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1. Einleitung 
 

 

1.1 Perikard und Epikard 
 

Das Herz ist von einer Hüllstruktur, dem sogenannten Herzbeutel (Perikard), faltenlos 

umgeben. Diese Struktur setzt sich aus einem inneren, viszeralen und einem äußeren, 

parietalen Blatt zusammen. Das äußere Blatt wird als lamina parietalis pericardii serosi 

bezeichnet und zeigt an seiner Außenfläche kompaktes, kollagenfaseriges und 

elastisches Gewebe, dessen Fasern scherengitterartig angeordnet sind (Pericardium 

fibrosum). An der Innenfläche findet sich eine einschichtige Lage flacher bis kubischer 

Mesothelzellen, die sich auf die Herzaußenfläche umschlägt und somit das viszerale 

Blatt des Perikards bzw. die lamina visceralis pericardii serosi (Epikard) bildet (Rohen 

und Lütjen-Drecoll 2000). Das Epikard bildet die äußere Bedeckung des Herzens und 

ist fest mit dem Myokard verbunden. Die Mesothelzellschicht ruht hier auf einem 

Stroma aus lockerem, kollagenfaserigem Stützgewebe. Dieses enthält elastische Fasern, 

die Herzwände versorgenden großen Arterien und die größeren Venenäste, welche Blut 

aus der Herzwand führen. In Bereichen, in denen größere Äste der Koronararterien und 

-venen im Epikard eingebettet sind, ist die kollagenfaserige Schicht durch 

unterschiedlich starke Fetteinlagerungen verdickt, wodurch sich eine Polsterung der 

Blut- und Lymphgefäße sowie der sich hier befindlichen nervalen Strukturen ergibt 

(Gratzl 2002). Der von Mesothel ausgekleidete Raum zwischen den beiden 

Serosablättern wird als Herzbeutelhöhle (cavum pericardii) bezeichnet . Hier befindet 

sich beim Menschen eine geringe Menge seröser Flüssigkeit (ca. 10-20 ml), welche als 

Verschiebeschicht fungiert und das nahezu reibungsfreie Aneinandergleiten der 

viszeralen und parietalen Anteile des Perikards während der Herzaktion gewährleistet 

(Leonhardt et al. 1987, Schiebler und Schmidt 1991, Frick et al. 1992, Fleischhauer 

1994, Moll 1995). 

 

Der Herzbeutel isoliert das Herz von anderen Thoraxstrukturen und sichert die 

geometrische Position bei Änderung der Körperlage, Bewegungsrichtung und 

seitendifferentem Druck im Pleuraraum. Im weiteren erfüllt der Herzbeutel neben 

diesen mechanischen Funktionen auch hämodynamische Aufgaben, indem unter 

anderem der Dehnbarkeit des Herzmuskels bei Volumenbelastung eine obere Grenze 
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gesetzt wird. Diese Funktion wird durch das wenig dehnbare Pericardium fibrosum 

sichergestellt (Holt 1970, Bubenheimer 1996). 

 

Der Herzbeutel ist mit seinem fibrösen Anteil am Vorderrand seiner Zwerchfellfläche 

und in der Umgebung des Foramen venae cavae mit dem Centrum tendineum des 

Zwerchfells fest verwachsen. Nach dorsal zeigt sich eine durch lockere 

Bindegewebsstränge sichergestellte Verbindung  mit Trachea und Ösophagus, nach 

ventral mit dem Sternum (Lippert 1993). 

 

 

1.2 Perikarditis 
 

Als Perikarditis bezeichnet man eine Entzündung der Herzbeutelblätter, welche isoliert 

oder sekundär im Rahmen einer bestehenden Grunderkrankung auftreten kann. Die 

Ursachen einer Perikarditis sind ausgesprochen vielgestaltig und in Tabelle 1 

aufgeführt. Grundsätzlich ist bei der Perikarditis jede Form der Entzündung (serös, 

fibrinös, eitrig, etc.) möglich (Sandritter und Thomas 1986). Das entzündliche 

Geschehen kann per continuatem durch Übergreifen von benachbarten Strukturen wie 

beispielsweise der Lunge, der Pleura oder des Ösophagus oder auch traumatisch durch 

mechanische Reizungen im Rahmen eines verschluckten Fremdkörpers entstehen. 

Häufig werden das Epikard sowie das angrenzende Myokard in das zunächst lokalisierte 

entzündliche Geschehen miteinbezogen. Die klinischen Manifestationen einer 

Perikarditis zeigen ein breites Spektrum und hängen von einer großen Anzahl 

unterschiedlicher Faktoren ab. Dies sind vor allem die Ursache der Erkrankung, die 

Geschwindigkeit des Fortschreitens, das Ausmaß von Fibrose oder Perikarderguss 

sowie die durch Perikardfibrosierungen oder Flüssigkeitsansammlungen im 

Perikardspalt bedingte Beeinträchtigung von Kammerfüllung und Kammerentleerung 

(Riede et al. 1995a). Akute Perikarditiden können folgenlos abheilen. Chronische 

Verlaufsformen können hingegen zu Verschwielungen, Schrumpfungen und 

Verkalkungen mit massiver Beeinträchtigung der kardialen Dynamik führen (Mügge 

und Daniel 1999). Abbildung 1 zeigt das Spektrum der Perikarderkrankungen.  
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Die Prognose einer unbehandelten Perikarditis, insbesondere der viralen Perikarditis, ist 

nicht zuletzt auch aufgrund einer möglichen Miteinbeziehung benachbarten Gewebes in 

den Entzündungsprozess ungünstig. Der Herzinsuffizienz liegen neben Erkrankungen 

der Herzkranzgefäße, der Herzklappen und des Herzmuskels auch entzündliche 

Erkrankungen des Herzbeutels zugrunde. Dabei stellt die Herzerweiterung, die 

dilatative Kardiomyopathie, häufig das Endstadium einer Entzündungserkrankung des 

Herzmuskels oder des Herzbeutels dar. Nachfolgende Aufzählung gibt einen Überblick 

über die Ursachen von Erkrankungen des Perikards (modifiziert nach Hort 1977, 

Butany 1991, Lorell 1997, Maisch 2000a): 

 

I. Idiopathisch  

 

II. Infektiöse Perikarditiden 

 

•  Viral: Adeno, Coxsackie A9, B1-4, Echo 8, Mumps, EBV, CMV, Varicella,  

HIV 

 

•  Bakteriell: Mykoplasmen, Pneumokokken, Meningokokken, Gonokokken, 

Haemophilus,  Treponema pallidum, Borrelien, Chlamydien, 

Tuberkulose 

 

•  Pilze: Candida-Spezies, Histoplasmen 

 

•  Parasiten: Entamoeba histolytica, Echinokokken, Toxoplasmen  

 

III. Perikarditis bei Kollagenosen 

 

•  Systemischer Lupus erythematodes 

•  rheumatoide Arthritis 

•  Spondylitis ankylosans 

•  Systemische Sklerose 

•  Dermatomyositis 

•  Periarteriitis nodosa 

•  Morbus Reiter 
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IV. Perikarditis bei Überempfindlichkeitsreaktionen oder Autoimmunerkrankungen 

 

•  rheumatisches Fieber 

•  Postperikardiotomiesyndrom 

•  Nach Myokardinfarkt: Dressler-Syndrom 

•  Autoreaktive (chronische) Perikarditis 

 

V. Perikarditis und Perikarderguss bei Erkrankungen der benachbarten Organe 

 

•  Akuter Myokardinfarkt 

•  Myokarditis 

•  Aortenaneurysma 

•  Lungeninfarkt 

•  Pneumonie 

•  Erkrankungen des Ösophagus 

 

VI. Perikarditis bei Stoffwechselerkrankungen 

 

•  Urämie 

•  Myxödem 

•  Morbus Addison 

•  Diabetische Ketoazidose 

•  Cholesterol-Perikarditis 

 

•  Schwangerschaft 

 

VII. Traumatische Perikarditis 

 

•  stumpfe oder penetrierende Thoraxtraumen 

•  perforierende Verletzungen des Ösophagus, Fremdkörper 

•  Bestrahlung 
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Diffuse Myokarditis  

Perikarditis (Epikarditis) Pleuritis

Chronische Myokarditis

Remissionen

Perikardkonstriktion 

Perikarderguss

Serokonstriktion 

VIII. Neoplastischer Perikarderguss bei 

 

•  kardialen Primärtumoren 

•  sekundären Tumoren / Metastasen 

 Bronchialkarzinom 

 Mammakarzinom 

 gastrointestinale Karzinome 

 Leukosen / Lymphome 

 Sarkome 

 Melanome 

 u.a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Spektrum der Perikarderkrankungen (Goldman 1975) 
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1.2.1 Pathophysiologie der durch Talkum induzierten Perikarditis 
 

Die Entzündungsreaktion ist eine aktive Reaktion des Organismus auf unterschiedliche 

ätiologische Faktoren und wird über chemische Mediatoren und das Immunsystem 

moduliert. Grundlage der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Experimente bildete das Modell der durch Talkum, chemisch 

Magnesiumhydropolysilikat, induzierten Entzündungsreaktion. Hierbei wurden 

definierte Mengen einer sterilen Talkumsuspension per injectionem intraperikardial 

appliziert. Talkum hat, wie auch das Urat, aufgrund seiner schlechten Abbaubarkeit als 

kristalline Substanz Fremdkörpereigenschaften und kann deshalb eine 

Entzündungsreaktion auslösen (Raisys 1961). 

 

Im Bereich der Talkumpartikel kommt es zunächst zu einer exsudativen Reaktion mit 

Übertritt eiweißreicher flüssiger Bestandteile aus dem Kapillarbett in den Herzbeutel 

sowie zur Einwanderung von Granulozyten. In Abhängigkeit von der entzündlichen 

Schädigung bzw. Permeabilitätssteigerung an der Gefäßwand kommt es zusätzlich zu 

Fibrinabscheidungen im Sinne einer fibrinösen Entzündungsreaktion (fibrinöse 

Perikarditis). Außerhalb der Gefäße zeigt sich eine Polymerisation des Fibrinogens zu 

Fibrin, wodurch zunächst eine feine, samtartige Trübung und im weiteren Verlauf 

weißlich-gelbe Membranen in Erscheinung treten. Bei starker exsudativer Reaktion 

kann die Oberfläche des Perikards durch Zusammensinterung des eosinophilen 

Materials von einem makroskopisch nachweisbaren zottenartigen Fibrinmantel 

umgeben sein (Sandritter und Beneke 1981). 

 

Da es im Zuge der intraperikardialen Talkumapplikation neben der Fremdkörper-

reaktion auch zu einer mechanischen Alteration und damit zu einer ausgeprägten 

Schädigung des Mesothels kommt, liegen die unterschiedlich dichten Fibrinbeläge dem 

submesothelialen Gewebe zum Teil direkt auf und können durch das fibrinolytische 

System des Organismus nicht entfernt werden. Die fibrinolytisch aktiven 

Mesothelzellen, die bereits in einem frühen Stadium beschädigt werden, sind hierzu 

ebenfalls nicht in der Lage. Aufgrund der Tatsache, dass die Talkumpartikel durch die 

eingeleiteten Mechanismen nicht neutralisiert und eliminiert werden können und die 

zunehmende Interzellularflüssigkeit sowie die lytischen Enzyme der eingewanderten 

Granulozyten den Abtransport derselben nicht bewirken können, schließt sich im 

weiteren Verlauf eine ausgeprägte Makrophageneinwanderung an. 
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Die Makrophagen treten hierbei über Zytoplasmaausläufer mit den kristallinen 

Fremdkörperpartikel in Berührung und nehmen diese über mundförmige Einsenkungen 

der Zellmembran in das Zytoplasma auf. In Abhängigkeit von der Größe der zu 

phagozytierenden Substanzen kann es durch Konfluenz mehrerer Makrohagen zur 

Bildung von Riesenzellen vom Fremdkörpertyp kommen. Die Zellfusion wird hierbei 

durch den von aktivierten Lymphozyten sezernierten Makrophagen-Fusions-Faktor 

(MFF) hervorgerufen (Rodriguez et al. 1983). 

 

Im histologischen Schnitt imponieren bei dieser Entzündungsform neben Rundzellen, 

Epitheloidzellen und Histiozyten die in den Riesenzellen eingeschlossenen, vereinzelt 

und in Haufen angeordneten kristallinen, in polarisiertem Licht doppelbrechenden 

Fremdkörperpartikel (Riede et al. 1995b). Im Rahmen der persistierenden Auseinander- 

setzung mit dem unlöslichen, nicht resorbierbaren Material setzen die Makrophagen 

eine ausgeprägte Vielfalt unterschiedlicher Substanzen frei, welche in den 

Entzündungsprozess eingreifen (Nathan 1987, Adams und Hamilton 1984). Die 

Sekretion der Makrophagen wird durch Wechselwirkungen  zwischen Makrophagen 

und Strukturen der unmittelbaren Umgebung reguliert. Hierzu gehören beispielsweise 

sich in Nachbarschaft der Makrophagen befindliche Zellen, Bestandteile der 

extrazellulären Matrix (z. Bsp. Fibronektin) oder Bestandteile des Serums (z. Bsp. 

Komplement). Die wichtigsten Makrophagenprodukte umfassen unter anderem neutrale 

Proteasen und Elastase, chemotaktische Substanzen, Komplementkomponenten, 

Zytokine wie beispielsweise der Tumornekrosefaktor-alpha sowie Gerinnungsfaktoren, 

die für die lokale Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin verantwortlich sind. 

Arachidonsäuremetabolite, sowohl Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-Produkte, die 

eine Vasodilatation und eine erhöhte Gefäßpermeabilität induzieren sowie 

Wachstumsfaktoren für Fibroblasten und Kapillarsprossen werden ebenfalls von 

Makrophagen sezerniert.  
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1.2.2 Therapie der Perikarditis 
 

Die Anwendung der Perikardioskopie zur gezielten perikardialen Biopsie sowie 

Fortschritte im Bereich der Molekularbiologie und Immunologie haben in den letzten 

Jahren einen wesentlichen Beitrag zur Charakterisierung von Zielstrukturen 

entzündlicher Prozesse geleistet und somit neue Wege zu einer pathophysiologisch und 

ätiopathogenetisch begründeten Therapie der Perikarditis eröffnet. Die Therapie der 

Perikarditis erfolgt je nach Ätiologie antibakteriell, tuberkulostatisch, antiphlogistisch. 

Bei Vorliegen einer Herzbeuteltamponade erfolgt evtl. eine diagnostische und/ oder 

therapeutische Perikardpunktion (Tabelle 1) Die häufigste Form der 

Herzbeutelentzündung stellt die meist serofibrinöse, akute benigne Perikarditis dar. Die 

Ursache ist bislang ungeklärt (idiopathische Perikarditis). Virologische, biochemische, 

molekularbiologische und immunologische Untersuchungstechniken lassen jedoch 

virale und autoimmune Prozesse vermuten (Maisch 1992, Maisch et al. 1994). 

Abbildung 2 gibt einen schematischen Überblick hinsichtlich des diagnostischen und 

therapeutischen Verhaltens bei Vorliegen einer idiopathischen Perikarditis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2: Diagnostisches und therapeutisches Verhalten bei Vorliegen einer idiopathischen 

Perikarditis ( Maisch 2000b). 

viral 
NSA 

autoreaktiv 
NSA 
Colchicin 
Kortikoide  
(lokal/systemisch) +
Azathioprin 

Idiopathische 
Perikarditis 

- PCR/ in-situ-Hybridisierung 
  von Enterovirus-RNA und  
  CMV-DNA 
- IgM-Titer gegen kardiotrope  
  Viren 

- Immunhistochemie und  
  Immunzytochemie 
- Ergußzytologie und -serologie 
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Tabelle 1: Ätiologie und Therapie der akuten Perikarditis (Maisch 2002) 
 
Ätiologie Therapie 

Infektiöse Perikarditis 

durch Viren (z. Bsp. Coxsackie A und B, 

CMV, Mumps, EBV) 

durch Bakterien (z. Bsp. Pneumokokken, 

Meningokokken, Gonokokken) 

durch säurefeste Stäbchen (Tbc) 

durch Pilze (Candida, Histoplasma) 

durch Parasiten (Entamoeba histolytica, 

Echinokokkus, Toxoplasma) 

 

Hyperimmunserum (CMV), virustatisch 

 

Antibiotika (gezielt) 

 

tuberkulostatische Dreifachtherapie 

Antimykotika 

Antibiotika (gezielt) 

Perikarditis bei Kollagenkrankheiten 

Lupus erythematodes disseminatus 

rheumatoide Arthritis  

Spondylitis ankylopoetica 

Sklerodermie 

Dermatomyositis 

Panarteriitis nodosa 

Morbus Reiter 

 

Kortikoide und Immunsuppresiva 

Perikarditis als Überempfindlichkeits-

reaktion oder Autoimmunprozess  

rheumatisches Fieber 

Postkardiotomiesyndrom 

Postmyokardinfarktsyndrom 

 

 

Kortikoide und Immunsuppresiva 

Antiphlogistika, evtl. Kortikoide* 

Antiphlogistika, evtl. Kortikoide* 

Perikarditis als Miterkrankung 

benachbarter Organe 

Myokardinfarkt (Pericarditis 

epistenocardica) 

Myokarditis 

Aortenaneurysma 

Lungeninfarkt 

entzündliche Lungenerkrankungen 

Erkrankungen des Ösophagus 

 

 

konservativ 

 

konservativ, evtl. Kortikoide 

Operation 
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Perikarditis bei Stoffwechsel-

erkrankungen  

Niereninsuffizienz (Urämie) 

Myxödem 

Addison-Krise 

diabetische Ketoazidose 

Cholesterinperikarditis 

 

 

Dialyse, PPkt. (PF) 

Schilddrüsenhormone 

Prednison 

Behandlung der Grundkrankheit 

PPkt., PF 

Perikarditis bei Traumen 

direkte Einwirkung 

penetrierende Thoraxtraumen 

Perforation des Ösophagus 

Fremdkörper 

indirekte Einwirkung 

nichtpenetrierende Thoraxtraumen 

Bestrahlung (z. Bsp.  

bei Mediastinaltumoren) 

 

 

Operation (falls notwendig) 

Operation (falls notwendig) 

Operation (falls notwendig) 

PPkt., PF, PE 

 

Perikarditis bei Tumoren 

primär 

sekundär 

 

PPkt. (Cisplatininstallation), PF 

PPkt. (Cisplatininstallation), PF 

 

* bei hämodynamisch relevantem Erguß 
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1.3 Transkriptionsfaktoren  
 

Zellen müssen auf äußere Reize umgehend reagieren können. Hierzu sind 

zytoplasmatische Botenstoffe (“messenger“) notwendig, die eintreffende Signale von 

der Zelloberfläche an den Zellkern weitergeben. Einige dieser Botenstoffe vermitteln 

ihre Wirkung indem sie nach Aktivierung aus dem Zytoplasma in den Zellkern 

translozieren und dort an spezifische DNA-Sequenzen in den Promotorregionen von 

Genen binden. Auf diesem Wege kann die Transkription verschiedener Zielgene 

induziert, verstärkt oder inhibiert werden. Hierdurch wird das Proteinspektrum der Zelle 

verändert und eine Anpassung an den Reiz ermöglicht. Solche Reaktionen werden 

häufig durch induzierbare Transkriptionsfaktoren vermittelt. Diese DNA-bindenden 

Proteine sind in unstimulierten Zellen inaktiv und finden sich häufig an inhibitorischen 

Untereinheiten gebunden im Zytoplasma. Wird eine Zelle gereizt, kann es zu einer 

äußerst schnellen Aktivierung solcher Transkriptionsfaktoren kommen, was im weiteren 

Verlauf die Transkription verschiedener Zielgene zur Folge hat. Die Einleitung einer 

derart schnellen Reaktion ist insbesondere als Antwort auf pathobiologische Reaktionen 

auslösende Reize erforderlich (Frankel und Kim 1991, Pabo und Sauer 1992). 

 

 

1.3.1 Nukleärer Faktor Kappa B (NF-κB) 
 

Nukleärer Faktor Kappa B (NF-κB) ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor, dem bei 

der Expression meist immunologisch relevanter Zielgene eine regulative Aufgabe 

zukommt. NF-κB wurde erstmalig von Sen und Baltimore 1986 als B-Zell-spezifisches 

nukleäres Protein beschrieben, welches an ein DNA-Fragment des Enhancers des Genes 

für die leichte Kappa-Immunglobulinkette bindet. Auf diesem Fragment konnte eine 

zehn Basenpaare umfassende Sequenz (5´-GGGAATTTCC-3´) als Bindungsstelle für 

NF-κB identifiziert werden. Zunächst wurde angenommen, dass NF-κB nur in 

Kernextrakten von B- und Plasmazellen vorhanden sei. Heute jedoch weiß man, dass es 

sich hierbei um einen ubiquitären, schnell reagierenden Transkriptionsfaktor handelt, 

der in zahlreichen Zellen exprimiert wird und bei der Synthese verschiedener 

Genprodukte eine zentrale Rolle spielt (Baeuerle und Henkel 1994, Siebenlist et al. 

1994).  
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Eine große Anzahl von Genen, welche zum Beispiel für Zytokine, Chemokine, 

Zelladhäsionsmoleküle, Wachstumsfaktoren, Immunrezeptoren, Akutphasenproteine 

oder Transkriptionsfaktoren kodieren, tragen NF-κB-bindende Promotor- oder 

Enhancersequenzen (Tabelle 2). 

 

In den meisten Zellen liegt NF-κB in einer inaktiven, zytoplasmatischen Form vor, die 

durch die Interaktion von NF-κB mit inhibitorischen Molekülen bedingt ist. Diese 

Inhibitoren werden als IκB bezeichnet und verhindern, daß NF-κB in den Zellkern 

wandert und somit in die aktive nukleäre Form überführt wird (Baeuerle und Baltimore 

1988, Zabel und Baeuerle 1990). Eine Vielzahl interner oder externer Stimuli wie 

beispielsweise bakterielle oder virale Infektionen, inflammatorische Zytokine oder 

ionisierende Strahlung (Tabelle 3) induziert die Phosphorylierung und 

Ubiquitinylierung des IκB-Moleküls und darauf folgend eine schnelle Dissoziation des 

Komplexes sowie eine anschließende Degradation von IκB. NF-κB transmigriert vom 

Zytoplasma in den Zellkern, wo es durch Bindung an κB-Motive in Promotor- und 

Enhancersequenzen die Transkription einer Vielfalt immunregulatorischer Gene 

initiieren oder verstärken kann und dabei in Verbindung mit anderen proentzündlichen 

Transkriptionsfaktoren tritt (Baeuerle und Baltimore 1996) (Abbildung 3). Die 

Expression der NF-κB-Zielgene dient der systemischen Aktivierung des Immunsystems 

und somit der schnellen Abwehrreaktion der Zelle. Dem Transkriptionsfaktor NF-κB ist 

somit die Rolle als zentraler Koordinator der menschlichen Immunantwort 

zuzuschreiben. 

 

Die Inhibition von NF-κB stellt ein wichtiges therapeutisches Ziel dar, um 

unerwünschte, durch NF-κB hervorgerufene biologische Reaktionen zu verhindern bzw. 

therapeutisch anzugehen. 

 

Zahlreiche Gene, die bei Immun- und Entzündungsreaktionen, bei Akutphasen-

reaktionen, im Rahmen der Onkogenese oder bei viraler Replikation eine wichtige Rolle 

spielen, tragen κB-bindende Sequenzen innerhalb ihrer regulatorischen Elemente. 

Verschiedene Proteine binden an κB-Motive und aktivieren somit die Transkription 

ihrer Zielgene. Diese Proteine werden als κB-bindende Proteine bezeichnet. Die NF-

κB/Rel-Protein-Familie gehört zur Gruppe dieser κB-bindenden Proteine. 
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Bisher sind fünf Mitglieder der NF-κB/Rel-Protein-Familie identifiziert und in zwei 

Gruppen klassifiziert worden (Thanos und Maniatis 1995). Gruppe 1-Proteine 

beinhalten NF-κB1 (auch als p50 bezeichnet  und NF-κB2 (auch als p52 bezeichnet). 

NF-κB1 und NF-κB2 entstehen durch Proteolyse der Vorläuferproteine (precursor) 

p105 und p100. 

 

Gruppe 2-Proteine werden durch RelA (auch als p65 bezeichnet), RelB und c-Rel 

repräsentiert. Im Gegensatz zu den Gruppe 1-Proteinen zeigen die Proteine der Gruppe 

2 keine Vorläufermoleküle. 

 

Eine separate Gruppe bildet die Familie der IκB-Proteine. Diese inhibitorischen 

Proteine umfassen das  IκB-α,  IκB-β, IκB-γ, IκB-δ, IκB-ε und Bcl-3 (Blackwell und 

Christman 1997 ). IκB-α ist das bisher am ausführlichsten charakterisierte IκB-Protein. 

Aus den Vorläuferproteinen p100 und p105 werden neben NF-κB1 und NF-κB2 auch 

die inhibitorischen Proteine IκB-γ und IκB-δ synthetisiert. IκB-β, IκB-ε und Bcl-3 

wurden bisher weniger ausführlich untersucht (Abbildung 4). 

 

Verschiedene experimentelle Arbeiten konnten zeigen, dass der Transkriptionsfaktor 

NF-κB sequenzspezifisch an die DNA bindet und sich aus den verschiedenen homo- 

oder heterodimeren Kombinationsmöglichkeiten des NF-κB/Rel-Proteins 

zusammensetzt (Kunsch 1992, Schmid 1994, Rothwarf 1999). Die prototypisch 

induzierbare Form zeigt sich als ein aus NF-κB1 (p50)- und RelA (p65)-Protein-

Untereinheiten zusammengesetztes Heterodimer. Verschiedene NF-κB-Dimere zeigen 

unterschiedliche Eigenschaften hinsichtlich ihrer transkriptionellen Aktivität (Baldwin 

1996). NF-κB liegt im Zytoplasma als ein inaktiver molekularer Komplex vor, der an 

ein IκB- oder ein Gruppe 1-Vorläuferprotein gekoppelt ist. IκB-Proteine bilden 

Trimere, die überwiegend mit RelA oder c-Rel enthaltenden Dimeren assoziiert sind, 

wohingegen Gruppe 2-Proteine mit NF-κB/Rel-Proteinen Dimere bilden (Miyamoto 

und Verma 1995, Schmitz und Baeuerle 1995).  

 

NF-κB/Rel-Proteine besitzen an ihrem N-terminalen Ende ein gut konserviertes 

Segment, welches als Rel-Homologie-Domäne bezeichnet wird (Blank et al. 1992).  
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Diese Struktur vermittelt die DNA-Bindung, die Dimerisation und nukleare 

Translokation sowie die Interaktion mit IκB. Die Rel-Homologie-Domäne enthält ein 

nukleäres Translokationssignal (NLS), welche die Translokation des NF-κB-Komplexes 

in den Zellkern vermittelt. p105 und p100 zeigen am C-terminalen Ende mehrere 

Kopien einer Sequenzwiederholung (das sogenannte Ankyrinrepeat), das sich 

entsprechend auch bei der Familie der IκB-Proteine finden lässt. Gruppe 2-Proteine 

enthalten eine oder mehrere Transaktivierungsdomänen, welche für die Transkription 

der Zielgene von wesentlicher Bedeutung sind. IκB-Proteine zeigen mehrere 

Ankyrinrepeat-Motive, welche für die inhibitorische Funktion unverzichtbar sind. Am 

C-terminalen Ende findet sich eine Destabilisierungssequenz, welche die proteolytische 

Degradation des IκB-Moleküls erleichtert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abbildung 3: Aktivierungsschema von NF-κB, beispielhaft dargestellt anhand des NF-κB/Rel/IκB Trimer 

(Baldwin 1996) . 
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Tabelle 2: Zusammenstellung einiger physiologisch relevanter Zielgene, deren Expression durch NF-κB 

reguliert wird. Modifiziert nach  Grilli et al. 1993, Baeuerle und Henkel 1994, Siebenlist et al. 1994. 

 
Zytokine Tumornekrosefaktor (TNF)-α  

TNF-β  

Interferon (IFN)-β  

IFN-γ  

Interleukin (IL)-1β  

IL-2  

IL-6 

IL-12 

Chemokine IL-8 

Makrophagen Chemotaktisches Peptid-1 

Adhäsionsmoleküle E-Selektin 

Interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM-)1 

Vaskuläres Zell Adhäsionsmolekül  

(VCAM-)1 

Akutphasenproteine C-reaktives Protein (CRP) 

Komplementfaktor Bf 

Komplementfaktor C3 

Wachstumsfaktoren IL-3 

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

Stimulations-Faktor (GM-CSF) 

Granulozyten-Kolonie-Stimulations-Faktor 

(G-CSF) 

Makrophagen-Kolonie-Stimulations-Faktor 

(M-CSF) 

Immunrezeptoren Ig κ Leichtkette 

MHC Klasse I 

MHC Klasse II 

T-Zell Rezeptor β-Kette 

IL-2 Rezeptor α-Kette 
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Enzyme NO-Synthase 

Cyclooxygenase-2 

12-Lipoxygenase 

Phospholipase A2 

Transkriptionsfaktoren IκB-α 

p105 

p100 

c-Rel 

Bcl 3 

 

 
Tabelle 3: Zusammenstellung einiger wichtiger Agentien, welche den Transkriptionsfaktor NF-κB 

aktivieren. Modifiziert nach Grilli et al. 1993, Baeuerle und Henkel 1994, Siebenlist et al. 1994. 

 

Zytokine TNF-α 

TNF-β 

IL-1 

IL-2 

IL-17 

Wachstumsfaktoren GM-CSF 

Insulin 

Immunrezeptoren IgM 

Mediatoren Angiotensin II 

Thrombin 

Leukotrien B4 

Prostaglandin E2 

Stressreaktionen Hypoxie 

Hämorrhagie 

Physikalischer Stress UV-Licht 

Ionisierende Strahlung 

Ozon 
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Bakterien und deren Produkte M. tuberculosis 

L. monocytogenes 

Lipopolysaccharide 

Exotoxin B 

Toxisches Schock Syndrom Toxin  

Viren und deren Produkte HIV-1 

HTLV-1 

CMV 

EBV 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: NF-κB/Rel/IκB-Proteine (Lee und Burckart 1998). 
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1.3.2 Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs)  
 

Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) sind spezifische Liganden-

aktivierte Transkriptionsfaktoren, welche zur Überfamilie der Steroidhormon-

Rezeptoren gezählt werden (Isseman und Green 1990). PPARs regulieren die 

Genexpression, indem sie nach Ausbildung eines heterodimeren Komplexes mit dem 

“retinoid X receptor (RXR)“, einem verbreiteten Bindungspartner für zahlreiche 

nukleäre Hormonrezeptoren wie beispielsweise dem Schilddrüsenhormon- oder Vitamin 

D-Rezeptor (Mangelsdorf und Evans 1995), PPAR-response Elemente (PPAREs) 

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

1996, Tugwood et al. 1992). RXR existiert in verschiedenen Isoformen, RXRalpha, beta 

und gamma und wird durch die 9-cis-Retinoinsäure aktiviert (Kliewer et al. 1992) 

(Abbildung 5). PPARs entfalten ihre Wirkung u.a. in der Regulation des Lipid- und 

Lipoproteinstoffwechsels sowie der Glukosehomöostase. Weiterhin sind PPARs an der 

Zellproliferation und -differenzierung, dem Vorgang der Apoptose und an 

Entzündungsreaktionen beteiligt (Chinetti et al. 2000). 

 

Bislang konnten drei PPAR-Subtypen, PPARalpha, PPARbeta (NUC-1 oder 

PPARdelta) und PPARgamma identifiziert werden (Dreyer et al. 1992), wobei jeder 

Subtyp von einem separaten Gen kodiert wird und durch eine unterschiedliche 

Gewebeverteilung (Auboeuf et al. 1997, Grannemann et al. 1998) charakterisiert ist. 

PPARalpha wird in hohem Maße in Geweben wie Leber, Niere, Skelett- und 

Herzmuskulatur exprimiert (Braissant et al. 1995), wo es zentrale Prozesse im 

Lipidmetabolismus reguliert (Peters et al. 1997, Aoyama et al. 1998). PPARbeta ist 

ubiquitär vorhanden. Seine Funktion ist bislang ungeklärt. PPARgamma ließ sich 

vorwiegend im Intestinum und im Fettgewebe nachweisen (Tontonoz et al. 1994, 

Mansen et al. 1996). PPARgamma spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der 

Adipogenese und kontrolliert in Adipozyten die Expression der Lipoproteinlipase sowie 

anderer Gene. Es sind bisher zwei Isoformen bekannt, die als PPARgamma1 und 

PPARgamma2 bezeichnet werden. Die Expression von PPARgamma2 scheint auf 

Adipozyten beschränkt zu sein, wohingegen PPARgamma1 in unterschiedlichen 

Geweben wie Leber, Herz, Nieren, Skelettmuskulatur sowie Dünn- und Dickdarm 

nachgewiesen werden konnte (Auboeuf et al.1997, Brockmann et al. 1998). 
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PPARs unterscheiden sich jedoch nicht nur hinsichtlich ihrer Verteilung im Gewebe 

(Tabelle 4), sondern besitzen auch für sie zum Teil spezifische Liganden (Peroxisom- 

Proliferatoren, PP). Synthetische Liganden sind u.a. lipidsenkende Fibratderivate wie z. 

Bsp. das Fenofibrat und eine Gruppe neuer Antidiabetika, sogenannte Thiazolidindione, 

wie Troglitazon und Rosiglitazon. Zu den natürlich vorkommenden Peroxisom-

Proliferatoren gehören neben den Fettsäurederivaten auch Eicosanoide wie 

Prostaglandine und das Leukotrien B4 (Forman et al. 1995 , Devchand et al. 1996, 

Kliewer et al. 1995, Krey et al. 1997, Nagy et al. 1998). Verschiedene Autoren konnten 

in den vergangenen Jahren zeigen, daß PPARalpha und PPARgamma in der Gefäßwand 

vorhanden sind und in Monozyten/ Makrophagen (Chinetti et al. 1998), Endothelzellen 

(Delerive et al. 1999, Marx et al. 1999, Inoue et al. 1998) und glatten Muskelzellen 

(Staels et al. 1998, Marx et al. 1999) exprimiert werden. In Monozyten/ Makrophagen 

führt die Aktivierung von PPARalpha zur Reduktion der prokoagulatorischen Aktivität 

wohingegen die Aktivierung von PPARgamma u.a. die Sekretion entzündungs-

fördernder Zytokine inhibiert (Jiang et al. 1998). In Endothelzellen blockiert Fenofibrat 

als synthetischer PPARalpha-Ligand die Adhäsionsmolekülexpression sowie die 

Leukozytenadhäsion (Marx et al. 1999), was einer weiteren Leukozytenrekrutierung 

entgegenwirkt. PPARgamma hemmt in Endothelzellen die Expression chemotaktisch 

wirksamer Proteine und unterbindet somit die Migration proinflammatorischer Zellen 

aus dem Blut (Marx et al. 1999). PPARalpha-Aktivatoren inhibieren in glatten 

Gefäßmuskelzellen die Freisetzung  proinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin 6 

(IL-6). Die Beobachtung, dass Mäuse, welchen das PPARalpha-Gen fehlt, eine 

verlängerte Immunantwort auf Entzündungsreize zeigen, legt die Vermutung nahe, dass 

PPARalpha an der Regulierung der Dauer von Entzündungsreaktionen entscheidend 

beteiligt ist (Devchand et al. 1996). Berücksichtigt man die zahlreichen Mechanismen, 

die von PPARs beeinflusst werden, so ist von einer Schlüsselrolle bei der Regulation 

von Entzündungsreaktionen auszugehen. Auch ist zu erwarten, dass von diesen 

Transkriptionsfaktoren ein therapeutisches Nutzen bei inflammatorischen Prozessen 

ausgeht.  

 

Ein Teil der PPAR-Aktivatoren wie Fenofibrat (Lipidsenker) als PPARalpha-Ligand 

und Troglitazon und Rosiglitazon (in den USA als Antidiabetika bereits zugelassen) als 

PPARgamma-Ligand befinden sich bereits in klinischer Anwendung.  
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Diese Medikamente könnten über ihre PPAR-aktivierende Wirkung inflammatorische 

Prozesse beeinflussen und so einen weiteren therapeutischen Nutzen für Patienten mit 

Hyperlipoproteinämie oder Diabetes mellitus Typ II bringen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 5: Aktivierung des PPAR-Rezeptors (Bishop-Bailey 2000) 

 

 
Tabelle 4: Relative Gewebeverteilung von PPAR- und RXR-Isoformen ( Bishop-Bailey 2000). 
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1.4 Antisense-Oligonukleotide zur selektiven Gen-Suppression 
 

Um ihre Funktion aufrechtzuerhalten, muss eine Zelle in der Lage sein, Tausende Gene 

zum gleichen Zeitpunkt synthetisieren zu können. Die genetische Information ist in der 

DNA durch die lineare Abfolge der vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin 

kodiert. Jede Base im Doppelstrang bestimmt eindeutig ihre gegenüberliegende, 

komplementäre Base, wodurch eine exakte Weitergabe der genetischen Information 

sichergestellt wird. Der Fluss der genetischen Informationsübertragung erfolgt von der 

DNA zum Protein. Zur Expression eines Gens, d.h. zur Synthese eines entsprechenden 

Proteins, muss die Sequenzinformation der DNA in eine Proteinsequenz umgesetzt 

werden. Da die DNA nicht selbst an der Proteinsynthese teilnimmt, wird die 

Information aus dem Zellkern zum Ort der Proteinsynthese im Zellplasma, den 

Ribosomen, übertragen. Dieser Vorgang wird als Transkription bezeichnet und 

geschieht mittels eines RNA-Zwischenträgers, der sog. m-RNA oder Boten-RNA. RNA 

enthält die gesamte Information der DNA-Sequenz, von der sie abkopiert wird. Anstelle 

der Base Thymin enthält RNA die sehr ähnliche Base Uracil. 

 

Eine wirkungsvolle Methode zur spezifischen Inhibition der Biosynthese bzw. 

Expression bestimmter Gene stellt die Antisense-Technologie dar. Während zahlreiche 

Arzneimittel ihre Wirkung über eine Funktionshemmung von Proteinen entfalten, 

verfolgt die Antisense-Technologie das Ziel der Synthesehemmung dieser Proteine 

(Branch 1996). Unter einem Antisense-Oligonukleotid versteht man eine kurzkettige 

synthetische Nukleinsäure mit einer definierten Sequenz, welche durch Ausbildung 

spezifischer Wasserstoffbrückenbindungen an eine entsprechende Sense-Sequenz, die 

RNA des Zielproteins, bindet und so deren Translatierbarkeit blockiert. Die 

Bauanleitung für ein bestimmtes Protein wird auf diesem Wege unbrauchbar gemacht 

und die Zelle ist nicht mehr in der Lage, das betreffende Protein zu synthetisieren 

(Abbildung 6). Eine ausreichende Stabilität gegenüber dem hydrolytischen Abbau durch 

Nukleasen kann mittels spezieller Modifikationen erreicht werden (Shaw et al. 1991). In 

diesem Zusammenhang ist die Phosphorothioat-Modifikation, bei der ein 

Sauerstoffatom im Phosphat durch ein Schwefelatom  ersetzt ist, als eine der 

wichtigsten Modifikationen zu nennen (Eckstein 1983).  
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Phosphorothioat-Oligodesoxynukleotide sind gut wasserlöslich und werden von den 

Zellen in geringer Menge spontan aufgenommen. Eine Verbesserung der Aufnahme 

kann darüber hinaus durch Verwendung bestimmter Träger-Substanzen (z. Bsp. Lipide) 

erreicht werden (Bennett et al. 1992, Hartmann et al.1998). Die Wirksamkeit von 

Antisense-Oligonukleotiden ist in vitro sowie auch in vivo gut belegt (Askari und 

McDowell 1996, Neurath et al. 1996, Nyce und Metzger 1997). 

 

Es ist zu erwarten, dass die Antisense-Techniken in naher Zukunft Eingang in die 

Entwicklung neuer Pharmaka finden werden. So haben sich in den USA schon mehrere 

Biotechnologie-Unternehmen auf die Entwicklung von Antisense-Molekülen als 

Pharmaka spezialisiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Nutzung der Antisense-Therapie zur Hemmung spezifischer mRNAs: Ein Oligonukleotid 

mit einer Basensequenz, die komplementär zu einem Abschnitt einer Ziel-mRNA ist, wird in eine Zelle 

eingeschleust. Durch Basenpaarung mit der Ziel-mRNA verhindert es deren Translation. Der nach rechts 

abgeknickte Pfeil zeigt die Richtung der Transkription des unteren DNA-Stranges des DNA-

Doppelstranges an. 
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1.5 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) 
 

Der Tumornekrosefaktor-alpha ist ein hitzelabiles Protein (Semenzato 1990) und gehört 

wie die Interleukine und Interferone zu der Gruppe der Zytokine. Biochemisch handelt 

es sich um ein nicht-glykosiliertes Polypeptid aus 157 Aminosäuren und einem 

Molekulargewicht von 17 kD (Beutler et al. 1985). In seiner aktiven Form liegt TNF-

alpha in trimerer Struktur vor (Smith und Baglioni 1987). Der Faktor besteht aus drei 

identischen Untereinheiten (Monomeren), wobei jedes Monomer zwei antiparallel 

zueinander gerichtete Aminosäurestränge aufweist. Zwischen der Aminosäure 69 und 

101, jeweils Cystein, befindet sich eine Disulfidbrücke (Aggarwal et al. 1985, Jones et 

al. 1989). Das TNF-alpha-Gen ist mit dem MHC-1-Gen gekoppelt und liegt beim 

Menschen auf Chromosom 6, bei der Maus auf Chromosom 17 (Cerami und Beutler 

1988).  

 

Die Transkription des Gens und der Anstieg von TNF-alpha-mRNA wird durch einen 

extrazellulären Stimulus induziert (Beutler et al. 1986). Das translatierte TNF-Protein 

(Propeptid) wird in das endoplasmatische Retikulum transportiert, wo von dem 233 AS 

langen Propeptid (Kriegler et al. 1988) ein Signalpeptid mit 76 AS abgespalten wird. 

Nach Abgabe des Vorläufermoleküls in das Cytoplasma wird dieses als Speicherform 

von TNF an die Zellmembran gebunden gespeichert (Wang et al. 1985). Erfolgt ein 

adäquater Stimulus, wird das Speichermolekül durch serinartige Leukozyten-Proteasen 

zum 17 kD-TNF-Molekül hydrolysiert (Jue et al. 1990) und kann extrazellulär 

abgegeben werden (Scuderi 1989). Die Sekretion des Faktors erfolgt seitens der 

Makrophagen (Tracey et al. 1989, Mannel et al. 1980, Matthews 1981) nach 

Stimulation durch Endotoxin, Komplemetfaktoren (Beutler und Cerami 1987), Viren 

(Beutler et al. 1986, Aderka et al. 1986), Parasiten, Interferon (z. Bsp. IFN-gamma) 

(Pace et al. 1983, Johnson und Adams 1984, Beutler et al. 1986) sowie Interleukinen (z. 

Bsp. IL-2) und bestimmten wachstumsfördernden Faktoren (z. Bsp. GM-CSF). 

Lymphozyten, natürliche Killerzellen, Mastzellen und zahlreiche maligne entartete 

Zellen sind ebenfalls in der Lage, TNF-alpha zu produzieren (Semenzato 1990). 

 

TNF-Rezeptoren werden in nahezu allen körperlichen Gewebezellen exprimiert 

(Scheurich et al. 1986, Volpes et al. 1992, Palladino et al. 1987). Die Dichte der 

Rezeptoren kann hierbei in Abhängigkeit von der Zelle um mehrere Zehnerpotenzen 

variieren (Kull et al. 1985).  
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Unabhängig davon wird in der Regel bereits ab einer Rezeptorendichte von 5 % 

maximale biologische Aktivität erreicht (Baglioni et al. 1985, Freudenberg et al. 1989). 

Bei dem Rezeptor handelt es sich vermutlich um ein Glykoprotein mit einem 

Molekulargewicht von 300.000 Dalton. Die für die TNF-alpha-Bindung verantwortliche 

Untereinheit besitzt ein Molekulargewicht von 75.000 Dalton (Yoshie et al. 1986, Smith 

et al. 1986, Smith und Baglioni 1987, Creasey et al. 1987).  

 

Es gibt Hinweise dafür, dass in unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Wege der 

Signalübetragung existieren und der Rezeptor über definierte Regulationsmechanismen 

TNF-alpha-spezifische Zellveränderungen induziert (Scheurich et al. 1987). 

 

TNF-beta, für den auch das Synonym Lymphotoxin-alpha verwendet wird, gehört 

ebenfalls zur Proteinklasse der Zytokine und bindet an denselben Rezeptor wie TNF-

alpha. Untersuchungen haben ergeben, dass es sich hierbei um ein Glykoprotein mit 

30% Homologie in der Aminosäuresequenz zu TNF-alpha handelt. TNF-beta zeigt 

nahezu das gleiche Wirkungsspektrum und ist ebenfalls wie TNF-alpha auf dem 

Chromosom Nummer 6 lokalisiert (Beutler und Cerami 1987). 

 

Der Tumornekrosefaktor erzeugt viele Symptome des septischen Schocks (Stephens et 

al. 1988) und lässt sich während einer Sepsis (Waage et al. 1986) und nach LPS-Gabe 

(Fong und Lowry 1990) in erhöhten Konzentrationen nachweisen. Sepsis-

Auswirkungen können durch TNF-Ak oder TNF-Synthesehemmung abgeschwächt 

werden (Engelberts et al. 1992, Tracey et al. 1987). Im weiteren fungiert der 

Tumornekrosefaktor als chemotaktisch-aktives Molekül für Neutrophile und 

Makrophagen. Tabelle 5 fasst einige relevante Effekte des Tumornekrosefaktors auf 

zellulärer Ebene zusammen.  

 

Die Aktivierung des Immunsystems spielt bei der Erforschung der Pathogenese der 

Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle und es gibt Hinweise dafür, dass dem 

Tumornekrosefaktor als proinflammatorisches Zytokin hierbei eine zentrale Rolle 

zukommt (Levine et al. 1990, McMurray et al. 1991, Dutka et al. 1993). 
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Tabelle 5: Zusammenstellung einiger relevanter TNF-Effekte unter zellulären Aspekten. Modifiziert nach 

Pohlmann et al. 1986,  Kawakami et al. 1986,  Libby et al. 1986, Nawroth und Stern 1986, Pober et al. 

1986,  Feinmann et al. 1987, Hoffmann und Weinberg 1987, Camussi et al. 1987, Wendel et al. 1991, 

Oliver 1992. 

 

Makrophagen Erhöhung der Zytotoxizität 

Stimulation zur Sekretion von Peptiden und 

Lipidmediatoren, welche die Fähigkeit  

besitzen, Schocksymptome auszulösen  

Stimulation zur Sekretion von Sauerstoff-Radikalen 

Produktion von TNF, IL-1, PAF 

Stimulation der MHC-Expression 

Neutrophile Granulozyten Erhöhung der Zytotoxizität durch die Produktion von 

Wasserstoffperoxyd und die Bildung von  

Sauerstoffradikalen 

Steigerung der Phagozytose 

Steigerung der Membranadhärenz 

Erhöhung der Dichte an Komplementfaktor- 

Rezeptoren 

Endothelzellen Produktion von PDGF, PAF, CSF und anderen 

hämatopoetischen Wachstumsfaktoren 

Aktivierung der prokoagulatorischen Aktivität 

Induktion der Leukozyten-Adhäsions- Proteine    

Fettzellen Steigerung der Triglyzeridproduktion in der Leber 

Inhibition der fettzellspezifischen Proteinsynthese 
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1.6 Kollagen I und Kollagen-System  
 

Kollagen, das fibrilläre Protein, aus dem Kollagenfasern bestehen, ist das im Körper am 

meisten verbreitete Protein und repräsentiert etwa 25 % aller Proteine. Das 

Kollagenmolekül setzt sich aus zwei α1-Ketten und einer α2-Kette zusammen, die 

untereinander durch Wasserstoffbrücken verbunden sind und sich zu einer Tripel-Helix 

aneinander lagern, welche um eine gemeinsame Längsachse gewunden ist. Die 

genetisch determinierte Aminosäuresequenz der Peptidkette (Primärstruktur) bestimmt 

die Ausbildung der tripel-helikalen Formation und die Anordnung der Helices zu den 

Fibrillen (Martin et al. 1976). Jede α-Kette besteht in ihrer Primärstruktur aus ca. 1000 

Aminosäuren, die mittels Peptidbindungen verbunden sind (Bailey und Robins 1976). 

Mit Ausnahme kurzer, nicht helikaler Bereiche an beiden Kettenenden wiederholt sich 

in den Kollagenketten sehr häufig die Sequenz -Gly-X-Y-, wobei Glycin als kleinste 

Aminosäure im Zentrum der Helix lokalisiert ist. In der Position X und Y findet man 

häufig die Aminosäure Prolin, die Position Y wird oft von 4-Hydroxyprolin 

eingenommen, aber auch 3-Hydroxyprolin und 5-Hydroxylysin kommen vor. Die 

hydroxylierten Aminosäuren sind für Kollagene charakteristisch (Koolman und Röhm 

1994a). 

 

Die Kollagensynthese erfolgt u.a. in Fibroblasten. Zunächst werden sehr lange 

Polypeptidketten mit mehreren Tausend Aminosäuren gebildet. Dieses Prokollagen 

wird in die Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (ER) geschleust und unterliegt 

dort einer umfangreichen posttranslationalen Modifizierung. Zahlreiche Prolin- und 

Lysin-Reste werden hydroxyliert, wobei die Einführung der Hydroxy-Gruppen durch 

Hydroxylierung mit molekularem Sauerstoff erfolgt. Kosubstrat ist hierbei 2-

Oxoglutarat. Die Prokollagen-Hydroxylasen, welche in ihrem aktiven Zentrum Eisen 

enthalten und durch Fe2+ Ionen und Ascorbinsäure aktiviert werden, hydroxylieren 

Prolin-Reste in Position 3 und 4 bzw. Lysin-Reste in Position 5. Der Vorgang der 

Hydroxylierung der Prolin- und Lysin-Reste ist für die Festigkeit der Tripelhelix von 

Bedeutung, da unvollständig hydroxylierte Ketten bei Körpertemperatur keine festen 

Tripelhelices ausbilden und infolgedessen nicht aus der  Zelle ausgeschleust werden. 

Nach erfolgter Hydroxylierung wird das Prokollagen an mehreren Hydroxylysin-Resten 

glycosyliert.  
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Durch Oxidation von Cystein-Gruppen der Propeptide werden intra- und 

intermolekulare Disulfid-Brücken geschaffen, wodurch die korrekte Zusammenlagerung 

der Peptidstränge zu einer Tripelhelix sichergestellt wird. Im weiteren Verlauf wird das 

Prokollagen in den Extrazellulärraum transportiert, wo schließlich längere Peptide vom 

N-Terminus und C-Terminus proteolytisch abgespalten werden. Das Endprodukt der 

Modifizierung von Prokollagen stellt das Kollagenmonomer dar. Kollagene Fasern 

entstehen dadurch, dass sich viele Kollagen-Monomeren nebeneinander lagern (Karlson 

et al. 1994).  

 

Aminosäureanalysen von Kollagen zeigten, dass eine Vielzahl von unterschiedlichen 

Kollagentypen im menschlichen Organismus vorhanden sind. In den vergangenen zehn 

Jahren konnten viele Arten von Kollagenen nachgewiesen werden und bis heute sind 

mindestens 14 verschiedene Typen bekannt (Mollnau et al. 1995). Unter 

physiologischen Bedingungen findet ein kontinuierlicher Auf- und Abbau von 

Kollagenen statt. Die exakte Kontrolle dieser Auf- und Abbauprozesse ist bei 

zahlreichen physiologischen Prozessen wie z.B. der Wundheilung und 

Gewebserneuerung eine wichtige Voraussetzung für den Erhalt einer intakten 

Organfunktion.  

 

Kollagen Typ I und III sowie Typ IV, V und VI stellen die Hauptbestandteile der 

extrazellulären Matrix des Herzens dar. Die hinsichtlich des Auf- und Abbaus 

dysproportionale Regulation der Synthese von Kollagen Typ I konnte in jüngster Zeit 

für die Akkumulation von Kollagenfibrillen im Interstitium des Herzmuskelgewebes 

und somit als Wegbereiter der Myokardfibrose bei chronischer Druckbelastung oder 

auch entzündlicher Herzerkrankung verantwortlich gemacht werden (Wilke et al. 1995,  

Nicoletti et al. 1996). Nach Sun und Weber spiegelt der Umbau der extrazellulären 

Matrix im erkrankten Herzen einen Wundheilungsprozess wider. Fibroblasten, die nach 

Myozytenschädigung in das betreffende Areal einwandern, spielen in diesem 

Zusammenhang eine wichtige Rolle. Elektronenmikroskopisch zeigen sich diese Zellen 

(Myofibroblasten) erheblich größer als die physiologischerweise vorhandenen 

Fibroblasten. Ferner imponiert ein deutlich vergrößertes endoplasmatisches Retikulum 

sowie ein vergrößerter Zellkern. Im Weiteren konnte eine stark erhöhte Expression von 

Kollagen-Typ-I-mRNA in den eingewanderten Fibroblasten nachgewiesen werden (Sun 

und Weber 1996). 
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1.7 AT1A-Rezeptor und Renin-Angiotensin-System (RAS) 
 

Die Regulation der Blutdruck-, Salz- und Flüssigkeitshomöostase wird wesentlich durch 

das Renin-Angiotensin-System (RAS) beeinflusst. Angiotensin II vermittelt als 

Effektorpeptid die biologischen Wirkungen einer Aktivierung dieses Systems durch 

Stimulation von Angiotensin-Rezeptoren (Dzau et al. 1988, Griendling et al. 1993). 

Bislang wurde das Renin-Angiotensin-System als klassisches Hormonsystem 

angesehen. Verschiedene experimentelle Arbeiten konnten in den vergangenen Jahren 

den Nachweis erbringen, dass neben dem zirkulierenden Enzym-Hormon-System mit 

Nieren und Leber als Enzym- und Substratquellen auch lokale RAS in unterschiedlichen 

Organen wie z.B. Herz, Gefäßwand und Gehirn existieren (Unger et al. 1996, Haulica 

1999, Allen 2000). 

 

Renin, eine in den juxtaglomerulären Zellen synthetisierte Aspartat-Proteinase, spaltet 

sein Substrat Angiotensinogen, ein in der Leber synthetisiertes Glykoprotein, unter 

Freisetzung des hämodynamisch noch inaktiven Prohormons Angiotensin I (Okuyama 

et al. 1988). Das Angiotensin-Konversionsenzym, eine Dipeptidylcarboxypeptidase, 

welche in den Membranen der Blutgefäße besonders der Lunge zu finden ist, entfernt 

die beiden C-terminalen Aminosäuren vom Angiotensin I, um das aktive Hormon 

Angiotensin II zu synthetisieren (Haber 1985). Bradykinin, ein potenter Vasodilatator, 

wird durch das Angiotensin-Konversionsenzym zu inaktiven Peptidfragmenten 

metabolisiert. Angiotensin II wird über die Aminopeptidase A in Angiotensin III 

abgebaut, welches wiederum über die Aminopeptidase B in Angiotensin IV 

umgewandelt wird. Endopeptidasen und Carboxypeptidasen bauen das Angiotensin IV 

in weitere, biologisch inaktive Fragmente ab. Die Halbwertszeit von Angiotensin II im 

Plasma beträgt nur 1 Minute (Koolman und Röhm 1994b). 

 

Angiotensin II stellt eines der potentesten pressorischen endogenen Substanzen dar und 

wirkt über eine direkte Stimulation membranständiger Rezeptoren an glatten 

Gefäßmuskelzellen von Blutgefäßen, die über eine intrazelluläre Erhöhung des 

Kalziumspiegels eine Vasokonstriktion vermitteln. Weitere klassische Wirkungen des 

Angiotensins II sind u.a. Symphatikusaktivierung sowie Förderung der renalen 

Natrium- und Wasserretention direkt oder indirekt über Sekretion von Aldosteron aus 

den Nebennieren.  
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Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass Angiotensin II auch 

wachstumsmodulierende Effekte besitzt. Es konnte nachgewiesen werden, dass 

Angiotensin II wesentlich bei der Neointimabildung nach Intimaläsion an Gefäßen 

sowie bei Umbauprozessen des Herzmuskels nach Myokardinfarkt eine Rolle spielt 

(Regitz-Zagrosek et al. 1994, Bauer et al. 1996).  

 

Angiotensin II entfaltet seine funktionelle Wirkung als Effektorpeptid des RAS über 

Angiotensin 1 (AT1)-Rezeptoren in den Blutgefäßen, den Nieren, den Nebennieren, 

dem Herz und dem zentralen und peripheren autonomen Nervensystem (Navar et al. 

1996, Unger et al. 1996). Es handelt sich bei dem AT1-Rezeptor um einen G-Protein 

gekoppelten Transmembranrezeptor, der ein klassisches, intrazelluläres Second 

messenger-System unterhält (Unger et al. 1996). Der AT1-Rezeptor ist als G-Protein 

gekoppelter Rezeptor in seiner Expression variabel. Die AT1-Rezeptordichte an der 

Zelloberfläche unterliegt verschiedenen Einflüssen. Die Expression des AT1-Rezeptors 

nimmt somit einen entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit des RAS (Murphy et 

al. 1991, Timmermans et al. 1993). Beim Menschen wird nur eine Form des AT1-

Rezeptorsubtyps exprimiert, bei Ratten und Mäusen kommt der AT1-Rezeptor in den 2 

Isoformen, AT1A und AT1B, vor (Kakar et al. 1992). 

 

Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems spielt bei der Entstehung 

der chronischen Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle (Swedberg et al. 1990, Schrier 

und Abraham 1999). Zahlreiche experimentelle Studien konnten in jüngster Zeit 

zusätzlich eine Interaktion des RAS mit Entzündungsmediatoren nachweisen. In den 

Zellen des kardiovaskulären Systems wird die Expression proinflammatorischer Gene 

unter anderem durch Bindung von Angiotensin II an den Angiotensin II Rezeptor 1 

(AT1) induziert (Dechend et al. 2001, Ruiz-Ortega et al. 2001). Von besonderem 

Interesse ist die Erkenntnis, dass die Stimulation des AT1-Rezeptors zu einer 

Aktivierung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-κB, AP-1 

und STATs führt (Brasier et al. 2000). Aus der Erkenntnis heraus, dass die 

pathophysiologischen Effekte des AT1-Rezeptors über die Aktivierung des bei 

Entzündungsreaktionen hauptsächlich beteiligten Transkriptionsfaktors NF-κB geprägt 

sind (Kranzhoefer et al. 1999, Rouet-Benzineb et al. 2000), stellt die Blockade der über 

den AT1-Rezeptor vermittelten Effekte auf der Ebene des Transkriptionsfaktors NF-κB 

einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar. 
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1.8 Problemstellung 
 

Entzündliche Erkrankungen des Perikards haben in den letzten Jahren zunehmend an 

klinischer Bedeutung gewonnen. Dies ist zu einen durch eine Zunahme der auslösenden 

Ursachen (u.a. virale und bakterielle Infektionen), zum anderen aber auch durch eine 

Verbesserung der kardiologischen Diagnostik wie z. B. der Perikardioskopie (Maisch 

und Drude 1991 und 1992, Maisch et al. 1994) bedingt. In Anbetracht der zahlreichen 

Ursachen der Perikarditis und der bisher unbefriedigenden Therapieerfolge ist die 

Perikarditis ein wichtiges diagnostisches und therapeutisches Problem. Die  

Auskultation, die klinische Untersuchung, die Farbdopplerechokardiographie und die 

Herzkatheteruntersuchung sind heute in der Abklärung der Ursachen entzündlicher 

Herzmuskel- und Herzbeutelerkrankungen nicht mehr ausreichend. Vielmehr sind es 

virologische, biochemische, molekularbiologische und immunologische Methoden, die 

wichtige Einblicke in den Krankheitsprozess erlauben und dem Patienten Perspektiven 

zu einer entzündungshemmenden oder antiviralen Behandlung eröffnen. Die 

diagnostischen Bemühungen auf molekularbiologischer Ebene leisteten in den letzten 

Jahren einen ganz wesentlichen Beitrag hinsichtlich der Charakterisierung von 

Zielstrukturen entzündlicher Prozesse. Die schnelle Entwicklung neuer 

molekularbiologischer Verfahren wie beispielsweise der Polymerase-Ketten-Reaktion 

(PCR) sowie der In-situ-Hybridisierung hat unser Verständnis von zugrundeliegenden 

pathophysiologischen Vorgängen unter anderem auch auf dem Gebiet der entzündlichen 

Herzerkrankungen entscheidend verbessert.  

 

Eine zur Zeit in Europa durchgeführte randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte 

Multicenterstudie (European Study on the Epidemiology and Treatment of Cardiac 

Inflammatory Disease, ESETCID) beschäftigt sich mit dieser Problematik (Maisch et al. 

1995, Hufnagel et al. 2000). Im Rahmen dieser Studie werden drei unterschiedliche 

Therapiekonzepte zur Behandlung entzündlicher Herzerkrankungen auf ihre 

Wirksamkeit hin geprüft. Die Untersuchung endomyokardialer Biopsien auf das 

Vorhandensein enteroviraler RNA sowie von Adenoviren, Cytomegalieviren, Herpes 

simplex-Viren und Borrelioseerregern stammender DNA mittels PCR bildet in diesem 

Zusammenhang die Grundlage der therapeutischen Ansätze.  

 

Als Endpunkte werden u.a. eine Verbesserung der linksventrikulären Auswurffraktion 

um mehr als 5%, gemessen im Herzbinnenraumszintigramm, und eine Verbesserung der 
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körperlichen Leistungsfähigkeit, gemessen im Belastungs-EKG, festgelegt. Das 

American Myocarditis Treatment Trial stellte bei histologisch gesicherter Myokarditis 

die erste doppelblind randomisierte Studie dar, bei der eine immunsupprimierte 

Therapie eingesetzt wurde (Hahn et al. 1995, Mason et al. 1995). Es konnten hierbei 

jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Verbesserung der 

Ejektionsfraktion zwischen einer mit Cyclosporin- und Prednisolon-behandelten 

Patientengruppe und einer Placebogruppe festgestellt werden. Hämodynamik sowie 

auch die Prognose der Patienten blieben durch die Therapie unverändert. Die Ergebnisse 

der ESETCID-Studie müssen abgewartet werden. 

 

Aufgrund der Feststellung, dass die erhofften Therapieerfolge häufig nicht ausreichend 

sind, ergibt sich die Notwendigkeit innovativer Therapieansätze. Hierfür sind 

experimentelle Untersuchungen am Tiermodell erforderlich. Ein solches Modell sollte 

u.a. eine innerhalb von wenigen Tagen ablaufende, massive Entzündung aufweisen, 

wobei der Mechanismus der Entzündungsinduktion genau definiert und die 

Entzündungsvorgänge quantifizierbar sein sollten. Im weiteren sollte die Möglichkeit 

gegeben sein, den entzündlichen Prozess durch lokale Verabreichung verschiedener 

Substanzen therapeutisch zu beeinflussen. Die durch steriles Talkum 

(Magnesiumsilikat) induzierbare Perikarditis bei der Ratte wurde von uns als mögliches 

Modell genauer charakterisiert. Das Modell ist vielversprechend, da das Perikard 

operativ gut zugänglich, einfach zu präparieren und leicht zu entnehmen ist. Weiterhin 

ist durch die Verabreichung verschiedener Substanzen in den Herzbeutel eine 

pharmakologische Beeinflussung der Entzündungsreaktion möglich. Dieses Modell 

lässt jedoch nur eine begrenzte Aussage für die unterschiedlichen Ätiologien der 

Perikarditis zu, hat aber bei der Interpretation aufgrund des definierten 

Entzündungsreizes entscheidende Vorteile. 

 

Die Möglichkeiten zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte bei Herzerkrankungen 

blieben lange Zeit begrenzt. Die Vielzahl experimenteller molekularbiologischer und 

immunologischer Therapieverfahren, die durch das zunehmende Verständnis der 

Pathophysiologie entzündlicher Erkrankungen, insbesondere auch im Bereich der 

molekularen Kardiologie, in jüngster Zeit möglich geworden sind, eröffnen aber neue 

therapeutische Horizonte.  
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So konnte in den vergangenen Jahren gezeigt werden, dass Zellen auf äußere Reize mit 

einer spezifischen Veränderung der Genexpression reagieren. Durch eine Veränderung 

des Proteinspektrums ist es der Zelle möglich sich an den Reiz zu adaptieren. Solche 

Reaktionen werden häufig durch Transkriptionsfaktoren vermittelt und kontrolliert 

(Frankel und Kim 1991, Pabo und Sauer 1992). Transkriptionsfaktoren sind Proteine, 

die nach Aktivierung aus dem Zytoplasma in den Zellkern wandern und dort spezifisch 

an bestimmte Sequenz-Bereiche der DNA binden können. Durch direkte DNA-Bindung 

kann im Zusammenspiel mit RNA-Polymerasen die Transkription von Genen initiiert, 

verstärkt oder inhibiert werden.  

 

Der Transkriptionsfaktor „Nukleärer Faktor Kappa B (NF-κB)“ zeigt seine 

Hauptfunktion in der transkriptionellen Regulation verschiedener entzündlicher und 

immunmodulatorisch relevanter Gene (Wulczyn et al. 1996) und hat in letzter Zeit 

immer wieder zur Entwicklung neuer experimenteller Therapieverfahren angeregt 

(Kazmi et al. 1995, Neurath et al. 1996). NF-κB-bindende DNA-Sequenzen sind in den 

Promotorregionen von zahlreichen proentzündlichen Zytokinen als auch in den Genen 

fast aller anderen Entzündungsmoleküle nachgewiesen worden. In den meisten Zellen 

liegt NF-κB in einer inaktiven, zytoplasmatischen Form vor, welche durch die 

Assoziation mit einer inhibitorischen Untereinheit (IκB) bedingt ist. Eine Vielzahl 

aktivierender Stimuli wie  z. Bsp. bakterielle und virale Infektionen induziert die 

spezifische Phosphorylierung des IκB-Moleküls und darauf folgend die Dissoziation 

des Komplexes. NF-κB wandert anschließend vom Zytoplasma in den Zellkern, wo es 

die Transkription von an Entzündungsreaktionen beteiligten Genen initiieren oder 

verstärken kann. Die Aktivierung von NF-κB erscheint daher von zentraler Bedeutung 

bei der Genese akut- und chronisch-entzündlicher Herzerkrankungen.  

 

In jüngster Zeit konnte eine Gruppe neuer Regulatoren der Genexpression, 

Peroxisomproliferator-aktivierte-Rezeptoren (PPARs), nachgewiesen werden. PPARs 

sind spezifische, Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren (Yu et al. 1995, Brun et al. 

1996, Kliewer et al. 1995 und 1997, Forman et al. 1997, Nagy et al. 1998) aus der 

Familie der Steroidhormon-Rezeptoren ( Isseman und Green 1990 ). PPARs entfalten 

ihre Wirkung in der Regulation des Lipid- und Lipoproteinstoffwechsels sowie der 

Glukosehomöostase.  
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Weiterhin sind PPAR an der Zellproliferation und -differenzierung sowie dem Vorgang 

der Apoptose beteiligt (Chinetti et al. 1998, Bishop-Bailey 2000). Neuere Arbeiten 

lassen darüber hinaus vermuten, daß PPARs auch antiinflammatorische Effekte besitzen 

(Chinetti et al. 2000). Es konnten bislang drei Peroxisomproliferator-aktivierte 

Rezeptoren charakterisiert werden: PPARalpha, PPARbeta (NUC-1 oder PPARdelta) 

und PPARgamma. PPARalpha kommt in diesem Zusammenhang ein besonderes 

Interesse zu, da nachgewiesen werden konnte, dass PPARalpha-aktivierende 

Fibratderivate in glatten Gefäßmuskelzellen die Interleukin-1 (IL-1) induzierte IL-6-

Freisetzung sowie die Synthese von Cyclooxygenase-2 vermindert (Staels et al. 1998). 

Diese Befunde werden durch Berichte von einer prolongierten Immunantwort auf 

Entzündungsreize bei PPARalpha-defizienten Mäusen unterstützt. Es muß daher 

vermutet werden, daß PPARalpha an der Regulierung der Dauer von 

Entzündungsreaktionen entscheidend beteiligt ist (Devchend et al. 1996). Die Wirkung 

von PPARalpha scheint vor allem über die Beeinflussung anderer transkriptioneller 

Signalwege vermittelt zu werden (Staels et al. 1998).  

 

Therapeutische Interventionen auf der Ebene von Transkriptionsfaktoren, wie 

beispielsweise des NF-κB oder der PPAR, stellen einen vielversprechenden Ansatz zur 

Behandlung entzündlicher Krankheitsbilder dar und sollen in der vorliegenden Arbeit 

unter dem Gesichtspunkt der Expression von Genen, welche bei der Entstehung, 

Regulation und Aufrechterhaltung inflammatorischer Prozesse entscheidend beteiligt 

sind, untersucht werden. Grundlage dieser Untersuchungen bildet das Modell der 

talkum-induzierten Perikarditis der Ratte. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Material 
 

2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits 
 

Agarose       GibcoBRL, Eggenstein  
 
123 Basenpaar-Marker     GibcoBRL, Eggenstein 
 
DEPC-Wasser       GibcoBRL, Eggenstein 
 
DNTP-Mix 10 mM      GibcoBRL, Eggenstein 
 
Magnesiumchlorid 50 mM     GibcoBRL, Eggenstein 
 
M-MLV Reverse Transkriptase 40,000U (200U/µl)  GibcoBRL, Eggenstein 
 
PCR-Puffer        GibcoBRL, Eggenstein 
 
Random Primers (3µg/µl)     GibcoBRL, Eggenstein 
 
RNAse Inhibitor 5,000U (40U/µl)    GibcoBRL, Eggenstein 
 
Taq DNA Polymerase  100U (5U/µl)     GibcoBRL, Eggenstein 
 
Fenofibrat       Sigma, München 
 
Mineralöl       Sigma, München 
 
Talkum       Sigma, München 
 
NaCl  0,9%       Braun, Melsungen 
 
Ethidiumbromid 1% (10 mg/ml)    Roth, Karlsruhe 
 
Isofluran       Lilly 
 
Halothan       Lilly 
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Molekularbiologische Kits 
 

Roti-Quick-Kit (zur phenolischen RNA-Extraktion) Roth, Karlsruhe 

 

 

Puffer und Lösungen 

 

Ladepuffer (DNA) 

 

125 mg Bromphenolblau 

125 mg Xylolcyanol 

in 50 ml Glycerin/ Aqua dest (50%) 

 

 

TAE 50fach,  pH 8,0 

 

242 g TRIS-Puffer (Roth, Karlsruhe) 

57,1 ml Eisessig 

auf 900 ml mit Aqua dest auffüllen, anschließend autoklavieren 

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 zusetzen 

 

 

0,5 M EDTA, pH 8,0 

 

93 g EDTA 2 H2O 

400 ml Aqua dest 

10 g NaOH zugeben, pH 8,0 einstellen 

500 ml Aqua dest zugeben, autoklavieren 
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2.1.2 Geräte 
 

Beatmungspumpe für Kleintiere 

Ugo Basile, Comerio-Varese, Italien 

 

Magnetrührwerk/ Heizgerät 

Heidolph MR 2002 

 

PCR-Thermocycler 

MWG Biotech Hybaid Omni Gene 

Appligene oncor Crocodile 

 

Präzisionswaage 

Sartorius MC1 Analytic AC 210P 

Sartorius PT 600 

 

Spektralphotometer 

Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 

 

Stromversorgungsgerät (für Gelelektrophorese) 

Bio Rad Modell 300 Xi 

Boskamp Pherostat 

 

Verdampfer 

Dräger Vapor 19 

 

Vortex 

Heidolph Reax 2000 

 

Zentrifugen 

Hettich Universal 30RF 
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2.2 Versuchstiere 
 

Pilotversuche wurden mit einem Hausschwein sowie mit Mäusen durchgeführt, welche 

in konventioneller Haltung in den Medizinischen Forschungseinheiten der Philipps-

Universität-Marburg bei einer durchschnittlichen Raumtemperatur von 22°C und einem 

der Tageszeit angepassten Tag- und Nachtrhythmus gehalten wurden. Die Versuchstiere 

wurden täglich gesehen und es bestand ein uneingeschränkter Zugang zu frischem 

Wasser und Futter. Infektionen wurden bei den Tieren nicht beobachtet. 

 

2.2.1 Charakterisierung der Ratten und der Haltungsbedingungen 
 

Die Versuche wurden mit männlichen herzgesunden Wistar-WU-Ratten durchgeführt, 

die von der Firma Charles River bezogen wurden. Die Tiere wurden paarweise in 

speziellen Rattenkäfigen mit uneingeschränktem Zugang zu Wasser und Trockenfutter 

in den Medizinischen Forschungseinheiten der Philipps-Universität-Marburg gehalten. 

Hier wurde bei einer Raumtemperatur von 22° ein künstlicher, der Tageszeit 

angepasster Tag- und Nachtrhythmus hergestellt. Die Tiere wurden täglich gesehen und 

im Abstand von 2 Tagen mit frischem Wasser und Trockenfutter versorgt. Die 

Umsetzung in einen sauberen Käfig erfolgte in einwöchigen Abständen. Die Ratten 

kamen mit anderen Tieren nicht in Kontakt und befanden sich in einem separaten Raum. 

Infektionen wurden bei den Tieren nicht beobachtet. 

 

 

2.3 Methoden 
 

2.3.1 Operationstechnik der talkum-induzierten Perikarditis  
 

Die Ratten wurden im Alter von sechs Wochen und mit einem durchschnittlichen 

Körpergewicht von 180 g operiert. Nach Einleiten der Anästhesie wurde die Ratte auf 

einem speziell angefertigten und auf Körpertemperatur vorgewärmten Operationstisch 

in Rückenlage gelagert und fixiert. Nach chemischer Desinfektion des Operationsfeldes 

wurde der Thorax in Höhe des 2. ICR rechts parasternal eröffnet und der 

Operationssitus mit Hilfe eines modifizierten Lidspreizers dargestellt. Unter behutsamer 

Verdrängung des Thymus wurde anschließend mittels einer großlumigen Kanüle 

(Microlance 3, 20G1,5, 0,9x40) eine Öffnung in das äußere, parietale Blatt des 

Perikards eingebracht. Hier erfolgte die Injektion der Talkumsuspension (20 mg/kg KG; 
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10 µl Saline/mg Talkum) mit Hilfe einer Eppendorfpipette der Größe 10-100 µl sowie 

einer den Anforderungen entsprechend zugeschnittenen und autoklavierten 

Pipettenspitze. In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte zusätzlich die Applikation 

von 1 mg Fenofibrat bzw. die Applikation der NF-κB-Antisense-Oligonukleotide (100 

nmol). Es folgte ein schichtweiser Wundverschluss mittels Naht. 

 

Die Versuchstiere wurden postoperativ für 48 Stunden paarweise und mit Ausnahme 

der Talkum-Fenofibrat-Ratten ohne Therapie gehalten. Diese erhielten, um einer 

möglichen Resorption des intraperikardial applizierten Fenofibrats entlang eines 

Konzentrationsgradienten zu vermeiden, fenofibrathaltiges Mehlfutter in einer 

Konzentration von 0,5 % (Hill et al. 1999). Der postoperative Verlauf war 

komplikationslos. 

 

 

2.3.2 Entfernung des Perikards  
 

Nach Einleitung der Anästhesie sowie entsprechender Lagerung und Fixierung der Ratte 

in Rückenlage wurde eine mediane Sternotomie durchgeführt. Der Herzbeutel wurde 

sodann mit Hilfe einer atraumatischen Pinzette und einer Schere schonend von seinen 

Ansatzstellen im Bereich des diaphragmalen Centrum tendineum, des Ösophagus, der 

Trachea und des Sternum gelöst, in eiskalte Ringerlösung getaucht, mit einem sterilen 

Mulltupfer (Pagasling) abgetupft und anschließend sofort in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Es folgte die Durchtrennung der Vena cava superior, Vena cava inferior, 

des Truncus pulmonalis sowie der Aorta und darauffolgend die Entnahme des Herzens. 

Der linke Ventrikel wurde am entnommenen Herzen unter Spreizung der Aortenwurzel 

und Durchtrennung der Aortenwand zwischen den Valvulae semilunares dextra und 

sinistra eröffnet. Ein Teil der Wand des linken Ventrikels wurde zur anschließenden 

Weiterverarbeitung entfernt, in eiskalte Ringerlösung getaucht, mit einem sterilen 

Mulltupfer abgetupft und ebenfalls in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die 

Gewebeproben wurden schließlich im Tiefkühlschrank bei -80°C gelagert. 
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2.3.3 Anästhesie 
 

Zur Narkoseeinleitung wurde initial das Inhalationsanästhetikum Halothan in einer 

maximal kurzfristigen Konzentration von 4 Vol% verwendet. Das Versuchstier wurde 

hierfür in einen speziellen, luftdichten Glasbehälter (Exsikkator) gesetzt, dem über ein 

Schlauchsystem das Narkosegemisch zugeführt wurde (Abbildung 7). Nach 

Bewusstseinsverlust wurde die Ratte mittels eines 16G Angiokatheters intubiert und an 

eine Beatmungspumpe für Kleintiere (Ugo Basile, Comerio-Varese, Italien) 

angeschlossen. Hier wurde zunächst mit Isofluran in einer anfänglichen Konzentration 

von 4 Vol% beatmet. Mit Sistieren der Spontanatmung war das für die Operation 

benötigte Narkosestadium erreicht und die Beatmung erfolgte im weiteren Verlauf mit 

Isofluran in einer Konzentration von 2-2,5 Vol%. Die Versuchstiere wurden bei einem 

durchschnittlichen Körpergewicht von 180 g mit einer Atemfrequenz von 40/min und 

einem Atemzugsvolumen von 2 ml beatmet. Die Narkoseeinleitung wie auch die 

Narkoseführung zeichneten sich durch eine gute Steuerbarkeit aus und zeigten keine 

Komplikationen. Der Trachealtubus wurde nach Wiederauftreten des Schluckreflexes 

entfernt. In der Aufwachphase wurden die Tiere überwacht, auf eine weiche und 

isolierende Unterlage gelegt und mittels einer Heizlampe warm gehalten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7: Schematischer Versuchsaufbau. 
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2.3.4 Applikation der Antisense-Oligodesoxynukleotide 
 

Eine wirkungsvolle Methode zur spezifischen Hemmung der Expression bestimmter 

Gene stellt die Antisense-Technologie dar. Hierbei werden synthetische Nukleotid-

ketten in Zielzellen eingebracht. Diese Moleküle sind in der Lage, unter Ausbildung 

spezifischer Wasserstoffbrückenbindungen an komplementäre Abschnitte der mRNA 

des bestimmten Genes zu binden und deren Translatierbarkeit zu blockieren. Die 

Bauanleitung für ein bestimmtes Protein wird auf diesem Wege unbrauchbar gemacht 

und die Zelle ist nicht mehr in der Lage, das betreffende Protein neu zu synthetisieren. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Ratte als Nf-kappaB p65-antisense-

Oligodesoxynukleotid folgende Sequenz verwendet:  

 

5´-GGGAAACAGATCGTCCATGGT-3´ (Autieri et al. 1995) 

 

Der HPLC-gereinigte Oligodesoxynukleotidstrang (Dr. Krause, Institut für 

Molekularbiologie und Tumorforschung, Philipps-Universität Marburg) wurde vor 

Applikation 10 min auf 95°C erhitzt und anschließend langsam auf Raumtemperatur 

abgekühlt. 100 nmol Antisense-Oligodesoxynukleotide wurden zusammen mit der 

Talkumsuspension in den Herzbeutel eingebracht. 
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2.3.5 RNA-Isolierung  
 

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde jeweils 40 mg in flüssigem Stickstoff gefrorenes 

Perikard- bzw. linksventrikuläres Myokardgewebe mittels eines entsprechend 

vorgekühlten Metallstössels und -mörsers zerkleinert, in einen mit 500 µl Guanidiniso-

thiocyanat benetzten, sterilen (bei 200°C für 4 Stunden erhitzten) Glaspotter überführt 

und homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

nach Zugabe von 650 µl Phenol/Chloroform für 1 Minute mit einem Vortex gemischt. 

Der Ansatz wurde 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend zur Phasentrennung 

15 Minuten bei 10.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die organische Phase und die 

Interphase wurden verworfen, die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und durch Zugabe von 500 µl Isopropanol gefällt. Dieser Ansatz wurde für 40 

Minuten bei -20°C inkubiert und anschließend ein weiteres Mal zentrifugiert. Das 

entstehende Pellet wurde in 150 µl Guanidinisothiocyanat und 150 µl Isopropanol 

gelöst und ein zweites Mal ausgefällt. Nach dem Waschen und vorsichtigen Trocknen 

des Präzipitats wurde die RNA in 100 µl H2O gelöst. Die Konzentration der RNA 

wurde mittels eines Spektralphotometers bestimmt. Hierbei wurden 5 µl der RNA-Probe 

in 495 µl H2O aufgenommen und die Absorption im UV-Bereich bei 260 nm gemessen. 

Die RNA-Präparationen wurden auf eine Endkonzentration von 500 µg/ml eingestellt 

und im Tiefkühlschrank bei -80°C gelagert. 

 

 

2.3.6 cDNA-Synthese 
 

Die Synthese der cDNA wurde mit 4 µl (2 µg) der zuvor isolierten Gesamt-RNA 

durchgeführt, zu der in einem ersten Reaktionsansatz 1 µl Random Hexamer und 50 µl 

Mineralöl hinzupipettiert wurde. Dieser Ansatz wurde mit 3000 rpm bei 4°C 

zentrifugiert, mit einem Vortex gemischt und für 10 Minuten bei 70°C und 

darauffolgend für 1 Minute auf Eis inkubiert. Die Reverse Transkriptase wurde 

anschließend durch Zugabe einer definierten Menge eines Standard-Ansatzes von 

Magnesiumchlorid, 10x PCR-Puffer, dNTPs (10 mM ), RNAse Inhibitor (10 U/µl) und 

Reverser Transkriptase (200 U/µl) durchgeführt.  
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Die Proben wurden zentrifugiert, mit einem Vortex gemischt und für 50 Minuten bei 

42°C inkubiert. Im Anschluß erfolgte durch zehnminütiges Erhitzen auf 95°C die 

Denaturierung der Enzyme. Die cDNA wurde aliquotiert und im Tiefkühlschrank bei -

80°C aufbewahrt. 

 

 

2.3.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
 

Der Nachweis von mRNA Transkripten ist für viele Fragestellungen von besonderem 

Interesse. Es stehen hierfür im wesentlichen zwei Methoden zur Verfügung – der 

Northern Blot und die RT-PCR, das heißt die Amplifikation einer cDNA-Zielsequenz 

nach reverser Transkription von mRNA durch das retrovirale Enzym Reverse 

Transkriptase. Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der man gezielt 

Desoxyribonukleinsäure- (DNA-) abschnitte, welche von zwei bekannten DNA-

Sequenzen eingerahmt werden, vervielfältigen kann (Mullis et al. 1986, Mullis und 

Faloona 1987, Mullis 1990). Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion entspricht dem 

der DNA-Replikation in der Zelle. Als Ausgangssubstanz ist ein doppelsträngiges 

DNA-Molekül erforderlich, das unter Hitzeeinwirkung denaturiert wird. Zur 

Amplifikation benötigt man als Starthilfe Oligonukleotidprimer. Hierbei handelt es sich 

um kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, die komplementär zu den Enden einer 

definierten Sequenz der DNA-Matrize sind. Die synthetisch hergestellten Primer 

koppeln unter den richtigen Reaktionsbedingungen an die einzelsträngige, denaturierte 

DNA-Matrize (Hybridisierung). Die Oligonukleotidprimer dienen dabei als Starter der 

DNA-Polymerase, die in Anwesenheit von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) 

einen zur Matrize komplementären Strang synthetisiert. Es werden also zur PCR-

Reaktion eine DNA-Matrize, eine DNA-Polymerase, zwei Primer (sense- und antisense- 

bzw. for- und backward-Primer) sowie ein Puffersystem, welches die PCR-Reaktion 

ermöglicht, benötigt. Wiederholt man Denaturierung, Hybridisierung und 

Polymerisation, so verdoppelt sich jeweils die Ausgangsmenge an DNA und es erfolgt 

eine exponentielle Zunahme. 

 

Zur Amplifizierung bestimmter Gene aus der cDNA wurden 5 µl des obigen Ansatzes 

für die PCR eingesetzt. 
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Die PCR wurde in einem Standardansatz von 32,19 µl DEPC-Wasser, 2,0 µl 

Magnesiumchlorid (50mM), 4,5 µl 10x PCR-Puffer,1 µl dNTP-Mix (10 mM) und 0,25 

µl Taq-Polymerase durchgeführt. Über die Reaktionskomponenten wurden 50 µl 

Mineralöl geschichtet, um eine Verdunstung der Probe zu verhindern. Der 

Reaktionsansatz wurde zentrifugiert und in den auf 82°C vorgeheizten Thermocycler 

gestellt. Nach Denaturierung der  Matrizen-DNA  wurden 5,0 µl Primer ( jeweils 2,5 µl 

forward- und backward-Primer) hinzugegeben. Zur exponentiellen Amplifikation der 

spezifischen DNA-Sequenzen wurden 35 Zyklen mit jeweils 45 Sekunden bei  94 °C, 

45 Sekunden bei 55°C und 2 Minuten bei 72°C durchgeführt. Die Temperatur wurde 

abschließend für 10 Minuten auf 72°C eingestellt. Die PCR-Produkte wurden im 

Eisschrank bei -20°C aufbewahrt. 

 

 

2.3.8 Primer 
 

Der Erfolg der Polymerasekettenreaktion ist entscheidend von der Primerwahl 

abhängig, da Primerlänge und Basenzusammensetzung die Hybridisierungstemperatur 

beeinflussen. Die synthetisierten Oligonukleotide sollten zwischen 22 und 30 Basen 

lang sein und sollten sich in A/T- und G/C-Gehalt nicht unterscheiden, damit die 

optimale Hybridisierungstemperatur der beiden Primer ähnlich ist. Hier wurden zur 

Durchführung der Polymerasekettenreaktion die nachstehend angegebenen 

Primersequenzen verwendet: 

 

Glyzerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) (Tazawa et al. 1999): 

 

5´-GATGCTGGTGCTGAGTATGT -3´ und 

5´-TCATTGAGAGCAATGCCAGC-3´ 

 

TNF-alpha (TNF-α) (Primer wurden mit Hilfe des Programmes MacVector, Genetics 

Computer Group, Pharmacopeia, Princeton, NJ, erstellt): 

 

5´-TGAGCACAGAAAGCATGATCCG -3´ und 

5´-GGAACTTCTCCTTGTTGGGAC -3´ 
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Angiotensin II Typ 1A-Rezeptor (AT1A) (Matsubara et al. 1994): 

 

5´-GCACACTGGCAATGTAATGC-3´ und 

5´-GTTGAACAGAACAAGTGACC-3´  

 

Kollagen α1 (I) (Tazawa et al. 1999): 

 

5´-TGCCGTGACCTCAAGATGTG-3´ und 

5´-CACAAGCGTGCTGTAGGTGA-3´ 

 

NF-κB1 (p50) (Primer wurden mit Hilfe des Programmes MacVector, Genetics 

Computer Group, Pharmacopeia, Princeton, NJ, erstellt):  

 

5´-CACTGTGAGGACGGGGTATGC-3´ und 

5´-AGCTGGCTTTGTAATGTTGAC-3´ 

 

NF-κB p65 (Primer wurden mit Hilfe des Programmes MacVector, Genetics Computer 

Group, Pharmacopeia, Princeton, NJ, erstellt): 

 

5´-CGATCTGTTTCCCCTCATCTTTC-3´ und 

5´-TTCTCTCGCCAGGAATACTGCC-3´ 
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2.3.9 Interner Standard 
 

Die Menge an PCR-Produkt kann von PCR-Reaktion zu PCR-Reaktion variieren, 

obwohl zur Amplifikation standardisierte experimentelle Bedingungen gewählt wurden. 

Zur Umgehung dieser Problematik wurde mit der Glyzerinaldehyd-3-

Phosphatdehydrogenase, einem Enzym der Glykolyse, ein interner Standard benutzt. 

GAPDH ist ein sog. “housekeeping gene“, das in allen Geweben exprimiert wird. Die 

erfolgreiche Amplifikation dieser mRNA dient als Kontrolle und beweist die 

Präparation intakter RNA und zeigt darüber hinaus, dass alle Komponenten der RT-

PCR funktionieren. 

 

 

2.3.10 Agarosegelelektrophorese 
 

Der Nachweis der amplifizierten DNA erfolgte mittels Gelelektrophorese (2% 

Agarosegel). Hierfür wurde jeweils 30 µl des zuvor mit 5 µl Ladepuffer versehenen 

PCR-Produktes eingesetzt. Zum Gießen des Gels wurde die entsprechende Menge 

Agarose (3 g Agarose/150 ml TAE-Puffer bei kleinem Gelschlitten (10x20 cm), 4 g 

Agarose/200 ml TAE-Puffer bei großem Gelschlitten (15x25 cm)) in TAE-Puffer auf 

einem beheizbaren Magnetrührwerk oder in der Mikrowelle in Lösung gebracht. Nach 

Abkühlen auf ca. 55°C wurde die Lösung in die Elektrophoreseapparatur gegossen und 

ein Kamm zur Formung der Auftragstaschen eingesetzt. Nach dem Abkühlen des Gels 

wurde der Kamm entnommen und die Kammer mit TAE-Puffer so gefüllt, dass das Gel 

gerade mit Puffer bedeckt war. Nach Beladen des Gels mit den PCR-Produkten wurden 

an den seitlichen Geltaschen jeweils 20 µl eines 123 Basenpaarmarkers aufgetragen und 

die Elektrophorese bei einer Spannung von 100 Volt durchgeführt. Anschließend wurde 

das Gel mit 15 µl Ethidiumbromid  in 200 µl H2O für 20 Minuten angefärbt und 

darauffolgend mit 200 µl H2O für 30 Minuten bei leichtem Schütteln gewaschen.  

 

Die Darstellung der DNA-Fragmente durch Anfärbung mit Ethidiumbromid ist eine 

häufig eingesetzte Methode. Wie viele andere Farbstoffe für Nukleinsäuren bindet 

dieses Molekül, indem es sich zwischen benachbarte Basen eines DNA- oder RNA-

Stranges schiebt und so einen relativ stabilen Komplex bildet. Dieser Vorgang wird 

auch als „Interkalation“ bezeichnet. 
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Durch die eingestrahlte Energie in Form von UV-Licht werden Elektronen des 

Moleküls derart angeregt, dass sie auf ein höheres Energieniveau gehoben werden 

(Anregungswellenlänge 302 nm). Beim Zurückfallen in den Grundzustand wird ein Teil 

der Energie in Form von sichtbarem Licht wieder abgegeben (Emissionswellenlänge 

590 nm). Man kann die DNA und RNA schließlich als helle Bande vor einem dunklen, 

größtenteils nicht-fluoreszierenden Hintergrund leuchten sehen. Das mit 

Ethidiumbromid gefärbte Gel wurde in der vorliegenden Arbeit unter UV-Licht 

betrachtet und mit einer Digitalkamera aufgenommen. In Abhängigkeit von dem 

Mengenverhältnis des zu bestimmenden PCR-Produktes zeigte sich eine 

unterschiedliche Helligkeit der DNA-Bande und somit eine unterschiedliche 

Fluoreszenzintensität. Je mehr PCR-Produkt vorhanden war, desto heller leuchtete die 

DNA-Bande und desto größer zeigte sich die Fluoreszenzintensität. Die Quantifizierung 

der Banden erfolgte mittels spezieller Software (Image Quant, Molecular Dynamics). 

Die Fluoreszenzintensität wurde hierbei zum Vergleich der Banden in relativen 

Einheiten angegeben. 
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2.4 Statistische Methoden 
 

2.4.1 Mittelwertbildung 
 

Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert ± Standardabweichung. Der Mittelwert 

ist mit ā definiert und kennzeichnet das arithmetische Mittel aller Daten innerhalb einer 

Versuchsgruppe. Die Formel ist mit ā=∑a/n beschrieben, wobei n die Anzahl der 

Versuchstiere pro Gruppe darstellt. 

 

Die Normalität der Verteilung wurde durch den „Kolmogorov-Smirnov Test“ und die 

Gleichheit der Varianzen nach Levene (Statistica, Statsoft, Tulsa, OK) geprüft. 

Statistische multiple Vergleiche wurden mit Hilfe einer Varianzanalyse gefolgt von dem 

“Duncan multiple new range test“ durchgeführt. Eine statistische Signifikanz wurde bei  

P < 0.05 angenommen.  

 

 

2.4.2 Korrelationen 
 

Signifikante lineare Korrelationen zwischen den morphologischen, funktionellen und 

biochemischen Parametern können als Indiz für die Richtigkeit des Betrages und der 

unterstellten Bedeutung der einzelnen Parameter gewertet werden (Statistica). Der 

Korrelationskoeffizient r gibt eine Aussage darüber, wie eng der lineare statistische 

Zusammenhang zwischen zwei Grössen ist. Die Gleichung der Regressionsgerade ist 

mit y = ax + b definiert. 

 

 

2.4.3 Ermittlung der Fallzahl 
 

In nicht aufgeführten Vorversuchen wurde ermittelt, dass eine Fallzahl von n=6 – 8 

ausreichend ist, um statistisch signifikante Unterschiede in den Versuchsgruppen 

nachweisen zu können. 
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3. Ergebnisse 
 

 

3.1 Statistische Auswertungen 
 

 

3.1.1 Mortalität 
 

Innerhalb der ersten 48 Stunden nach intraperikardialer Talkum-Applikation sind aus 

der Talkum-Gruppe (n=8) keine Ratten verstorben. Aus der  Talkum-Nf-κB p65-

Antisense- (n=8) und Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) sind ebenfalls keine Ratten 

innerhalb der ersten 48 Stunden nach intraperikardialer Talkum-Nf-κB p65-Antisense-, 

bzw. Talkum-Fenofibrat-Applikation verstorben.   

 



3. Ergebnisse 

 52

3.1.2 Körpergewicht 
 

Das Körpergewicht von allen Ratten betrug 48 Stunden nach intraperikardialer Talkum- 

bzw. Talkum-Fenofibrat-Applikation im Mittel 198.5 ± 13.6 g. 

Das Körpergewicht der Ratten aus der Talkum-Gruppe (n=8) betrug 48 Stunden nach 

intraperikardialer Talkum-Applikation im Mittel 191.1 ± 13.2 g und zeigte somit keine 

signifikanten Unterschiede zu dem ermittelten Körpergewicht der Ratten aus der 

Talkum-Fenofibrat- (205.8 ± 12.8 g; n=8) und der Kontrollgruppe (198.8 ± 12.2 g; n=8) 

(Abbildung 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 8: Körpergewicht ( g ). 
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3.1.3 Perikardgewicht 
 

Das Perikardgewicht des entzündeten Perikards der Ratten aus der Talkum-Gruppe 

(n=8) war mit 64.1 ± 10.2 mg 48 Stunden nach Talkum-Applikation im Mittel um 19.3 

mg und somit signifikant (p = 0.0006) schwerer als das Perikardgewicht der Ratten aus 

der Kontrollgruppe mit nicht-entzündetem Perikard (44.8 ± 6.6 mg; n=8). Dies 

entsprach einer Zunahme des Perikardgewichts um 43 %. Die mit Fenofibrat 

behandelten Ratten (n=8) zeigten 48 Stunden nach Talkum-Fenofibrat-Applikation ein 

mittleres Perikardgewicht von 61.6 ± 10.2 mg. Das mittlere Perikardgewicht war in 

dieser Gruppe somit um 2.5 mg, jedoch nicht signifikant leichter als das mittlere 

Perikardgewicht der Ratten aus der Talkum-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied 

hinsichtlich des Perikardgewichts ließ sich in dieser Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe erkennen (p = 0.002) (Abbildung 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 9: Perikardgewicht (mg). 
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3.1.4 Perikardgewicht bezogen auf das Körpergewicht 
 

Bezieht man innerhalb einer Gruppe das jeweilige Perikardgewicht auf das betreffende 

Körpergewicht, so erhält man in der Talkum-Gruppe (n=8) einen Mittelwert von 0.34 ± 

0.06. Dieser Wert ist signifikant höher als der Wert, der sich in der Kontrollgruppe 

(0.23 ± 0.03; n=8) ermitteln lässt (p = 0.0002).  

Die Werte in der Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) ergeben einen Mittelwert von 0.30 ± 

0.06 und lassen somit ebenfalls einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe 

erkennen (p = 0.004). Das auf das Körpergewicht bezogene Perikardgewicht zeigt im 

Gruppenvergleich zwischen der Talkum- und Talkum-Fenofibrat-Gruppe keine 

signifikanten Unterschiede (Abbildung 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 10: Perikardgewicht (mg) bezogen auf das Körpergewicht (g). 
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3.1.5 Perikardiale GAPDH-mRNA-Expression  
 

Hinsichtlich der perikardialen GAPDH-mRNA-Expression konnte in der Talkum-

Gruppe (n=8) ein mittlerer Wert von 33709 ± 4824 ermittelt werden. In der Talkum-

Fenofibrat-Gruppe (n=8) ließ sich ein Mittelwert von 30203 ± 4739 und in der 

Kontrollgruppe (n=8) ein Mittelwert von 31841 ± 5275 bestimmen.  

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren somit nur gering und es 

konnten bezüglich der perikardialen GAPDH-mRNA-Expression keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 11: Perikardiale GAPDH-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.1.6 Perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 
 

Der auf GAPDH bezogene TNF-alpha-Wert zeigte sich in der Talkum-Gruppe (n=8) 

mit 3.4 ± 0.6 signifikant höher als in der Talkum-Fenofibrat- (2.4 ± 0.6; p = 0.002; n=8) 

und in der Kontrollgruppe (1.9 ± 0.2; p = 0.0001; n=8). Dies entsprach 48 Stunden nach 

intraperikardialer Talkum-Applikation im Vergleich zur Kontrollgruppe einer Zunahme 

der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression um 79 %. In der Talkum-Fenofibrat-

Gruppe ließ sich eine Reduktion der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression um 67 

% nachweisen. Die Unterschiede zwischen der Talkum-Fenofibrat- und der 

Kontrollgruppe unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 12: Perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH. 
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3.1.7 Perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression 
 

Hinsichtlich der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression zeigten die Ratten 48 

Stunden nach intraperikardialer Talkum- bzw. Talkum-Fenofibrat-Applikation in der 

Talkum-Gruppe (n=8) mit einem Mittelwert von 111054 ± 6351 signifikant höhere 

Werte als die Ratten aus der Talkum-Fenofibrat- (70067 ± 17248; p = 0.0001; n=8) und 

der Kontrollgruppe (59197 ± 8317; p = 0.0001; n=8). Dies entsprach 48 Stunden nach 

Talkum-Applikation im Vergleich zur Kontrollgruppe einer Zunahme der perikardialen 

TNF-alpha-mRNA- Expression um 88 %. In der Talkum-Fenofibrat-Gruppe ließ sich 

eine Reduktion der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression um 79 % verzeichnen. 

Die perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression war zwischen der Talkum-Fenofibrat- 

und Kontrollgruppe nicht signifikant verschieden (Abbildung 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: Perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.1.8 Perikardiale AT1A-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 
 

Die Werte der perikardialen AT1A-mRNA-Expression zeigten im Gruppenvergleich in 

Bezug auf den jeweiligen Wert der perikardialen GAPDH-mRNA-Expression keine 

signifikanten Unterschiede. Mit 1.4 ± 0.3 war dieser Wert in der Kontrollgruppe (n=8) 

am größten, jedoch nicht signifikant höher als in der Talkum-Fenofibrat- (1.3 ± 0.3; 

n=8) und der Talkum-Gruppe (1.1 ± 0.2; n=8) (Abbildung 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 14: Perikardiale AT1A-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH. 
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3.1.9 Perikardiale AT1A-mRNA-Expression 
 

Die perikardiale AT1A-mRNA-Expression zeigte im Gruppenvergleich 48 Stunden 

nach intraperikardialer Talkum-, bzw. Talkum-Fenofibrat-Applikation keine 

signifikanten Unterschiede. In der Kontrollgruppe (n=8) war der gemessene Mittelwert 

mit 44813 ± 10399 am größten und im Vergleich zur Talkum- (38326 ± 5788; n=8) und 

Talkum-Fenofibrat-Gruppe (37433 ± 9162; n=8) nur gering erhöht (Abbildung 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 15: Perikardiale AT1A-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.1.10 Perikardiale NF-κB1 (p50)-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 
 

In der Talkum-Gruppe (n=8) war der ermittelte Wert der perikardialen NF-κB p50-

mRNA-Expression bezogen auf den Wert der jeweiligen GAPDH-mRNA-Expression 

mit 0.29 ± 0.12 am geringsten. In der Kontrollgruppe (n=8) war der Mittelwert 0.42 ± 

0.04 und in der Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) 0.46 ± 0.18. Es waren keine 

signifikanten Unterschiede vorhanden (Abbildung 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 16: Perikardiale NF-κB p50-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH. 
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3.1.11 Perikardiale NF-κB1 (p50)-mRNA-Expression 
 

Die perikardiale NF-κB1-mRNA-Expression war in der Kontrollgruppe (n=8) mit 

einem Mittelwert von 15633 ± 3494 im Vergleich zur Talkum-Fenofibrat-Gruppe 

(15177 ± 7144; n=8) nur gering erhöht. In der Talkum-Gruppe (n=8) war die NF-κB1-

mRNA-Expression mit einem Mittelwert von 10313 ± 5596 am niedrigsten. Insgesamt 

waren die ermittelten Werte im Gruppenvergleich nicht signifikant verschieden 

(Abbildung 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17: Perikardiale NF-κB p50-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.1.12 Perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 
 

Die perikardiale mRNA-Expression von Nf-κB p65 war bezogen auf den jeweiligen 

Wert der perikardialen GAPDH-mRNA-Expression in der Kontrollgruppe (n=8) mit 

einem Mittelwert von 1.7 ± 0.3 am geringsten. In der Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) 

war der Mittelwert 2.0 ± 0.3, in der Talkum-Gruppe (n=8) 1.9 ± 0.3. Die Unterschiede 

verhielten sich im Gruppenvergleich nicht signifikant (Abbildung 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18: Perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH. 
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3.1.13 Perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression 
 

Die perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression war in der Talkum-Gruppe (n=8) nach 

24 Stunden intraperikardialer Talkum-Applikation mit einem Mittelwert von 63714 ± 

1913 gegenüber der Kontrollgruppe (54950 ± 5748; n=8) signifikant erhöht (p = 

0.0003). Dies entsprach einer Zunahme der perikardialen NF-κB p65-mRNA-

Expression um 14 %. In der Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) war der Mittelwert 61039 

± 2972. Dieser Wert erwies sich im Vergleich mit den Werten aus der Kontrollgruppe 

als signifikant erhöht (p = 0.005). Die ermittelten Werte aus der Talkum- und Talkum-

Fenofibrat-Gruppe waren im Gruppenvergleich nicht signifikant (Abbildung 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 19: Perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.1.14 Perikardiale Kollagen I-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 
 

Bezieht man die Werte der perikardialen Kollagen I-mRNA-Expression auf den 

jeweiligen Wert der perikardialen GAPDH-mRNA-Expression, so erhält man in der 

Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) mit 2.3 ± 0.5 den größten Mittelwert. In der 

Kontrollgruppe (n=8) ergibt sich ein Mittelwert von 2.2 ± 0.4 und in der Talkum-

Gruppe (n=8) ein Mittelwert von 2.0 ± 0.4. Die  Mittelwerte unterschieden sich im 

Gruppenvergleich nicht signifikant (Abbildung 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 20: Perikardiale Kollagen I-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH. 
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3.1.15 Perikardiale Kollagen I-mRNA-Expression 
 

In der Kontrollgruppe (n=8) war die mittlere perikardiale Kollagen I-mRNA-Expression 

74934 ± 19683. In der Talkum-Gruppe (n=8) lag dieser Wert bei 66848 ± 9731 und in 

der Talkum-Fenofibrat-Gruppe (n=8) bei 66350 ± 13699. 

Hinsichtlich der perikardialen Kollagen I-mRNA-Expression konnten 48 Stunden nach 

intraperikardialer Talkum- ,bzw. Talkum-Fenofibrat-Applikation im Gruppenvergleich 

keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 21: Perikardiale Kollagen I-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten). 
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3.2 Korrelationen 
 

Das Perikardgewicht korrelierte signifikant positiv mit der perikardialen TNF-alpha-(r = 

0.595; p = 0.03; y = 0.9x + 25.9; Abbildung 22) und NF-κB p65-mRNA-(r = 0.621; p = 

0.02; y = 0.2x + 48.6; Abbildung 23) sowie der auf GAPDH bezogenen TNF-alpha-

mRNA-Expression (r = 0.559; p = 0.047; y = 0.04x + 0.6; Abbildung 24).  

 

Das auf das Körpergewicht bezogene Perikardgewicht korrelierte signifikant positiv mit 

der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.591; p = 0.002; y = 227.2x + 

14.8; Abbildung 25).  

 

Die perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression korrelierte signifikant positiv mit der  

perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.821; p = 0.001; y = 2.9x – 89.2; 

Abbildung 26). 
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Abbildung 22: Korrelation zwischen dem Perikardgewicht (mg) und der perikardialen TNF- alpha-

mRNA-Expression (Fluoreszenzintenistät in relativen Einheiten) (r = 0.595; p = 0.03; y = 0.9x + 25.9). 
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Abbildung 23: Korrelation zwischen dem Perikardgewicht (mg) und der perikardialen NF-κB p65-

mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten) (r = 0.621; p = 0.02; y = 0.2x + 48.6). 
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Abbildung 24: Korrelation zwischen dem Perikardgewicht und der auf GAPDH bezogenen perikardialen 

TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.559; p = 0.047; y = 0.04x + 0.6). 
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Abbildung 25: Korrelation zwischen dem auf das Körpergewicht (g) bezogenen Perikardgewicht (mg) 

und der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten) (r = 

0.591; p = 0.002; y = 227.2x + 14.8). 
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Abbildung 26: Korrelation zwischen der perikardialen NF-κB p65- und der perikardialen TNF-alpha-

mRNA-Expression (Fluoreszenzintensität in relativen Einheiten) (r = 0.821; p = 0.001; y = 2.9x – 89.2). 
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3.3 Einfluss der perikardialen NF-κB p65-Antisense-Applikation auf die peri-  
und myokardiale  AT1A-mRNA-Expression 

 

In der mit Talkum behandelten Kontrollgruppe (n=8) war im Perikard der Mittelwert 

der auf GAPDH bezogenen AT1A-mRNA-Expression 0.72 ± 0.25, im Myokard des 

linken Ventrikels 0.44 ± 0.22. In der mit Talkum und NF-κB-Antisense (n=8) 

behandelten Gruppe war im Perikard der Mittelwert der auf GAPDH bezogenen AT1A-

mRNA-Expression 0.49 ± 0.23 und im Myokard des linken Ventrikels 0.23 ± 0.13. 

Nach gemeinsamer Talkum- und NF-κB p65-Antisense-Applikation ergab sich eine 

Abnahme der auf GAPDH bezogenen, perikardialen AT1A-mRNA-Expression um 32 

% (p = 0.099). Im linksventrikulären Myokard konnte dagegen eine Reduktion der auf 

GAPDH bezogenen AT1A-mRNA-Expression um 48 % (p = 0.052) ermittelt werden. 

Diese Werte ließen eine Tendenz zur Signifikanz erkennen (Abbildung 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Abbildung 27 : Peri- und myokardiale AT1A-mRNA-Expression bezogen auf GAPDH 48h nach 

intraperikardialer Talkum- bzw. Talkum-NF-κB p65-Antisense-Applikation. 
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4. Diskussion 
 

4.1     Methodenkritik  

 

4.1.1 Wahl des Perikarditismodells 

 

Für die Suche nach innovativen Therapieansätzen bei entzündlichen Herzerkrankungen 

war es zu Beginn der vorliegenden Arbeit notwendig, ein tierexperimentelles 

Entzündungsmodell zu entwickeln. Der Mechanismus der Entzündungsinduktion sollte 

in diesem Zusammenhang genau definiert und der Entzündungsvorgang unter 

Zuhilfenahme molekularbiologischer Methoden messbar sein. Ein ganz wesentliches 

Kriterium unserer Überlegungen stellte die Möglichkeit dar, den entzündlichen Prozess 

durch lokale Verabreichung verschiedener Substanzen therapeutisch beeinflussen zu 

können. 

 

Das Modell der virusinduzierten Myokarditis beinhaltet eine komplexe Interaktion 

zwischen direkten, virusinduzierten Effekten und entzündlich-reparativen Reaktionen. 

Das Modell der autoimmuninduzierten Myokarditis erfordert hingegen einen 

aufwendigen und langdauernden Immunisierungsprozess (Izumi et al. 2000). Die 

vorliegende Arbeit hat sich in Anbetracht dessen mit der Frage befasst, ob eine 

definierte Entzündungsreaktion im Bereich der faltenlosen Hüllstruktur des Herzens, 

dem Perikard, als experimentelles Modell für die Untersuchung pharmakologischer 

Interventionsmöglichkeiten zur Unterdrückung inflammatorischer Prozesse 

herangezogen werden kann. Das Modell der experimentellen Perikarditis beinhaltet die 

Möglichkeit der lokalen Applikation antiinflammatorischer Substanzen in die 

Herzbeutelhöhle. Ivanyi et al. beschrieben im Jahre 1981 die Induktion einer 

experimentellen Perikarditis mittels Einbringen einer sterilen Talkum-Suspension in die 

Herzbeutelhöhle von Mäusen. Es zeigte sich hierbei, dass der Instillation einer sterilen 

Talkum-Suspension in die Herzbeutelhöhle eine Einwanderung von Granulozyten und 

Monozyten/Makrophagen folgt (Ivanyi et al. 1981). Dunbar et al. beschrieben dieses 

Modell im Jahre 1986 zur Untersuchung therapeutischer Interventionen der durch 

Talkum ausgelösten atrialen Tachyarrythmien bei Hunden (Dunbar et al. 1986). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde zur Auslösung einer Makrophagen-induzierten 

Entzündung steriles Talkum in den Herzbeutel von sechs Wochen alten Ratten 

instilliert. Es konnte gezeigt werden, dass diese Induktion der Perikarditis durch Talkum 

ein reproduzierbares Perikarditismodell darstellt. Das Ausmaß der Entzündungsreaktion 

wurde nach einem Zeitraum von 12, 24 und 48 Stunden nach Talkumapplikation unter 

dem Gesichtspunkt des Perikardgewichts sowie der perikardialen TNF-alpha-mRNA-

Expression beurteilt. Der Tumornekrosefaktor zählt wie die Interleukine zu der Gruppe 

der Zytokine. Die Transkription des Gens und der Anstieg der TNF-alpha-mRNA wird 

durch einen extrazellulären Stimulus induziert (Beutler et al. 1986). Die Aktivierung des 

Immunsystems spielt bei der Erforschung der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine 

bedeutende Rolle und es gibt vermehrt Hinweise, dass dem Tumornekrosefaktor als 

proinflammatorisches Zytokin hierbei eine zentrale Rolle zuzuschreiben ist (Levine et 

al. 1990, McMurray et al. 1991, Dutka et al. 1993). 

 

Weiterhin wurde die perikardiale mRNA-Expression des bei Entzündungsreaktionen 

hauptsächlich beteiligten Transkriptionsfaktors NF-κB (Baeuerle und Baltimore 1996), 

sowie des hiermit in Interaktion stehenden AT1-Rezeptors (Kranzhoefer et al. 1999) 

und des Kollagen I als ein Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix des Herzens (Sun 

und Weber 1996) untersucht. Eine signifikante Zunahme des Perikardgewichts konnte, 

einhergehend mit einer signifikanten Zunahme der TNF-alpha-mRNA-Expression, nach 

einem Zeitraum von 48 Stunden nach Talkumapplikation nachgewiesen werden, so dass 

dieses Zeitfenster für nachfolgende Untersuchungen verwendet wurde. In der 

vorliegenden Arbeit wurde auf die Darstellung der Ergebnisse einer Reihe von 

Vorversuchen verzichtet. Detailliert beschrieben sind die Ergebnisse eines Ansatzes bei 

dem der Einfluss von Fenofibrat bei einer Talkum-induzierten Perikarditis untersucht 

wurde.  
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4.1.2 Wahl der Labortiere 
 
 

Bei der Auswahl der Labortiere spielen verschiedene Kriterien wie einfaches 

Behandeln, kleine Körpergröße, Fügsamkeit, Höhe der Unterhaltungskosten und Stand 

der Kenntnisse über die Eigenschaften der jeweils verwandten Tierart eine große Rolle 

(Earl und Taylor 1966, Mount und Ingram 1971). Als Tiermodell für die entzündliche 

Herzerkrankung wurde in der vorliegenden Arbeit die durch steriles Talkum 

induzierbare Perikarditis bei der Ratte verwendet. Für die Etablierung dieses Modells 

waren zahlreiche Vorversuche notwendig, da sich die Narkoseeinleitung, -

aufrechterhaltung und -ausleitung sowie auch die Technik der Perikarditisinduktion 

durch das Einbringen einer definierten Menge einer sterilen Talkumsuspension zunächst 

als schwierig erwies. 

 

4.1.2.1 Pilotversuche 

 

Ein Pilotversuch wurde beim 20 Kilogramm schweren Schwein durchgeführt. Nach 

Bustad und McClellan nimmt das Schwein in der biomedizinischen Forschung eine 

bedeutende Rolle ein, weil Mensch und Schwein sich in zahlreichen biologischen 

Merkmalen ähneln und sich experimentelle Resultate bei beiden Spezies wechselseitig 

übertragen lassen (Bustad und McClellan 1965). So ähneln sich Mensch und Schwein in 

der Skelett- und Körpergröße, ferner als Omnivoren in der Physiologie des 

Gastrointestinaltrakts, in den Nahrungsanforderungen und im Fettstoffwechsel, in der 

äußeren Haut, in der koronaren Blutversorgung und in der Lage des Herzens (Booth et 

al. 1966). Durch diese günstigen Eigenschaften ist das Schwein insbesondere in der 

Erforschung kardiovaskulärer Erkrankungen besonders gut geeignet. Die vorliegenden 

anatomischen Verhältnisse ließen darüber hinaus neben der einfach durchzuführenden 

Anästhesie auch eine unproblematische Präparation des Herzbeutels erwarten. In diesem 

Zusammenhang gestaltete sich das Einbringen der sterilen Talkumsuspension mittels 

einer großlumigen Injektionsspritze nach rechts-lateraler Thorakotomie und 

Verdrängung des rechten Lungenlappens einfach. Erwartungsgemäß zeigte das Perikard 

24 Stunden postoperativ eine eindrucksvolle inflammatorische Reaktion als Folge auf 

den durch die Talkumpartikel bewirkten Fremdkörperreiz. 
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Das massiv entzündlich veränderte Perikard war nach Entnahme des Herzens leicht vom 

Myokard abzupräparieren, wobei für die anschließend erfolgende molekularbiologische 

Weiterverarbeitung eine gute Ausbeute entzündlich veränderten Perikardgewebes 

gewonnen werden konnte. Die beim Schwein durch Talkum induzierte Perikarditis ist 

daher ein gut funktionierendes und durchführbares Tiermodell. In Anbetracht des 

großen Versuchtieres war aber die für die Verhinderung einer Entzündungsreaktion 

erforderliche große Substanzmenge jedoch ein limitierender Faktor, so dass aus diesen 

Gründen diese Versuche nicht weitergeführt wurden. 

 

In dem Bestreben, ein kostengünstigeres jedoch gleichsam effizientes Tiermodell zu 

entwickeln, entschlossen wir uns im weiteren Verlauf dazu, unsere Experimente mit 

durchschnittlich 22 bis 25g schweren männlichen Mäusen fortzuführen. Die Maus bot 

sich aufgrund der im Vergleich zum Schwein erheblich geringeren Körpergröße und der 

sich daraus ergebenden geringer zu verabreichenden Menge an Substanz/Antisense 

Oligonukleotiden als geeignetes Versuchstier an. Die gute Verfügbarkeit genetischer 

Daten erwies sich darüber hinaus für die Planung unserer Experimente als günstig. Für 

das technisch anspruchsvolle Versuchsvorhaben stellte sich die Narkose aber zunächst 

als problematisch heraus. Als Narkotikum wurde zu Beginn der Versuchsreihe eine 

Kombinationsmedikation aus Xylazinhydrochlorid (Rhompun®, Bayer, Leverkusen, 

Deutschland) in einer Dosierung von 13 mg/kg Körpergewicht und 

Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, Parke-Davis, Berlin, Deutschland) in einer Dosierung 

von 100 mg/kg Körpergewicht verwendet, welches intraperitoneal appliziert wurde. 

Dieses Narkoseverfahren zeigte jedoch eine schlechte Steuerbarkeit hinsichtlich der für 

den chirurgischen Eingriff erforderlichen Narkosetiefe.  

 

Im weiteren Verlauf wurde versucht, der Maus ein Inhalationsanästhetikum über eine 

spezielle Atemmaske zuzuführen, was sich jedoch ebenso schwierig gestaltete wie die 

orotracheale Intubation der Labortiere mit Hilfe eines eigens angefertigten 

Laryngoskops, was aufgrund der geringen Körpergröße nur beschränkt möglich war. 

Ein gutes Verfahren stellte hingegen die Tracheotomie mit Einbringen einer der Größe 

des Versuchstieres entsprechenden Endotrachealkanüle dar, die nach Prämedikation mit 

Xylazinhydrochlorid/ Ketaminhydrochlorid in einer niedrigen Dosierung durchgeführt 

wurde. 
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Die intraoperative Beatmung erfolgte mit Isofluran in einer Konzentration von 2 Vol%. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens war es möglich, ein für die Operation notwendiges 

Narkosestadium herbeizuführen und aufrechtzuerhalten. Das Operationsverfahren 

gestaltete sich bei der ausgewachsenen Maus mit einem durchschnittlichen Herzgewicht 

von 100 mg, einer Herzhöhe von ca. 0,8 cm und einem Herzumfang von etwa 2 cm 

schwierig und wurde, um den vorliegenden anatomischen Verhältnissen Rechnung zu 

tragen, unter dem Mikroskop durchgeführt. Nach rechtslateraler Thorakotomie und 

behutsamer Verdrängung des Thymus wurde zunächst der Operationssitus mittels eines 

modifizierten Lidspreizers dargestellt. Hierbei imponierte das Perikard als sehr dünne, 

durchsichtige und seröse Membran, welche das Herz und den proximalen Anteil der 

großen Gefäße einschließt. Das Einbringen der sterilen Talkumsuspension in den 

Herzbeutel erfolgte nach leichtem Anheben des Perikards mit einer atraumatischen 

Pinzette unter Zuhilfenahme einer kleinlumigen Kanüle (Microlance®), welche wir 

nach entsprechender Kürzung auf eine Pipettenspitze aufbrachten. Es zeigten sich 

jedoch wiederholt Pipettierungenauigkeiten, da unterschiedliche Mengen der sterilen 

Talkumsuspension in dem sehr kleinen Lumen der Kanüle sedimentierte. Die 

Entfernung des Herzbeutels erwies sich im weiteren Verlauf aufgrund der durch die 

geringe Größe des Versuchstieres bedingten unübersichtlichen anatomischen 

Verhältnisse als entsprechend schwierig und eine anatomisch exakte Resektion war 

somit nicht immer möglich. Als Konsequenz ergaben sich nach einem Zeitraum von 12, 

24 sowie 48 Stunden nach Talkumapplikation nicht reproduzierbare Unterschiede 

hinsichtlich des Entzündungsverlaufes, welcher in seinem Ausmaß unter dem 

Gesichtspunkt des Perikardgewichts sowie der perikardialen TNF-alpha-Expression, 

ermittelt durch RT-PCR, beurteilt wurde. Zusammenfassend stellte bei dieser 

Versuchsreihe der ungünstige Zugang zum Perikard für das technisch anspruchsvolle 

Versuchsvorhaben einen limitierenden Faktor dar, so dass die Versuche mit Mäusen 

nicht weitergeführt wurden. Im Anschluss wurden weitere Versuche bei Ratten mit 

einem durchschnittlichen Zuchtgewicht von 180 bis 200g und einem durchschnittlichen 

Zuchtalter von 6 Wochen durchgeführt. Ausschlaggebend für die Wahl dieses 

Versuchstieres war neben der komplikationslosen Narkotisierung mittels orotrachealer 

Intubation die Tatsache, dass der Herzbeutel aufgrund der im Vergleich zur Maus 

übersichtlicheren anatomischen Verhältnisse besser zugänglich, einfacher zu 

präparieren und somit leichter zu entnehmen war. 
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Die Injektionsmenge der sterilen Talkumsuspension erwies sich mit Hilfe einer 

Eppendorf®-Pipette und einer speziell zugeschnittenen Pipettenspitze als gut steuer- 

und reproduzierbar. Die in den Herzbeutel eingebrachte Menge (20 mg/kg KG; 10 µl 

Saline/mg Talkum) erwies sich hinsichtlich einer erwünschten Entzündungsinduktion 

als ausreichend. Die Entwicklung einer Herzbeuteltamponade wurde nicht beobachtet. 

Die für das Versuchsvorhaben notwendige Möglichkeit einer therapeutischen 

Intervention stellte sich bei der Ratte aufgrund der günstigen anatomischen Verhältnisse 

auf der Ebene des Perikards als unproblematisch heraus.  

 

4.1.3 Statistische Methoden  
 
In nicht aufgeführten Vorversuchen hat sich gezeigt, dass zur Vermeidung möglicher 

Fehler als Folge einer unterschiedlich starken Ethidiumbromidfärbung, -entfärbung oder 

einer Veränderung der Kameraeinstellung bei Quantifizierung des Agarosegels 

sämtliche Proben einer Versuchsgruppe unter gleichen Bedingungen in einer einzigen 

Versuchsreihe zu messen sind. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte über die 

Bestimmung der Fluoreszenzintensität der cDNA-Probe im ethidiumbromidgefärbten 

Agarosegel. Die Fluoreszenzintensität wurde in relativen Einheiten angegeben. 

 

Die Normierung erfolgte über einen internen Standard. Glyzerinaldehyd-3-

Phosphatdehydrogenase (GAPDH), ein Enzym der Glykolyse, wird in allen Geweben 

exprimiert und als “housekeeping gene“ bezeichnet. Die erfolgreiche Amplifikation 

dieser mRNA dient als Kontrolle und beweist die Präparation intakter RNA. Darüber 

hinaus wird gezeigt, dass alle Komponenten der RT-PCR funktionieren. 

 

Übereinstimmende Ergebnisse konnten auch ohne Normierung auf einen internen 

Standard ermittelt werden, wobei eine definierte Menge (40 mg) Myokard- bzw. 

Perikardgewebes verwendet wurde. 
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4.2 Diskussion der Ergebnisse 
 

4.2.1  Einfluss von Talkum auf das Perikard 

 

Eine Fülle epidemiologischer und pathologisch-anatomischer Daten belegen heute einen 

klaren Zusammenhang zwischen kardiovaskulären Erkrankungen und entzündlichen 

Prozessen (Cavusoglu et al. 2001, Jousilathi et al. 2001, Kanda 2001). Fothergill 

beschrieb 1879 das Gichtherz, welches durch Uratablagerungen im Myokard 

gekennzeichnet ist (Fotherhill 1879). Gicht stellt eine der stärktsten Entzündungen 

überhaupt dar und zum damaligen Zeitpunkt wurde jede kardiale Erkrankung als Folge 

einer Entzündungsreaktion angesehen. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts hatte Sir 

William Osler die Vermutung angestellt, dass der koronaren Herzerkrankung eine 

entzündliche Genese zugrunde liegt (Osler 1908). Hinsichtlich der zahlreichen, gut 

dokumentieren nicht-infektiösen Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung wurde 

diese Hypothese jedoch nicht weiter verfolgt. Neue Erkenntnisse zeigen, dass 

kardiovaskuläre Erkrankungen wie die Atherosklerose viele Merkmale eines chronisch 

entzündlichen Prozesses aufweisen. Atherosklerotische Läsionen enthalten 

Entzündungszellen, aktivierte T-Lymphozyten und Makrophagen. In jüngster Zeit 

konnten differenzierte Erkenntnisse zur Pathogenese der Entzündungsreaktion auf der 

Ebene der Signalübertragung erarbeitet werden, wobei nachgewiesen werden konnte, 

dass von vaskulären Zellen exprimierte oder freigesetzte inflammatorische Mediatoren 

(wie z.Bsp. Zytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle und proteolytische Enzyme) den 

Entzündungsprozess fördern und unterhalten. Es gibt zunehmend mehr Hinweise dafür, 

dass sich der Entzündungsvorgang hierbei auf molekularbiologischer Ebene im 

wesentlichen auf die Aktivierung einiger weniger Transkriptionsfaktoren wie dem  NF-

κB , AP-1 und dem Jak/Stat-System konzentriert (Torgerson et al. 1998). 

Richtungsweisenden Studien mangelte es bislang an adäquaten Modellen einer akuten 

kardialen Entzündungsreaktion.  

 

Das Perikard lässt histologisch Epithelzellen, Fibroblasten, Adipozyten sowie eine zarte 

Vaskularisierung erkennen. Die Fähigkeit der im Perikard vorhandenen Zellen, auf 

einen entzündlichen Stimulus verschiedene Zytokine zu produzieren, sind in der 

Literatur beschrieben (Boylan et al. 1992, Gurantz et al. 1999, Ichinose et al. 1995). 



4. Diskussion 

 80

Die Arbeitsgruppe von Ivanyi zeigte vor mehr als 20 Jahren, dass der Instillation einer 

sterilen Takum-Suspension in die Herzbeutelhöhle eine Einwanderung von 

Granulozyten und Monozyten/Makrophagen folgt (Ivanyi et al. 1981). Dieses Modell 

der durch steriles Talkum (Magnesiumsilikat) induzierbaren Perikarditis wurde von uns 

als mögliches Modell bei Ratten genauer charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit 

konnte bei sechs Wochen alten Ratten 48 Stunden nach dem Einbringen einer sterilen 

Talkum-Suspension (20 mg/kg KG; 10 µl Saline/mg Talkum) in den Herzbeutel eine 

signifikante Zunahme des Perikardgewichts im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe beobachtet werden. Weiterhin war das auf das Körpergewicht bezogene 

Perikardgewicht erhöht. Die Zunahme des Perikardgewichts ist ursächlich in 

Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen als Reaktion auf den durch das 

Talkum bewirkten Fremdkörperreiz zu sehen. Der Entzündungsprozess setzt sich 

hierbei aus lokalen Zell- und Gewebsschädigungs-Reaktionen des Gefäß- und 

Bindegewebes zusammen, welcher im wesentlichen zu einer lokalen Anhäufung von 

Blutzellen und Flüssigkeit führt. 

 

Rössle konnte bereits vor 50 Jahren zeigen, dass auf seröse Häute aufgebrachtes Talkum 

Entzündungsreaktionen mit und ohne Riesenzellbildung hervorruft. Tierversuche von  

C. Klemm aus dem Jahre 1947 belegen, daß sich nach Einbringen von Talkum in die 

Bauchhöhle von Meerschweinchen mikroskopisch und makroskopisch die gleichen 

Befunde zeigen, wie sie beim Menschen von ihm und vorher auch von anderen 

(Antopol 1937, Raisys 1961) beobachtet wurden. Das Perikardgewebe der im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigte 48 Stunden nach Talkum-Applikation 

eine leichtgradige Verdickung, Exsudation sowie multiple kleine, weißlich-gelbe, 

stippchenförmige Auflagerungen. Der Befund ließ sich mit den Beobachtungen von 

Iványi et al. (1981) vereinbaren, die bei Mäusen nach intraperikardialer Injektion einer 

Talkumsuspension eine serofibrinöse und zum Teil granulomatöse Entzündungsreaktion 

beschreiben konnten. 

 

Mittels RT-PCR wurde die mRNA-Expression im Perikard ermittelt. Im nur mit 

Talkum behandelten Perikard war die TNF-alpha-mRNA-Expression nach einem 

Zeitraum von 48 Stunden signifikant erhöht. Der Tumornekrosefaktor zählt wie die 

Interleukine und Interferone zu der Gruppe der Zytokine. Die Transkription des Gens 

und der Anstieg der  TNF-mRNA wird durch einen extrazellulären Stimulus induziert. 
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Die Sekretion des Faktors erfolgt u.a. seitens Fibroblasten und Makrophagen (Tracey et 

al. 1989, Mannel et al. 1980, Matthews 1981), welche im Rahmen der 

talkuminduzierten Entzündungsreaktion in das Gewebe einwandern. TNF-alpha 

induziert die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und IL-6, was 

wiederum zur Induktion von Cyclo- und Lipoxygenasen sowie zur Aktivierung von B- 

und T-Zellen führt. Der Tumornekrosefaktor spielt bei der Unterhaltung zahlreicher 

Entzündungsreaktionen eine wichtige Rolle. Nachdem die Arbeitsgruppe von Levine im 

Jahre 1990 erstmals zeigen konnte, dass bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 

die TNF-Plasmaspiegel signifikant erhöht sind, haben sich mehrere Studien mit der 

Rolle proinflammtorischer Zytokine bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz befasst 

(Levine et al. 1990, McMurray et al. 1991, Dutka et al. 1993). So konnte im Myokard 

chronisch herzinsuffizienter Patienten eine vermehrte TNF-Synthese nachgewiesen 

werden (Torre-Amione et al. 1996).  

 

Der Tumornekrosefaktor führt über eine Beeinflussung des Kalziumstoffwechsels zu 

einer verminderten myokardialen Kontraktilität und zeigt somit eine direkt kardiale 

Wirkung (Yokoyama et al. 1993, Krown et al. 1995). Die Applikation einer TNF-

hemmenden Substanz stellt einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz bei der 

Therapie entzündlicher Herzerkrankungen bzw. der chronischen Herzinsuffizienz dar. 

Bei intestinalen Entzündungsreaktionen wie beispielsweise dem M. Crohn findet die 

Applikation einer TNF-hemmenden Substanz bereits klinische Anwendung. Infliximab, 

ein Tumornekrosefaktor-alpha-Antikörper, bindet mit hoher Affinität und Spezifität an 

lösliche als auch an Rezeptor gebundene TNF-alpha-Moleküle. Verschiedene Arbeiten 

konnten zeigen, dass durch diese Bindung die biologische Funktion dieses potenten 

Entzündungsmediators neutralisiert und die Entzündungskaskade unterbrochen werden 

kann (Blam et al. 2001, Asakura et al. 2001). 

 

Hinsichtlich der perikardialen mRNA-Expression des Typ I-Kollagens sowie des 

Angiotensin II Typ 1A-Rezeptors , welche bei kardialer Fibrose erhöht sind (Sun und 

Weber 1994, Gurantz et al. 1999), konnten 48 Stunden nach dem Einbringen einer 

sterilen Talkum-Suspension in den Herzbeutel keine signifikanten Veränderungen 

detektiert werden. Dies deutet daruf hin, dass Reparationsprozesse verzögert einsetzen. 

Ebenso zeigten sich bei der Untersuchung der perikardialen NF-κB1 (p50)-mRNA-

Expression im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede. 
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Die perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression ließ jedoch 48 Stunden nach 

intraperikardialer Talkum-Applikation eine signifikante Zunahme erkennen. Weitere 

Untersuchungen ließen eine signifikant positive Korrelation zwischen dem 

Perikardgewicht und der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression sowie der 

perikardialen mRNA-Expression der p65 Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-

κB, einem „zentralen Schaltermolekül“ für Entzündungsgene, erkennen. Die positive 

Korrelation zwischen der perikardialen NF-κB p65- und der perikardialen TNF-alpha-

mRNA-Expression kann als weiterer Hinweis für die Bedeutung von NF-kB bei der 

Entstehung der Entzündung gewertet werden. Der Nachweis eines regulatorischen 

Effekts des Transkriptionsfaktors NF-κB hinsichtlich der TNF-alpha-Genexpression 

konnte bereits in verschiedenen Arbeiten erbracht werden (Schutze et al. 1995, Liu et al. 

2000). 

 

 

4.2.2 Einfluss des PPARalpha-Agonisten Fenofibrat auf inflammatorische 
Prozesse im Perikard der Ratte im talkum-induzierten Entzündungsmodell 

 

Zahlreiche Daten deuten darauf hin, dass der Aktivierung einer Gruppe neuerer 

Rezeptoren – sog. PPARs – bei Entzündungsprozessen eine bedeutende Rolle zukommt 

(Chinetti et al. 1998 und 2000). Es konnte gezeigt werden, dass PPARalpha in hohem 

Maße in der Herzmuskulatur exprimiert wird (Braissant et al. 1995). Vor dem 

Hintergrund, dass PPARalpha durch lipidsenkende Fibratderivate, wie z. Bsp. 

Fenofibrat, aktiviert werden kann, kam die Frage auf, ob PPARalpha-Agonisten 

entzündliche Vorgänge im Bereich des Herzmuskelgewebes beeinflussen können.  

 

Es zeigte sich, dass der PPARalpha-Aktivator Fenofibrat die TNF-alpha-mRNA-

Expression der mit Talkum behandelten Ratten reduzierte. Dieser Effekt ist vereinbar 

mit der Beobachtung, dass PPARalpha-Aktivatoren in glatten Gefäßmuskelzellen die 

Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie z. Bsp. Interleukin 6 (IL-6) hemmen 

(Staels et al. 1998). In Endothelzellen blockiert Fenofibrat als synthetischer 

PPARalpha-Ligand die durch TNF-alpha induzierte Adhäsionsmolekülexpression sowie 

die Leukozytenadhäsion, was einer weiteren Leukozytenrekrutierung entgegenwirkt 

(Marx et al. 1999).  
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Delerive et al. konnten im Jahre 1999 nachweisen, dass PPARalpha-Aktivatoren 

darüber hinaus die Thrombin-induzierte Endothelin-1-Synthese hemmen und an der 

Einleitung der Apoptose in TNF-alpha aktivierten Makrophagen wesentlich beteiligt 

sind. Die Effekte des PPAR-alpha Liganden Fenofibrat auf TNF-alpha sind vergleichbar 

mit denen des antientzündlich wirksamen Kortisols, welches bei Patienten mit 

entzündlicher Herzbeutelerkrankung noch immer als das Medikament der Wahl zum 

Einsatz kommt. Kortisol wird hierbei in Form eines kristallinen Bolus verabreicht 

(Hufnagel et al. 2000). Diese Form der Applikation wurde auch in der vorliegenden 

Arbeit für das Fenofibrat verwendet. Die Beobachtung, dass Kortisol und Fenofibrat 

vergleichbare Effekte hinsichtlich der perikardialen TNF-alpha-Expression zeigen, lässt 

einen ähnlichen Wirkungsmodus vermuten. Die Arbeitsgruppe von Aljada konnte 

nachweisen, dass Kortisol die IκB-Expression stimuliert und die Expression der NF-κB 

p65-Untereinheit inhibiert (Aljada et al. 1999). Neuere Arbeiten zeigen ähnliche Effekte 

für PPARalpha-Liganden. Delerive et al. konnten zeigen, dass PPARalpha-Aktivatoren 

eine Zunahme der IκB-Expression bewirken, was mit einer herabgesetzten NF-κB-

DNA-Bindungsaktivität einhergeht (Delerive et al. 2000).  

 

Eine signifikante Reduktion des Perikardgewichts konnte im Rahmen der perikardialen  

Fenofibrat-Applikation nicht herbeigeführt werden, so dass es in diesem 

Zusammenhang weitere Entzündungs- und Reparationsmechanismen auf der Ebene der 

Transkriptionsfaktoren zu untersuchen gilt. Hierbei scheinen neben dem NF-κB die 

Transkriptionsfaktoren AP-1 und STATs interessante und vielversprechende 

therapeutische Ziele zu sein. 
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4.2.3 Effekt der NF-κBp65-Antisense-Applikation auf die peri- und 
myokardiale AT1A-mRNA-Expression der Ratte im talkum-induzierten 
Entzündungsmodell 

 

Zahlreiche experimentelle Daten konnten in jüngster Zeit belegen, dass dem 

zirkulierenden und kardialen Renin-Angiotensin-System (RAS) eine entscheidende 

Rolle bei der kardialen Fibrose als Folge einer Entzündungsreaktion zukommt. Die 

Identifizierung nukleärer Signalkaskaden haben in diesem Zusammenhang einen 

wichtigen Beitrag zur Charakterisierung von Genen geleistet, die durch Angiotensin II 

reguliert werden. In den Zellen des kardiovaskulären Systems wird die Expression 

proinflammatorischer Gene unter anderem durch Bindung von Angiotensin II, dem 

Effektorpeptid des RAS, an den Angiotensin II-Rezeptor 1 (AT1) induziert (Dechend et 

al. 2001, Ruiz-Ortega et al. 2001). Die Expression des AT1-Rezeptors unterliegt 

verschiedenen Einflüssen. Es konnte gezeigt werden, dass die Rezeptordichte einen 

entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit des RAS hat (Murphy et al. 1991, 

Timmermans et al. 1993).  

 

Beim Menschen wird nur eine Form des AT1-Rezeptorsubtyps exprimiert, bei der Ratte 

hingegen kommt der AT1-Rezeptor in den zwei Isoformen AT1A und AT1B vor 

(Kakar et al. 1992). Von besonderem Interesse ist, dass die Stimulation des AT1-

Rezeptors zu einer Aktivierung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren wie 

beispielsweise NF-κB, AP-1 und STATs führt (Brasier et al. 2000). Verschiedene 

experimentelle Befunde lassen darauf schließen, dass die pathophysiologischen 

Auswirkungen des AT1-Rezeptors im wesentlichen durch den bei 

Entzündungsreaktionen hauptsächlich beteiligten Transkriptionsfaktor NF-κB vermittelt 

werden (Kranzhoefer et al. 1999, Muller et al. 2000 , Ruiz-Ortega et al. 2000).  

 

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob eine Hemmung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB mittels der Antisense-Technologie eine Reduktion der 

Angiotensin II-Rezeptor 1 (AT1)-mRNA-Expression bewirken kann. Zur Auslösung 

einer Makrophagen-induzierten Entzündung wurde steriles Talkum in den Herzbeutel 

von sechs Wochen alten Ratten infundiert. Die Hemmung des NF-kappa B erfolgte 

mittels NF-κBp65 Antisense-Oligonukleotiden (5´-GGG AAA CAG ATC GTC CAT 

GGT-3´) (Autieri et al. 1995). 
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Mit RT-PCR wurde 48 Stunden nach Talkum- und NF-κB p65-Antisense-Applikation 

die AT1A-mRNA-Expression im Perikard sowie im Myokard des linken Ventrikels, 

bezogen auf GAPDH, bestimmt. Im Perikard ließ sich 48 Stunden nach  Talkum- und 

NF-κB p65-Antisense-Applikation eine Reduktion der AT1A-mRNA-Expression um 32 

% (p = 0.099) im Vergleich zum lediglich mit Talkum behandelten Perikard 

nachweisen. Einen vergleichbaren Befund konnte im Myokard des linken Ventrikels 

erhoben werden, wo sich eine Reduktion der AT1A-mRNA- Expression um 48 % (p = 

0,052) zeigte. Obwohl die Aufnahme von markierten Oligodesoxynukleotiden nicht 

geprüft wurde, kann man davon ausgehen, dass die Antisense-Oligodesoxynukleotide 

auch von Kardiozyten aufgenommen werden. So konnte nachgewiesen werden, dass der 

VEGF165-Vektor nach intramyokardialer Injektion ohne Transfektionsmedium im 

Myokard exprimiert wird. Die Aufnahme erfolgt vermutlich über für Kardiozyten 

spezifische “gap junctions“ ( Tio et al. 1999). 

 

Die vorliegenden Daten sprechen für eine Blockade der AT1-mRNA-Expression durch 

NF-κB p65-Antisense-Oligonukleotide und deuten darauf hin, dass dem 

Transkriptionsfaktor NF-κB eine regulative Funktion hinsichtlich der Expression des 

Angiotensin II Rezeptor 1 (AT1 ) zukommt. Die Verhinderung der kardialen Fibrose als 

Folge eines inflammatorischen Prozesses könnte unter Berücksichtigung aktueller 

experimenteller Befunde neben der Applikation von Angiotensin II- und Aldosteron-

Antagonisten auch durch die Inhibition beteiligter Transkriptionsfaktoren wie z. Bsp. 

dem NF-κB mittels der Antisense-Technologie möglich sein. Der Einfluss anderer 

Faktoren des RAS und des Endothelinsystems sowie verschiedenen Mediatoren der 

Entzündungskaskade (z.B. IL-2, IL-6) auf inflammatorische Prozesse sind derzeit 

Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
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Zusammenfassung 
 

1. Es gibt vermehrt Hinweise, dass inflammatorische Prozesse die Pathogenese 

verschiedener Herzerkrankungen beeinflussen. Molekularbiologische Verfahren haben 

in den letzten Jahren einen wesentlichen Beitrag zur Charakterisierung von 

Zielstrukturen entzündlicher Vorgänge geleistet und damit neue therapeutische 

Möglichkeiten eröffnet. Zur Entwicklung innovativer Therapieansätze, die 

inflammatorische Prozesse berücksichtigen, bedarf es experimenteller Studien am 

Tiermodell. Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb zunächst die Entwicklung und 

Etablierung eines akuten kardialen Entzündungsmodells, welches bestimmte Kriterien 

erfüllen sollte. Diese sind u.a. eine innerhalb von wenigen Tagen ablaufende, massive 

Entzündung, wobei der Mechanismus der Entzündungsinduktion genau definiert und 

die Entzündungsvorgänge quantifizierbar sein sollten. Im weiteren sollte die 

Möglichkeit gegeben sein, den entzündlichen Prozess durch lokale Verabreichung 

verschiedener Substanzen therapeutisch zu beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit 

wurde zur Auslösung einer Makrophagen-induzierten Entzündung steriles Talkum in 

den Herzbeutel von sechs Wochen alten Ratten instilliert. Diese Induktion der 

Perikarditis durch Talkum stellt ein reproduzierbares Perikarditismodell dar. Zur 

Aktivierung des bei der Regulation entzündlicher Prozesse entscheidend beteiligten 

Transkriptionsfaktors PPARalpha wurde Fenofibrat als gut charakterisierter PPAR-

alpha-Ligand zusammen mit Talkum infundiert. Zur Hemmung des bei 

Entzündungsreaktionen hauptsächlich beteiligten Transkriptionsfaktors NF-κB wurden 

in einem weiteren Ansatz NF-κB p65-Antisense-Oligonukleotide gemeinsam mit 

Talkum in den Herzbeutel eingebracht . 

 

2. Es wurde die Hypothese geprüft, ob die intraperikardiale Applikation von Talkum zu 

einer Zunahme des Perikardgewichts und der perikardialen TNF-alpha-mRNA-

Expression führt. TNF-alpha wurde als repräsentativer Marker der Entzündungsreaktion 

mit pathogenetischer Schlüsselfunktion gemessen. Im weiteren wurde die Hypothese 

aufgestellt, dass der PPARalpha-Ligand Fenofibrat eine inhibitorische Wirkung auf die 

durch Talkum ausgelöste Entzündungsreaktion hat. 48 Stunden nach intraperikardialer 

Talkum-Applikation (20 mg/kg KG;10 µl Saline/mg Talkum) zeigte sich bei sechs 

Wochen alten Ratten eine Zunahme des Perikardgewichts um 43 % (p = 0.0006). Die 

gleichzeitige Applikation von 1 mg Fenofibrat ließ eine nicht-signifikante Reduktion 

des Perikardgewichts erkennen.  
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Die mit Talkum behandelten Ratten zeigten nach einem Zeitraum von 48 Stunden eine 

Zunahme der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression um 88 % (p = 0.0001), 

bezogen auf GAPDH entsprachen die mittels RT-PCR ermittelten Werte einer Zunahme 

um 79 % (p = 0.0001). Die gleichzeitige Applikation von 1 mg Fenofibrat bewirkte eine 

Reduktion der perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression um 79 % (p = 0.0001). 

Bezogen auf die perikardiale GAPDH-mRNA-Expression entsprach dies einer  

Reduktion um 67 % (p = 0.002). Die perikardiale NF-κB p65-mRNA-Expression war 

48 Stunden nach intraperikardialer Talkum-Applikation um 14 % (p = 0.0003) erhöht. 

Die perikardiale mRNA-Expression von NF-κB p50, Kollagen I und des Angiotensin II 

Typ 1A (AT1A)-Rezeptors war nicht verändert. Diese Daten deuten darauf hin, dass 

Reparationsprozesse verzögert einsetzen. 

 

3. Das Perikardgewicht korrelierte signifikant positiv mit der perikardialen TNF-alpha-

(r = 0.595; p = 0.03) und NF-κB p65-mRNA- (r = 0.621; p = 0.02) sowie der auf 

GAPDH bezogenen TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.559; p = 0.047). Das auf das 

Körpergewicht bezogene Perikardgewicht korrelierte signifikant positiv mit der 

perikardialen TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.591; p = 0.002). Die perikardiale 

NF-κB p65-mRNA-Expression korrelierte signifikant positiv mit der perikardialen 

TNF-alpha-mRNA-Expression (r = 0.821; p = 0.001). 

 

4. Zahlreiche experimentelle Daten konnten in jüngster Zeit belegen, dass dem 

zirkulierenden und kardialen Renin-Angiotensin-System (RAS) eine entscheidende 

Rolle bei der kardialen Fibrose als Folge einer Entzündungsreaktion zukommt. Es 

wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB einen Einfluss 

auf die Expression des Angiotensin II Rezeptor 1 (AT1) hat. Zur Auslösung einer 

Makrophagen-induzierten Entzündung wurde steriles Talkum in den Herzbeutel von 

sechs Wochen alten Ratten infundiert. Die Inhibition des NF-kappa B erfolgte mittels 

der Ko-Applikation von NF-κB p65-Antisense-Oligonukleotiden (5´-GGGAAACAGA-

TCGTCCATGGT-3´) (Autieri et al. 1995). Mit RT-PCR wurde 48 Stunden nach 

Talkum- und NF-κBp65-Antisense-Applikation die AT1A-mRNA-Expression im 

Perikard sowie im Myokard des linken Ventrikels, bezogen auf GAPDH, bestimmt. Im 

Perikard ließ sich 48 Stunden nach Talkum- und NF-κB p65-Antisense-Applikation 

eine Reduktion der AT1A-mRNA-Expression um 32 % im Vergleich zum nur mit 

Talkum behandelten Perikard nachweisen. 
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Anhang 
 
Abbildungen der Agarosegelektrophorese 
 
 
Dargestellt sind repräsentative Auszüge aus der Agarosegelelektrophorese. 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: Perikardiale GAPDH-mRNA-Expression. 

Abbildung 29: Perikardiale TNF-alpha-mRNA-Expression. 
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Abkürzungen  
 

A   Adenin 

AP-1   Aktivator Protein-1 

Aqua dest  Aqua destillata 

AS   Aminosäure/n 

AT1A   Angiotensin II Typ 1A-Rezeptor 

bzw.   beziehungsweise 

C   Cytosin 

cDNA   complementary DNA 

CMV   Cytomegalievirus 

CRP   C-reaktives Protein 

CSF   colony stimulating factor 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

EDTA   Ethylen Diamin Tetra Acetat 

EKG   Elektrokardiogramm 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

etc.   etcetera 

G   Guanin 

g   Gramm 

GAPDH  Glyzerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 

G-CSF   granulozyte colony stimulating factor 

Gly   Glycin 

GM-CSF  granulozyte macrophage colony stimulating factor 

HIV   Human Immunodeficiency Virus 

HPLC   High Pressure Liquid Chromatography 

HTLV   Humanes Lymphotropes T-Zell Leukämievirus 

ICAM   intercellular adhesion molecule 

IFN   Interferon/e 

Ig   Immunglobulin 

IκB   Inhibitorprotein der I-Kappa-B-Familie 

IL   Interleukin/e 
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JAK   Janus Kinase/n 

kD   Kilodalton 

kg   Kilogramm 

KG   Körpergewicht 

LPS   Lipopolysaccharid 

M-CSF  macrophage colony stimulating factor 

MFF   Makrophagen-Fusions-Faktor 

µg   Mikrogramm 

mg   Milligramm 

MHC   major histocompatibility complex 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

mm   Millimeter 

M-MLV  murine Maloney Leukemia virus   

mRNA   messenger-RNA 

NaCl   Natriumchlorid 

NF-κB   Nukleärer Faktor Kappa B 

NLS   Nukleäres Translokationssignal 

nm   Nanometer 

NO   Stickoxid 

NSA   Nichtsteroidale Antiphlogistika 

PAF   platelet activating factor 

PCR   polymerase chain reaction 

PDGF   platelet-derived growth factor 

PE   Perikardektomie  

PF   Perikardfensterung  

PP   Peroxisom-Proliferator/en 

PPAR   Peroxisomproliferator-aktivierte Rezeptoren 

PPARE  PPAR-response Elemente 

PPkt.   Perikardpunktion 

RAS   Renin-Angiotensin-System 

RNA   Ribonukleinsäure 

rpm   rounds per minute 

RT   Reverse Transkriptase 
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RXR   retinoid X receptor 

STAT   signal transducer and activator of transcription 

T   Thymin 

TAE   Tris-Acetat-EDTA 

TNF   Tumornekrosefaktor 

u.a.   unter anderem 

U   Uracil 

UV   ultraviolett 

VCAM  vascular cell adhesion molecule 

z. B.   zum Beispiel 
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