC-OP 

näher untersucht werden. Diese Arbeit hat Hinweise darauf ergeben, dass NK-Zellen  

und/oder ILCs einen relevanten Einfluss auf den Phänotyp der sich entwickelnden Herzin-

suffizienz haben. Der Mechanismus dahinter ist noch völlig unklar. 
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Abatacept stellt einen interessanten Therapieansatz für die Herzinsuffizienz dar, der auch 

eine schon vorhandene Herzinsuffizienz im Tiermodell stabilisieren kann. Zusätzlich ist der 

Wirkstoff bereits für die Anwendung am Menschen zugelassen. Auch hier sind weitere Un-

tersuchungen notwendig. Da unter den Patienten, die mit Abatacept aufgrund einer rheu-

matoiden Arthritis behandelt werden, sicher auch Patienten sind, die gleichzeitig eine Herz-

insuffizienz haben, könnte man in einem ersten Schritt in dieser Patientengruppe nach Hin-

weisen für eine Wirksamkeit von Abatacept im Hinblick auf eine Herzinsuffizienz suchen. 
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von lymphatischen Zellen auf die Entwicklung der Herz-

insuffizienz aufgrund einer erhöhten Nachlast untersucht werden. Als Modell für die Erhö-

hung der Nachlast im Mausmodell diente die TAC-OP. Es gab in Vorarbeiten Hinweise auf 

eine Beteiligung von Lymphozyten an der Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach TAC-

OP. In dieser Arbeit wurde die Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach TAC-OP in im-

munkompetenten Wildtyp-Mäusen und in zwei immundefizienten Knockout-Mausmodellen 

(RAGN- und RAGC-Mäuse) verglichen, denen entweder die Lymphozyten des adaptiven 

Immunsystems (B-Zellen und T-Zellen) oder alle Lymphozyten (B-Zellen, T-Zellen,  

NK-Zellen und ILCs) fehlen. 

Histologisch konnte schon 1-3 Tage nach TAC-OP eine Infiltration von hämatopoetischen 

Zellen in das Myokard nachgewiesen werden. Diese ging mit einer deutlichen Fibrosierung 

des Myokards und der Entwicklung einer Hypertrophie einher. Dabei gab es zunächst keine 

quantitativen Unterschiede zwischen den immunkompetenten B6J-Mäusen und den immun-

defizienten RAGN- und RAGC-Mäusen. Die überwiegende Zahl der nach TAC-OP infilt-

rierenden Zellen gehörte der myeloischen Zellreihe an. In den B6J -Mäusen konnte zusätz-

lich eine Infiltration von B-Zellen und insbesondere von CD8-positiven T-Zellen in das  

Myokard nachgewiesen werden. Durch Multiplex-Zytokin-Assays ließ bei B6J- und RAGC-

Mäusen nach TAC-OP eine Erhöhung einiger pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 im 

Serum zeigen. Es gab dabei aber keine relevanten Unterschiede zwischen immundefizienten 

RAGC- und immunkompetenten B6J-Mäusen. 

Echokardiografisch ließ sich sowohl bei B6J- als auch bei RAGC- und RAGN-Mäusen be-

reits eine Woche nach TAC-OP eine Hypertrophie der Vorder- und Hinterwand nachweisen. 

Die Dilatation des linken Ventrikels war bei B6J- und RAGN-Mäusen deutlich stärker aus-

geprägt als bei den RAGC-Mäusen. Im Gegensatz zu den B6J- und RAGN-Mäusen kam es 

nach TAC-OP bei den RAGC-Mäusen im Versuchsverlauf nicht zu einer Verschlechterung 

der Pumpfunktion. RAGC-Mäuse scheinen nach TAC-OP eine Herzinsuffizienz mit erhal-

tener Ejektionsfraktion (HFpEF) zu entwickeln, während sich bei B6J- und RAGN-Mäusen 

eine Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) ausbildet. 

Unsere Versuche konnten zeigen, dass weder T-Zellen noch B-Zellen für die Entwicklung 

einer Herzinsuffizienz nach TAC-OP notwendig sind. Vielmehr scheinen ILCs und/oder 

klassische NK-Zellen Einfluss auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz zu nehmen.  

Allerdings ist der genaue Mechanismus, durch den diese Zellen zu einer reduzierten EF bei-
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tragen können, noch unbekannt. Die HFpEF ist ein hoch-relevantes Krankheitsbild der mo-

dernen Kardiologie, für das fast keine wirksamen Therapieformen existieren. Auch die  

Pathogenese der HFpEF ist aus Mangel an Tiermodellen deutlich schlechter erforscht als die 

der HFrEF. RAGC-Mäuse könnten ein neues Tiermodell für eine HFpEF darstellen. 
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6 Anhang 

Tabelle 17: Vier-Felder-Tafel und Chi-Quadrat-Test: Häufigkeit des Auftretens einer auffälligen EF nach TAC- 
oder Sham-OP in Abhängigkeit vom Stamm 

  EF reduziert   Chi-Quadrat nach Pearson 

OP Stamm Nein Ja Gesamt 

Prozen-

tualer 

Anteil 

Wert 

Asymptotische 

Signifikanz 

(zweiseitig) 

Sham 

B6J 20 1 21 0,05 % 

0,638 0,425 

RAGC 13 0 13 0 % 

TAC 

B6J 18 16 34 47 % 

4,851 0,028 

RAGC 18 4 22 18 % 

Sham 

B6J 20 1 21 0,05 % 

0,842 0,359 

RAGN 13 2 15 13 % 

TAC 

B6J 18 16 34 47 % 

4,612 0,032 

RAGN 3 12 15 80 % 

Sham 

RAGC 13 0 13 0 % 

1,867 0,172 

RAGN 13 2 15 13 % 

TAC 

RAGC 18 4 22 18 % 

13,887 0,0002 

RAGN 3 12 15 80 % 

Tabelle 18: Vier-Felder-Tafel und Chi-Quadrat-Test: Häufigkeit Häufigkeit des Auftretens einer auffälligen EF 
innerhalb eines Stammes in Abhängigkeit vom OP-Typ 

  EF reduziert   Chi-Quadrat nach Pearson 

Stamm OP Nein Ja Gesamt 

Prozen-

tualer 

Anteil 

Wert 

Asymptotische 

Signifikanz 

(zweiseitig) 

B6J 

TAC 18 16 34 47 % 

10,875 0,00097 

Sham 20 1 21 0,05 % 

RAGC 

TAC 18 4 22 18 % 

2,669 0,102 

Sham 13 0 13 0 % 

RAGN 

TAC 3 12 15 80 % 

13,393 0,0003 

Sham 13 2 15 13 % 
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Tabelle 19: Vier-Felder-Tafel und Chi-Quadrat-Test: Häufigkeit des Auftretens eines Ereignisses (Tier wurde 
tot aufgefunden wurden oder ein Abbruchkriterium des Versuches wurde erreicht) nach TAC- oder Sham-OP 
in Abhängigkeit vom Stamm 

  EF reduziert   Chi-Quadrat nach Pearson 

OP Stamm Nein Ja Gesamt 

Prozen-

tualer 

Anteil 

Wert 

Asymptotische 

Signifikanz 

(zweiseitig) 

Sham 

B6J 21 0 21 0 % 

- - 

RAGC 13 0 13 0 % 

TAC 

B6J 23 11 34 32 % 

0,096 0,757 

RAGC 14 8 22 36 % 

Sham 

B6J 21 0 21 0 % 

- - 

RAGN 15 0 15 0 % 

TAC 

B6J 23 11 34 32 % 

0,269 0,604 

RAGN 9 6 15 40 % 

Sham 

RAGC 13 0 13 0 % 

- - 

RAGN 15 0 15 0 % 

TAC 

RAGC 14 8 22 36 % 

0,05 0,823 

RAGN 9 6 15 40 % 
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Tabelle 20: Korrelation zwischen Stenosegrad und echokardiografischen Parametern 
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Tabelle 21: Korrelation zwischen Fibrose und Infiltration von Immunzellen 
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Tabelle 22: Korrelation zwischen Stenosegrad und Fibrose, Infiltration von Immunzellen sowie 
Hypertrophieparametern 

 



6 Anhang 129 

Tabelle 23: Korrelation zwischen dem Hypertrophieparameter VW/BW und Fibrose, Infiltration von 
Immunzellen sowie dem echokardiografischen Hypertrophieparameter LVW/BW 
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Tabelle 24: Korrelation zwischen dem echokardiografischen Hypertrophieparameter LVW/BW bzw. der 
EF und Fibrose, Infiltration von Immunzellen sowie Pumpfunktion 
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Tabelle 25: Korrelation zwischen FS und Fibrose bzw. Infiltration von Immunzellen 
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Abbildung 43 Echokardiografisch ermittelte Dicke der Hinterwand: Dicke der Hinterwand in der Systole 
(PWThs) und Diastole (PWThd) bei B6J-Mäusen (A+B), RAGC-Mäusen (C+D) und RAGN-Mäusen 
(E+F) vor sowie eine, vier und acht Wochen nach OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen und das Signifikanzniveau bei TAC gegen Sham im U-Test, im Zeitverlauf in der GLM (*p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen 
sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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Abbildung 44 Echokardiografisch ermittelte Dickenzunahme der Ventrikelwände: Prozentuale Dickenzu-
nahme der Vorderwand (AWTHF) und Hinterwand (PWTHF) durch Kontraktion bei B6J-Mäusen (A+B), 
RAGC-Mäusen (C+D) und RAGN-Mäusen (E+F) vor sowie eine, vier und acht Wochen OP. Gezeigt sind 
die Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau bei TAC gegen Sham im U-Test, im 
Zeitverlauf in der GLM (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unter-
schiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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Abbildung 45 Herzindex (CI): Gemessener Herzindex (CI) bei B6J-Mäusen (A), RAGC-Mäusen (B), 
RAGN-Mäusen (C) vor sowie eine, vier und acht Wochen OP sowie das Ventrikelgewicht bei Präparation 
(VW) 1-3 Tage, eine, vier und zehn Wochen nach OP im Vergleich der Stämme. Gezeigt sind die Mittelwerte 
mit Standardabweichungen und das Signifikanzniveau bei TAC gegen Sham im U-Test, im Zeitverlauf in der 
GLM (*p<0,05, **p<0,01). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fall-
zahlen sind unterhalb der Säulen angegeben. 
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Abbildung 46 Echokardiografieparameter im Vergleich der Stämme: (A) Innendurchmesser des linken 
Ventrikels in der Systole (LVIDs) und (B) in der Diastole (LVIDd), (C) Innenfläche des linken Ventrikels in 
der Systole (Areas) und (D) Diastole (Aread) sowie (E) Blutvolumen im Ventrikel in der Systole (Vols) und 
Diastole (Vold) vor sowie eine, vier und acht Wochen OP. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen sowie die Signifikanzniveaus im U-Test im Vergleich der Stämme miteinander (*p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001). Gestrichelte Linien zeigen signifikante Unterschiede nach Sham-OP. Die Fallzahlen betragen 
mindestens (angegeben als B6J Sham/B6J TAC/RAGC Sham/RAGC TAC/RAGN Sham/RAGN TAC): 
Pre 44/66/22/35/15/16, 1 Wo 42/59/21/34/15/16, 4 Wo 24/36/12/22/15/15, 8 Wo 19/24/12/ 
16/15/9. 
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Abbildung 47 Fibrose im Myokard nach Pikro-Siriusrot-Färbung: Interstitielle Fibrose nach TAC- oder 
Sham-OP bei einer B6J-Maus (A) bzw. (B) sowie einer RAGC-Maus (C) bzw. (D). Entsprechend dazu Areale 
mit perivaskulärer Fibrose nach TAC- oder Sham-OP bei einer B6J-Maus (E) bzw. (F) sowie einer RAGC-
Maus (F) bzw. (H). Die Größenmaßstäbe entsprechen 50 µm. 
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