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I. EINLEITUNG 

 

1.  Kardiovaskuläre Erkrankungen 

 

Allein im Jahre 2005 starben in Deutschland nach Angaben des statistischen Bundesamtes 

367 361 Menschen an den Folgen kardiovaskulärer Erkrankungen. Das sind über 100 000 

Menschen mehr als an Tumorerkrankungen. Damit sind kardiovaskuläre Erkrankungen die 

Haupttodesursache in Deutschland und den meisten anderen westlichen Industrieländern.1-3 

Unter kardiovaskulären Erkrankungen werden verschiedene Krankheitsbilder mit 

atherosklerotisch-bedingten Veränderungen an Gefäßen zusammengefasst. Besonders häufig 

sind dabei Herzkranzgefäße, hirnversorgende Gefäße und periphere Arterien betroffen.4 

Komplikationen wie z. B. Herzinfarkt und Schlaganfall gehen mit einer hohen Morbidität und 

Mortalität einher. Als Endkomplikationen vieler kardiovaskulären Erkrankungen tritt eine 

Herzinsuffizienz ein.5;6 Bei einer immer älter werdenden Bevölkerung werden die Fälle 

kardiovaskulärer Erkrankungen in den nächsten Jahren weiter steigen.2;3 Mit diesen 

Erkrankungen gehen auch immense Kosten einher: 2004 wurde in Deutschland 

durchschnittlich 1430 Euro pro Einwohner (65-85jährig) für kardiovaskuläre Erkrankungen 

ausgegeben. Bei den über 85jährigen waren es sogar 3690 Euro. 

Aus diesen Gründen resultiert ein besonderes Interesse der Forschung darin, das Auftreten 

und die Folgen kardiovaskulärer Erkrankungen zu minimieren. Als ein Ziel gilt dabei, die 

Pathomechanismen der Initiation und Progression der Atherosklerose besser zu verstehen, um 

dort therapeutisch eingreifen zu können.  

Ein wichtiger Ansatzpunkt sind dabei auch die Risikofaktoren für kardiovaskuläre 

Erkrankungen und ihre Wirkung auf die Atherogenese: arterielle Hypertonie, 

Hypercholesterinämie, Adipositas, Nikotinabusus, Alter und Diabetes mellitus.4 

 

 
1.1  Herzinsuffizienz 

 

Als Komplikation kardiovaskulärer Erkrankungen kann es zu einer Minderperfusion von 

Gefäßen mit einer daraus resultierenden mangelnden Sauerstoffzufuhr in ihrem 

Versorgungsgebiet kommen. Handelt es sich dabei um einen dauerhaften Zustand, spricht 

man von einer chronischen Ischämie. Wenn die Herzkranzgefäße betroffen sind, kann dies zu 

einer ischämischen Herzinsuffizienz führen.6 Das bedeutet, dass bei normalem  
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Volumenangebot und Füllungsdruck das Herz nicht mehr in der Lage ist, die peripheren 

Organe unter Belastung oder gar in Ruhe ausreichend mit Blut zu versorgen. Dieser Zustand 

entwickelt sich bei der chronischen Herzinsuffizienz (Congestive Heart Failure) im Verlauf 

von Monaten bis Jahren.7 

Eine der vielen Studien zur Epidemiologie der Herzinsuffizienz ist die Framingham-Studie. 

Darin zeigte sich, dass Inzidenz und Prävalenz der Herzinsuffizienz in den letzten Jahren 

angestiegen sind und wohl auch weiter ansteigen werden. Dies liegt zum einen an dem 

Älterwerden der Bevölkerung, jedoch auch an den verbesserten therapeutischen Maßnahmen 

bei beispielsweise akutem Myokardinfarkt.8;9 Die Prävalenz ist wie bei allen kardiovaskulären 

Erkrankungen stark altersabhängig: unter den 50jährigen sind nur ca. 1% herzinsuffizient, bei 

den 80jährigen jedoch schon ca.10%.5;10;11 

Die Lebensqualität wird durch die Herzinsuffizienz stärker beeinträchtigt als durch die 

meisten anderen chronischen Erkrankungen. Die Morbidität wird höher als bei 

Tumorerkrankungen eingeschätzt. Nach der Hypertonie ist die Herzinsuffizienz die 

zweithäufigste der kardiovaskulären Erkrankungen, die zu einer Konsultation in einer Praxis 

führt.11 Noch bis vor einigen Jahren war die Prognose der Herzinsuffizienz ähnlich ungünstig 

wie bei einer Tumorerkrankung. Durch optimale Therapie konnte die Prognose der 

Herzinsuffizienz deutlich verbessert werden.12;13 

Eine der Hauptursache für Herzinsuffizienz ist die koronare Herzkrankheit und als deren 

Komplikation der Myokardinfakt.5;6;10;14;15 Durch atherosklerotische Plaques kommt es zu 

Stenosen in den Koronararterien, was zu einer Minderperfusion der Koronararterien führt. Die 

Sauerstoffversorgung des Myokards ist dann nicht mehr komplett gewährleistet. Dadurch ist 

die Myokardperfusion in der Diastole durch den resultierenden Sauerstoffmangel vermindert 

und die Pumpleistung des Ventrikels unter der Norm.7 Durch die Abnahme der 

Ventrikelkontraktilität kommt es zu einem verminderten Herzminutenvolumen. Um dies zu 

kompensieren und den Blutdruck stabil zu halten, setzt die sogenannte neurohumorale 

Aktivierung ein: das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und das sympathische 

Nervensystem werden verstärkt aktiviert.16;17 Es kommt zu einer vermehrten Synthese von 

vasokonstriktorischen Substanzen wie z.B. Vasopressin und Endothelin und einer 

verminderten Synthese von Vasodilatoren wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin. 

Es besteht eine Imbalance mit Dominanz der vasokonstriktorischen, antinatriuretischen 

Systeme. Dies führt zu einer gesteigerten peripheren Vasokonstriktion und einer erhöhten  
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Retention von Natrium und Wasser, was wiederum zu einer erhöhten Vor- und Nachlast 

führt.18 Durch Umbau im Myokard (Remodeling) aufgrund mechanischer und neurohumeraler  

Stimuli kommt es zur Myokardhypertrophie, was bei starker Ausprägung die subendokardiale 

Perfusion gefährden kann. Eine subendokardiale Ischämie beeinflusst wiederum die 

Kontraktilität des Herzens negativ.7;18-20 Durch die chronische Überstimulation mit 

Katecholaminen werden die β-Rezeptoren am Herzen herunterreguliert.21 Der positiv inotrope 

Effekt geht verloren, die periphere Vasokonstriktion und damit die Nachlasterhöhung bleibt 

erhalten. Es kommt zu einer Verstärkung der Kontraktilitätsminderung und damit zu einer 

Progression der Herzinsuffizienz (Abb.1). Dieser Circulus vitiosus kann nur therapeutisch 

unterbrochen werden.17 

 

            Hypertonie                                                 Myokardinfarkt 

 

                                         Kontraktilität ↓ 

  

                                                                                 Subendokardiale Ischämie 

                                      Herzminutenvolumen ↓ 

                Nachlast ↑                                                                        Remodeling 

                                                                                                                                              

                                       Neurohumorale Aktivierung: 

        

 

                     

 

 

                          

 

 

 

                              

 

 

 

RAAS ↑ NO ↓ 

Sympathisches 

Nervensystem ↑ 

Prostazyklin ↓ 

Vasopressin ↑  

Endothelin ↑ 

Aldosteron ↑ 

 

Abb.1: Pathophysiologie der Herzinsuffizienz: Durch einen Circulus vitiosus kommt es zu einer 
weiteren Schwächung der Kontraktilität des Herzmuskels bei Herzinsuffizienz. Die durch eine 
verminderte Kontraktilität einsetzende neurohumorale Aktivierung bewirkt über das Renin-
Angiotensin-System durch eine Vasokonstriktion eine Nachlasterhöhung.  
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Aufgrund des weiter zu erwartenden Anstiegs der Inzidenz und Prävalenz der 

Herzinsuffizienz haben die Grundlagenforschung und die daraus resultierenden therapeu-

tischen Ansätze eine zentrale Bedeutung bekommen. 

 

 
1.2  Diabetes mellitus  

 

Ein bedeutender Risikofaktor, der die Mortalität und Morbidität kardiovaskulärer 

Erkrankungen deutlich erhöht22;23 und mit einem erhöhten Risiko für Herzinsuffizienz 

einhergeht9, ist Diabetes mellitus. Dabei handelt es sich um eine chronische 

Stoffwechselerkrankung mit relativem oder absolutem Insulinmangel. Man unterscheidet 

zwischen zwei Haupttypen: Typ 1-Diabetes, der durch den absoluten Insulinmangel 

charakterisiert ist, und Typ 2-Diabetes, bei dem neben dem relativen Insulinmangel eine 

periphere Insulinresistenz im Vordergrund steht.7;24 Auch die Prävalenz des Diabetes mellitus 

ist altersabhängig: im Alter < 50 Jahren 1-2% und im Alter > 65 Jahren über 10 %. Prävalenz 

und Inzidenz sind weltweit ansteigend. So wird es nach Schätzung der WHO im Jahre 2025 

300 Millionen Menschen weltweit mit Diabetes geben. Das sind mehr als doppelt so viele wie 

noch 1995 geschätzt wurde.25 Dies führt zu einem immensen Kostenaufwand. In der Kodim-

Studie wurde gezeigt, dass im Jahre 2001 in Deutschland 3.2 Milliarden Euro für die 

diabetische Grunderkrankung und 9.6 Milliarden Euro für deren Folgeerkrankung ausgegeben 

wurde.26 

 

Der Typ 1-Diabetes, die wesentlich seltenere Form (10%  aller Patienten), tritt idiopathisch 

oder infolge einer Autoimmunerkrankung auf. Es kommt zu einer irreversiblen Destruktion 

der insulinproduzierenden β-Zellen in den Pankreasinseln. Infolge dessen kommt es zu einem 

Insulinmangel. Jedoch erst bei einer Zerstörung von ca. 80 % der Inseln treten die Symptome 

eines Hypoinsulinismus auf. Dann sind die Patienten auf eine exogene Zufuhr von Insulin 

angewiesen.24 

 

Der Typ 2-Diabetes ist die weitaus häufigere Form. Es liegt ein relativer Insulinmangel vor, 

der jedoch nicht notwendigerweise auf die exogenen Zufuhr von Insulin angewiesen ist. Es 

kommt meist zur Kombination einer gestörten Insulinausschüttung und einer verminderten 

Insulinempfindlichkeit der Zielorgane.24 Die Patienten mit Typ 2-Diabetes sind meist 

übergewichtig. Adipositas kann einen Typ 2-Diabetes auslösen, sie ist jedoch nicht die  
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Ursache. Durch eine Erhöhung der Konzentration der Fette im Blut sinkt die 

Glukoseverwertung in Muskel -und Fettgewebe. Dadurch kommt es zu einer Insulinresistenz 

mit folgender Steigerung der Insulinsekretion. Diese führt jedoch zu einer Herunterregulation  

der Insulinrezeptoren in der Peripherie, womit die Resistenz weiter zunimmt. Ein sog. 

Circulus vitiosus, der jedoch durch absinkende Insulinspiegel umkehrbar ist. Auch die  

Herunterregulation der Rezeptoren ist reversibel.24;27 Der Typ 2-Diabetes entwickelt sich 

oftmals auf dem Boden eines metabolischen Syndroms: stammbetonte Adipositas, 

Dyslipoproteinämie, essentielle Hypertonie und Glukosetoleranzstörung. 27  

 

Bei beiden Formen kommt es durch Insulinmangel zu Hyperglykämien. Diese diabetische 

Stoffwechsellage induziert eine Gefäßdysfunktion, was bei den Patienten zu einer 

Prädisposition für die Entwicklung und Progression der Atherosklerose führt. Durch Kompli-

kationen der Atherosklerose ist die kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität erheblich 

erhöht. Im Vordergrund stehen hierbei makrovaskuläre Veränderungen, wie z. B. die koronare 

Herzkrankheit, Karotisstenosen und die periphere arterielle Verschlusskrankheit. 23 

Bei Patienten mit Diabetes ist das Risiko für eine koronare Herzkrankheit 2-4fach gegenüber 

der Normalbevölkerung erhöht.28 Weiter erhöht Diabetes mellitus signifikant das Risiko für 

einen Myokardinfarkt. Zum Vergleich: Diabetiker haben dasselbe Risiko für ein akutes 

Koronarsyndrom wie Nicht-Diabetiker mit einem vorausgegangenen Infarkt. Die 

Langzeitprognose nach Myokardinfarkt ist durch Reinfarkte, Herzinsuffizienz und Tod bei 

Patienten mit Diabetes stärker reduziert.29 

Dies verdeutlicht, dass die meisten Patienten mit Diabetes an den Komplikationen der 

Atherosklerose sterben und erfordert eine umfassende präventive Therapie, um das 

kardiovaskuläre Risiko zu senken.23 Die Pathogenese der atherosklerotischen Veränderungen 

bei Diabetes ist noch nicht vollständig geklärt. Bei Typ 2-Diabetes ist die Progression der 

Atherosklerose beschleunigt und die Wirkung der kardiovaskulären Risikofaktoren verstärkt. 

Es ist jedoch noch unklar, ob diese Veränderungen als alleinige Folge des Diabetes oder als 

Folge einer gemeinsamen Störung anzusehen sind, da bei Diagnosestellung meist bereits 

schon makrovaskuläre Veränderungen vorliegen. 
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2.  Endotheldysfunktion  

 
Die Gefäßwand der Arterien ist aus drei Schichten aufgebaut: Intima, Media und Adventitia 

(Abb.2). Zur Intima als Innenschicht gehört das einschichtige Endothel. Es bildet die innerste 

Schicht in einem Blutgefäß und hat damit direkten Kontakt mit dem (fließenden) Blut.30 

 

 
 

 

 

 

 

Es ist das größte autokrine, parakrine und endokrine Organ des Körpers mit einer Fläche von 

etwa 600 m² und einem Gewicht von 1,5 kg bei einem 70 kg-Menschen.31;32 Zur Funktion des 

Endothels gehört die Regulation des Gefäßtonus durch Sekretion vasoaktiver Substanzen. 

Weiter spielt es eine wichtige Rolle in der Angiogenese, dem Lipidstoffwechsel, beim 

Blutfluss, bei der Blutgerinnung und der Leukozytendiapedese.23;33-38 Zu den vom Endothel 

synthetisierten Substanzen gehören z.B. EDRF (endothelium-derived relaxing factor), 

Prostaglandine, Endothelin und Angiotensin II. Diese regulieren Gefäßfunktion und –struktur. 
39-41 Die wichtigste vasodilatatorische Substanz42, EDRF, wurde als NO (Stickstoffmonoxid) 

identifiziert.35 Neben Vasodilatation und Kontrolle der Gefäßmuskelrelaxation verhindert NO 

die Thrombozytenaktivierung und limitiert die Enzündungsreaktion durch verminderte 

Leukozytenadhäsion und -migration am Endothel.41;43 Diese Eigenschaften von NO sind 

protektiv für das Gefäß und inhibieren den Prozess der Atherogenese.23;44  

 

Abb.2: Aufbau eines arteriellen Gefäßsystem: Eine Arterie besteht aus Intima, Media und Adventitia. 
Zur Intima gehört das Endothel. 
Aus Schiebler et al.: Histologie, 2. Auflage, Springer-Verlag, 12. Kapitel, S.254 
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Physiologischerweise wird NO unlimitiert aus der Aminosäure L-Arginin produziert. Das 

dafür verantwortliche Enzym ist die NO-Synthase. Sie kommt in drei Isoenzymen vor.  

Die eNOS (endotheliale NO-Synthase) ist dauerhaft exprimiert, die iNOS (induzierbare NO-

Synthase) wird nur auf spezifische Stimuli exprimiert und die nNOS (neuronale NO-

Synthase) ist vor allem im Nervensystem dauerhaft exprimiert und durch spezifische Stimuli 

induzierbar.45 Die Produktion von NO durch eNOS ist energieabhängig: NADPH wird  

reduziert. Durch einen Anstieg des cytosolischen Calciums wird die eNOS aktiviert. Zum 

Calciumanstieg kann es durch eine Vielzahl von Agonisten kommen, z.B. Neurotransmitter  

(Acetylcholin, Adrenalin, etc) oder Substanzen, die bei Thrombozytenaktivierung -oder 

aggregation freigesetzt werden (ADP, Thrombin). Die Agonisten bewirken den 

Calciumanstieg über einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und den Phosphoinositol-

Signalweg (PLC: Proteinlipase C, IP3: Inositol-1,4,5-trisphophat, ER: endoplasmatisches 

Retikulum). Weiter kann die NO-Produktion durch die Scherkraft des Blutflusses Calcium-

unabhängig stimuliert werden, abhängig von lokaler Flussrate und Pulsfrequenz (Abb.3). Das 

produzierte NO wiederum aktiviert die Guanylatzyklase vor allem in der Muskelzelle. Das 

Produkt cGMP kann über verschiedene Mechanismen eine Vasodilatation herbeiführen. Hier 

existiert ein negativer Feedback-Mechanismus. Denn cGMP hemmt wiederum den 

Phosphoinositol-Signalweg. Nach Produktion kann NO jedoch sehr schnell inaktiviert werden 

- durch Sauerstoff oder freie Sauerstoffradikale. Die biologische Halbwertszeit in vivo beträgt 

nur 1-30 Sekunden.31;39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
EINLEITUNG 

 8 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Im physiologischen Zustand ist das Endothel antithrombotisch, d.h. es verhindert die 

Adhäsion und Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten. Bei Veränderung des 

Endothels durch z.B. inflammatorische Prozesse kommt es zu einer verstärkten Hämostase 

und damit erleichterten Thrombusbildung, Vasokonstriktion und einer vermehren 

Leukozytenaktivierung. Auch die Adhäsion von Thrombozyten an der intakten 

Endothelzellschicht ist erleichtert.46 In diesem Zustand spricht man von einer endothelialen 

Dysfunktion.47 Es konnte bewiesen werden, dass dabei die Verfügbarkeit von NO 

herabgesetzt ist. Diese Erkenntnis ist entscheidend für die Zusammenhänge bei der 

Entwicklung der Atherosklerose. 

Abb.3: Darstellung der endothelialen NO-Synthese: NO wird aus der Aminosäure L-Arginin durch 
die endotheliale NO-Synthase (eNOS) produziert. Die Produktion ist energieabhängig: NADPH wird 
reduziert. Das produzierte NO wird auch benötigt für die Synthese von Thiolen, Hämoglobin (Hb), 
Nitrit (NO2

-) und Nitrat (NO3
-). NO aktiviert die Guanylatzyklase und es entsteht aus Guanin-5´-

Triphosphat (GTP) zyklisches Guanin-3´:5´-Monophosphat (cGMP), was über verschiedene 
Mechanismen zu einer Vasodilatation führen kann. 
Modifiziert nach Diseases of the heart, 2.Auflage, 1996, Kapitel 4, Henderson, Vascular biology, 
S.45-63 
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2.1  Endotheldysfunktion bei Herzinsuffizienz 

 

Auch bei der Herzinsuffizienz hat die endotheliale Dysfunktion eine zentrale Bedeutung 

bekommen.48 Eine verminderte Verfügbarkeit endothelialer Vasodilatatoren trägt zur 

Minderperfusion des Myokards und damit zu einer schlechteren linksventrikulären Funktion 

bei. Peripher kommt es zu einem erhöhten Widerstand in den Gefäßen und damit zu einer 

erhöhten Nachlast.44 Die wichtigste Rolle kommt hierbei einer verminderten Verfügbarkeit 

des endothelialen NO zu.40 

Physiologischerweise findet eine Regulation der NO-Produktion über die Gen-Expression der 

eNOS statt. Bei einer verminderten Scherkraft infolge des reduzierten Blutflusses kommt zu 

einer verminderten gen-regulierten Expression der eNOS und damit zu reduzierten NO-

Produktion.49;50 Zusätzlich kommt es in der Gefäßwand bei CHF vermehrt zu Interaktionen 

zwischen NO und reaktiven Sauerstoff(O2
-)spezies (ROS= reactive oxygen species), was zu 

einer verminderten Verfügbarkeit von NO führt – bei normaler oder sogar erhöhter 

Produktion von NO.51;52 Bei chronischer Herzinsuffizienz konnte eine erhöhte Produktion von 

ROS, besonders von Superoxidanionen, in Blutgefäßen festgestellt werden.51;53-55 Diese 

können NO abfangen, was zu dem Substrat Peroxynitrit führt. Erhöhte Plasmaspiegel von 

Peroxynitrit konnten bei Patienten mit CHF nachgewiesen werden und deuten auf den 

erhöhten oxidativen Stress bei diesen Patienten hin.55 Gefäßmuskelzellen produzieren als 

Reaktion auf den Vasokonstriktor Angiotensin II Superoxidanionen. Angiotensin II führt zur 

vermehrten Expression einer NAD(P)H-abhängigen Oxidase56-58, die wiederum 

Superoxidanionen erzeugt.51 So kommt es bei erhöhtem Angiotensin II,  zu einem Anstieg der 

Superoxidanionen in der Gefäßwand. 56;57 Man geht davon aus, dass es sich dabei um einen  

zumindest potentiell lokal Aldosteron-vermittelten Vorgang handelt.59 Zur Produktion von 

Aldosteron kommt es durch ein lokales System in den Gefäßzellen.60 Auch eine Bildung von 

Angiotensin II direkt in den Gefäßzellen wird berichtet.61;62 Wie oben beschrieben kommt es 

bei CHF zur neurohumeralen Aktivierung: Angiotensin II, Aldosteron und Endothelin werden 

vermehrt ausgeschüttet. 

Diese neurohumerale Aktivierung wird als entscheidend für die vermehrte Produktion von 

Superoxidanionen angesehen, worauf eine verminderte Verfügbarkeit von NO folgt. Dies 

führt zur endothelialen Dysfunktion bei CHF. Diese Mechanismen stehen im Vordergrund bei 

der Entwicklung einer optimalen Therapie der Herzinsuffizienz (Abb.4).48  
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2.2  Endotheldysfunktion bei Diabetes mellitus 

 

Durch die metabolischen Veränderungen, die mit Diabetes einhergehen, kommt es zu 

Funktionsveränderungen in bestimmten Zellen des Körpers, vor allem auch dem Endothel. 

Die Veränderungen betreffen zum einen die Gefäßfunktion bezüglich der Regulation des 

Gefäßtonus als auch die Sekretion der Endothelzellen.23 Bei Diabetes kommt es durch einen  

NO-Mangel zu einer Verschlechterung der Endothel-vermittelten Vasodilatation.63;64 Hierbei 

inhibiert die chronische Hyperglykämie die Produktion von NO durch die Blockade der 

eNOS-Aktivität und erhöht die Produktion von ROS in den Endothelzellen und 

Gefäßmuskelzellen.65 Superoxidanionen fangen direkt NO ab und führen zur 

Peroxynitritbildung, welches wiederum den essentiellen Ko-Factor der eNOS, 

Terahydrobiopterin, durch Oxidation reduziert. Die hierdurch entkoppelte eNOS produziert 

daraufhin statt NO Superoxidanionen.66 

Weiter führt Hyperglykämie zur nicht-enzymatischen Glykosylierung von Proteinen und zur 

Bildung von sog. „advanced glycosylation endproducts“ (AGE´s), die zur Freisetzung von  

Abb.4: Schematische Darstellung der Entstehung einer Endotheldysfunktion bei CHF: mögliche 
Mechanismen, die zu einer endothelialen Dysfunktion bei ischämischer Herzinsuffizienz führen. 
Zunächst kommt es zu einer Erhöhung des linksventrikulären enddiatolischen Drucks (LVEDP), der 
über die sog. neurohumerale Aktivierung über eine Aktivierung des Renin-Aldosteron-Angiotensin-
Systems (RAAS) zu einem Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) führt. Dies mündet durch 
eine verminderte NO-Verfügbarkeit durch Peroxynitrit (ONOO--) in einer Endotheldysfunktion 
Modifiziert nach Bauersachs et Schäfer: Endothelial Dysfunction in Heart failure: Mechanism und 
Therapeutic Approaches, Current Vascular Pharmacology, 2004;2, S.115-124 
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Wachstumsfaktoren und Zytokinen und zur Proliferation von Zellen führen. Man vermutet, 

dass dies zur Dysfunktion des Endothels bei Diabetes und dem Prozess der Atherogenese 

beiträgt.67-69 

Bei Typ 2-Diabetes kommt es noch durch weitere Mechanismen zu einer reduzierten 

Verfügbarkeit von NO: die Insulinresistenz führt zu einer gesteigerte Freisetzung von freien 

Fettsäuren aus dem Fettgewebe70, die wiederum die Proteinkinase C aktivieren und die 

Phosphatidylinositol-3 (PI-3)-Kinase inhibieren. Die PI-3-Kinase ist ein Agonist des eNOS-

Signalwegs. Weiter erhöhen freie Fettsäuren die Produktion von ROS. Dies sind direkte 

Mechanismen, die bei Typ 2-Diabetes zur Hemmung der Produktion von NO und zur 

Reduktion der Verfügbarkeit des produzierten NOs führen.71 Durch die Produktion von 

Peroxynitrit wird die Synthese von Prostacyclin, was vasodilatatorisch und antithrombotisch 

wirkt, ebenfalls reduziert.72 Zusätzlich zur Reduktion der vasodilatatorischen Substanzen sind 

die vasokonstriktorischen bei Diabetes erhöht. Eine wichtige Rolle spielt dabei Endothelin-1, 

was an den Gefäßmuskelzellen über den ETA-Rezeptor eine Vasokonstrinktion bewirkt.  

Endothelin führt auch zu einer erhöhten Natrium und Wasserretention in der Niere, stimuliert 

das RAAS und induziert eine Hypertrophie der Gefäßmuskelzellen.73 Auch andere vasoaktive 

Substanzen wie z.B. Angiotensin II und vasokonstriktorische Prostaglandine sind bei Diabetes 

erhöht.74;75 Weiter kommt es durch NO-Mangel, erhöhten oxidativen Stress und die 

Aktivierung der Rezeptoren für AGE´s (RAGE) zu einer verstärkten Genexpression 

verschiedener Mediatoren, die eine zentrale Rolle bei der Atherogenese spielen. Dazu gehören 

unter anderem Chemokine, die eine Leukozyten-Anlockung an das Endothel bewirken 

können und proinflammatorische Mediatoren wie Tumornekrosefaktor und Interleukin-1. 

Dies sind wichtige Veränderungen, die bei Diabetes Atherogenese initieren können 

(Abb.5).67;76;77 Durch die veränderte Sekretionsleistung bei Endotheldysfunktion kommt es 

auch bei schon bestehenden atherosklerotischen Plaques zu weiteren Komplikationen, wie  

z.B. die Instabilität dieser Plaques. Bei Diabetes produzieren Endothelzellen Zytokine, die die 

Kollagensynthese von Gefäßmuskelzellen herabsetzen.78 Auch die Produktion von Matrix-

Metalloproteinasen, die zum Abbau von Kollagen führen, ist bei Diabetes erhöht.79 Das 

Kollagen verleiht jedoch dem atherosklerotischen Plaque die entscheidende Stabilität. Durch 

vermindertes Kollagen ist die Ruptur der Plaques und damit die Formation von Thromben 

begünstigt. Es kann schneller und häufiger zu thrombotischen Gefäßverschlüssen kommen. 

Dieses Risiko wird noch weiter erhöht durch die erhöhte Produktion des prokoagulatorischen 

Gewebefaktors durch die Endothelzellen bei Diabetes.80 
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3.  Thrombozytenaktivierung 

 

Thrombozyten (Blutplättchen) sind mit 2-4 µm die kleinsten korpuskulären Bestandteile des 

Blutes. Im unaktivierten Zustand weisen die Blutplättchen eine typische diskoide Form mit 

einer durchschnittlichen Oberfläche von 8 µm² auf. Bei Aktivierung kommt es zu einer  

Formveränderung mit Bildung von Pseudopodien, welche Ausstülpungen der 

Plasmamembran darstellen (Abb.6). Dabei kommt es zu einer Vergrößerung der Oberfläche 

bis zu 13 µm².81 

 

 

 

 

Abb.5: Endotheliale Dysfunktion in Diabetes: Mechanismen, die bei Diabetes Mellitus zu einer 
Funktioneinschränkung des Endothels mit daraus resultierender Atherogenese führen 
Modifiziert nach Beckman et al.: Diabetes and Atherosclerosis, JAMA;287, 2002, S.2570-2581 
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Ruhende Thrombozyten können durch Adhäsion am Endothel bei der primären Hämostase 

oder durch lösliche Agonisten wie ADP oder Thrombin aktiviert werden. Dies induziert 

morphologische und funktionelle Veränderungen im Thrombozyten. Die Aktivierung kann als 

ein Vorstadium der Aggregation angesehen werden. Der Thrombozyt macht sich sozusagen 

„bereit“ für die Aggregation. Dieser Zustand ist jedoch im Gegensatz zur Aggregation noch 

reversibel. Der Aktivierungsprozeß ist sehr komplex. Dabei kommt es zu: 

1. Veränderungen metabolischer und biochemischer Mechanismen: 

Agonisten der Aktivierung setzen an bestimmten Rezeptoren der Thrombozyten an 

und bewirken über Signaltransduktionswege die Bildung von Signalfaktoren. Die 

dabei wichtigsten Enzyme sind Phospholipase C, Phospholipase A2 und die 

Adenylatzyklase. Alle drei regulieren das intrazelluläre Calcium. Zwischen 

intrazellulärer Calcium-Konzentration und Stimulierungsgrad besteht eine direkte 

Korrelation. Es kommt zur Phosphorylierung wichtiger Signalproteine, zur Steuerung  

der Degranulation und Aktivierung des Fibrinogenrezeptors. Weiter wird die Bildung 

von Prostaglandinen wie z.B. Thromboxan A2 gefördert. 

Abb.6: Aktivierung eines Thrombozyten: durch Bindung des thrombozytären Kollagen-Rezeptors an 
Kollagen kommt es zur Formveränderung mit Bildung von Pseudopodien, zur Freisetzung von 
Thromboxan und ADP und zur Aktivierung der GP IIb/IIIa-Rezeptoren  
Aus Gawaz et al.: Das Blutplättchen, 1. Auflage, Thieme, Thrombozyten und primäre Hämostase, 
 S.4-24 
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2.  Formveränderung 

Bei Überschreiten einer bestimmten Schwelle intrazellulären Calciums kommt es zur 

Ausbildung von Pseudopodien. Aktinomyosin bildet einen kontraktilen Apparat. Der 

Thrombozyt hat nun eine dynamische Form und eine vergrößerte Oberfläche, was eine 

erhöht Interaktion ermöglicht. 

3. Aktivierung von Oberflächenrezeptoren 

Der ruhende Thrombozyt kann kein Fibrinogen binden. Erst im aktivierten Zustand 

wird der Aggregationsrezeptor Glykoprotein (GP) IIb/IIIa stimuliert und bildet sog. 

„Fibrinogentaschen“. Interne Speicher dieser Fibrinogenrezeptoren werden freigesetzt 

und es erhöht sich die Oberflächendichte an GP IIb/IIIa-Molekülen. 

4. Veränderungen der Orientierung der Membranphosholipide 

Durch diese Veränderung können Gerinnungsfaktoren an der Plasmamembran besser 

angelagert werden. Es kommt zur Bildung eines katalytischen Prothrombinase-

komplexes, der die Thrombinbildung steigert. 

 

Die Aktivierung kann durch eine Reihe löslicher Agonisten, die an spezifischen Rezeptoren 

auf dem Thrombozyten binden, hervorgerufen werden. Die Rezeptoren sind G-Protein-

gekoppelt. Die Aktivierung kann durch Adenosin und Prostazyklin gehemmt werden.81 

 

 
3.1  Thrombozytenaktivierung  bei Herzinsuffizienz 

 

Das erhöhte Risiko für thromboembolische Komplikationen bei CHF führt man auf einen 

Zustand der Hyperkoagulabilität zurück.82 Es konnte eine erhöhte Thrombozytenaktivierung 

nicht nur bei Herzinsuffizienz-Patienten mit Vorhofflimmern sondern auch bei Patienten im 

Sinusrhythmus nachgewiesen werden.83;84 Die endotheliale Dysfunktion mit vermindert 

freigesetztem NO, welches ein Thrombozyteninhibitor ist, scheint dabei eine wichtige Rolle 

zu spielen.82 

Patienten mit CHF erfüllen durch ihre Erkrankung die Risikofaktoren für eine 

Thrombusbildung, die einst vor mehr als 150 Jahren von Virchow als Trias beschrieben 

wurde: verlangsamter Blutfluss (durch zu geringes Herzminutenvolumen und Kontraktilität  

des Herzens), Veränderungen am Gefäß (durch endotheliale Dysfunktion) und Veränderungen 

der Blutzusammensetzung. Dies führt zu einem prothrombotischen/hyperkoagulablen  
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Zustand.85 Die erhöhte Thrombozyten-Aktivierung bei Patienten mit CHF konnte durch  

vermehrte Anzahl zirkulierender Thrombozytenaggregate und eine gesteigerte Expression von 

P-Selektin an der Thrombozytenoberfläche im Vergleich zu nicht-herzinsuffizienten Patienten 

nachgewiesen werden.84;86 In Studien in den 90er Jahren konnte auch gezeigt werden, dass bei 

CHF erhöhte Plasmawerte von β-Thromboglobulin, von-Willebrand-Faktor (vWF), 

Fibrinogen, Antithrombin-Thrombin-Komplexen und D-Dimeren auftreten. Auch dies könnte 

eine verstärke Gerinnung indizieren oder dazu beitragen.87-89 Eine weitere wichtige Rolle 

scheint die neurohumorale Aktivierung zu spielen. In einem Tiermodell mit Ratten konnte 

eine erhöhte Thrombozytenaktivierung bei erhöhtem enddiastolischen linksventrikulären 

Druck (LVEDP> 15mmHg) nachgewiesen werden.90 Dies deutet auf eine sehr schwache 

linksventrikuläre Pumpleistung und eine pulmonale Stauung hin, was wiederum mit einer 

stark erhöhten neurohumeralen Aktivierung assoziiert ist (Abb 7).91;92 

Durch medikamentöse komplette Blockade des RAAS als ein wichtiges System der 

neurohumoralen Aktivierung konnte die linksventrikuläre Funktion und endotheliale 

Dysfunktion verbessert werden.93;94 Die Thrombozytenaktivierung konnte sogar verhindert 

werden.90 Auch bei Ratten, die trotz RAAS-Blockade keine verbesserte linksventrikuläre 

Funktion zeigten, wurde eine Normalisierung der endothelialen Dysfunktion und eine 

Verhinderung der Thrombozytenaktivierung beobachtet.90 

 

 
 

 
Abb. 7: Thrombozytenaktivierung bei CHF: durch Herzrhythmusstörung oder neurohumorale Akti- 
vierung kommt es bei Herzinsuffizienz zu einer Thrombozytenaktivierung 
Modifiziert nach Schäfer et al.: Platelet activation in heart failure, Clin. Lab., 2004;50, S.559-566 
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3.2  Thrombozytenaktivierung bei Diabetes mellitus 

 

Auch bei Patienten mit Diabetes mellitus konnte eine erhöhte Aktivierung von Thrombozyten 

nachgewiesen werden.95 Diese Thrombozyten zeigen eine erhöhte Oberflächenexpression von 

P-Selektin und Bindung von Fibrinogen an den aktivierten GP IIb/IIIa-Rezeptor. Auch eine 

erhöhte Expression von GP Ib, was für die Interaktion zum von-Willebrand-Faktor (vWF) 

wichtig ist, konnte gezeigt werden.96  

Weiter ist die Anzahl zirkulierender Monozyten-Thrombozyten-Aggregate bei Diabetes 

erhöht.97 Auch Adhäsion und Aggregation der Thrombozyten an extrazellulärer Matrix ist 

vermehrt.98 Wie bei Herzinsuffizienzpatienten sind die Plasmaspiegel von Serotonin, β-

Thromboglobulin und vWF erhöht.99;100 Diese Effekte konnten sowohl an Patienten als auch 

im Tiermodell des manifesten DM festgestellt werden.101 Jedoch findet man schon bei 

Patienten mit Inselzell-AK, die noch keinen manifesten DM aufweisen, bei nahen 

Verwandten von Diabetes mellitus-Patienten sowie bei lediglich verschlechterter 

Glukosetoleranz eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung.102;103 

Bei Diabetes kommt es zu einer  Dysbalance zwischen Thrombozytenaktivatoren (vWF, 

Fibrinogen, Thromboxan) und –inhibitoren (NO, Prostazyklin) mit Dominanz der 

Aktivatoren.23;96 Dies korreliert mit der Präsenz von Hyperglykämie und Pro-

Insulinspaltprodukten.104 Die Glukosekonzentration im Thrombozyten spiegelt die 

extrazelluläre Konzentration wieder. Die Aufnahme von Glukose in den Thrombozyten ist 

insulinunabhängig.96 Durch erhöhte intrazelluläre Glukosekonzentration kommt es zu einer 

Aktivierung der Proteinkinase C und erhöhter Superoxidproduktion.105 Ein NO-Mangel bei 

Endotheldysfunktion erhöht wiederum die Thrombozytenaktivierung.106 Dies zeigt den engen 

Zusammenhang zwischen Thrombozyten und Endothel. 

 

 

4.  Interaktion Endotheldysfunktion und Thrombozytenaktivierung 

 

Sowohl Thrombozytenaktivierung als auch Endotheldysfunktion sind entscheidende 

Merkmale  kardiovaskulärer Erkrankungen. Die direkten Zusammenhänge zwischen den 

beiden Charakteristika scheinen noch nicht vollständig geklärt zu sein. Dennoch konnte 

gezeigt werden, dass eine erhöhte Thrombozytenaktivierung bei einer akuten oder 

chronischen Inhibition endogenen NO´s entsteht. Weiter konnte eine Normalisierung der  
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Thrombozytenaktivierung durch Wiederherstellung der NO-Produktion im Endothel erreicht 

werden.  Dies zeigt, dass es prinzipiell eine Regulation der Thrombozytenaktivierung durch 

das endotheliale NO gibt.107 Physiologischerweise scheint es ein enges Zusammenspiel 

zwischen Endothel und Thrombozyten zu geben. Das Endothel sezerniert NO und 

Prostazyklin, was wiederum Hemmstoffe der Thrombozyten sind und einer überschießenden 

intravasalen Thrombozytenaktivierung entgegenwirken. NO und Prostazyklin regulieren 

durch Vasodilatation (über Relaxation der Muskelzellen) den Gefäßtonus. Aktivierte 

Thrombozyten setzen Substanzen wie Serotonin, Thromboxan oder Adeninnukleotide 

(ADP/ATP) frei, was die Synthese von NO in den Endothelzellen stimuliert. Bei erhöhten 

NO-Spiegeln kommt es wiederum zu einer vermehrten Synthese von cGMP. Dieser 

Feedbackmechanismus sorgt für eine Thrombozyteninhibition und eine Vasodilatation 

(Abb.8).81 

 
 

 

 

 

 

 

 

Abb.8: Thrombozytenabhängige Regulation des Gefäßtonus: durch ADP, Serotonin und Thromboxan, 
das bei Thrombozytenaktivierung ausgeschüttet wird, kommt es am Endothel zur NO- und 
Prostazyklin-Freisetzung. Diese regeln durch Vasodilation den Gefäßtonus und sind wiederum potente 
Hemmstoffe der Thrombozyten 
Aus Gawaz et al.: Das Blutplättchen, 1. Auflage, Thieme, Physiologie des Hämostase, S.1-3 
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Liegt nun eine endotheliale Dysfunktion vor, ist dieser physiologische Feedbackmechanismus 

ausser Kraft gesetzt. Durch die für die endotheliale Dysfunktion charakteristische NO-

Reduktion kommt es zu einer verminderten Thrombozyteninhibition. Die daraus resultierende 

Thrombozytenaktivierung stimuliert zwar die Endothelzellen, aber es kommt bei einer 

Dysfunktion durch die oben beschriebenen Mechanismen zu keiner erhöhten NO-

Verfügbarkeit.  

Die Fähigkeit von NO, Thrombozytenadhäsion- und aggregation zu inhibieren, konnte in 

vitro gut charakterisiert werden.108-112 Als Wirkungsmechanismus des NO konnte cGMP als 

„second messenger“ im Thrombozyten identifiziert werden.113 Thrombozyten sind unter 

physiologischen Flussbedingungen die Blutzellen, die dem Endothel am nähesten sind.114 Sie 

können problemlos das von den Endothelzellen produzierte NO aufnehmen. NO führt zu 

einem Anstieg von cGMP im Thrombozyten, was wiederum zu einer Phosphorylierung des 

inhibierenden Thrombozyten-Proteins VASP (Vasodilator-stimulated Phosphoprotein) 

führt.115;116 Bei kardiovaskulären Erkrankungen kann es nun zu einer gestörten Freisetzung 

von NO und zu einer gestörten Reaktion seitens der Thrombozyten kommen. Bei Patienten 

mit kardiovaskulären Erkrankungen konnte eine reduzierte Reaktivität der Thrombozyten auf 

NO beschrieben werden.117;118 Durch Vitamin C wurde die Reaktivität auf NO wieder 

normalisiert, was impliziert, dass bei dieser NO-Resistenz ein erhöhter oxidativer Stress eine 

entscheidende Rolle spielt.119 

Eine Endotheldysfunktion führt also zur Adhäsion, Aktivierung und Aggregation von 

Thrombozyten.120-124 Die Adhäsion via GP Ibα - vWF und GP IIb/IIIa – Fibrinogen führt zur 

Freisetzung von ADP, ATP, Serotonin, Thrombin, Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Eine 

inflammatorischen Reaktion des Endothels wie es bei Atherosklerose beschrieben wird, kann 

durch Zytokine und Wachstumsfaktoren hervorgerufen werden.125;126 Diese Interaktion 

zwischen dysfunktionellen Endothelzellen und Thrombozyten könnte für die Initiierung des 

atherosklerotischen Prozesses von besonderer Bedeutung sein.81 
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5.  Bedeutung für Atherosklerose 

 

Die Atherosklerose ist die zentrale Ursache kardiovaskulärer Erkrankungen. Ihre Pathogenese 

ist sehr komplex und noch nicht vollständig geklärt. Sie beschreibt einen chronisch-

progredienten, inflammatorischen Prozess mit einer variablen Kombination von  

Intimaveränderungen, bestehend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen 

Kohlehydraten, Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen verbunden mit 

Veränderungen der Arterienmedia. Derzeit geht man von einem Modell aus, in dem man die 

Atherogenese als zelluläre, entzündlich-proliferative Reaktion der Gefäßwand auf eine 

chronische Reizung, beziehungsweise Läsion, sieht (Abb. 9,10,11).4;127-131  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 9: Endotheldysfunktion bei Atherosklerose: erhöhte Endothelpermeabilität, Leukozytenadhäsion 
und Leukozytenmigration gehören zu den frühesten Veränderungen bei Atherosklerose 
Aus Ross : Atherosclerosis-an inflammatory disease, NEJM, 1999;340, S.115-126 
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Abb. 10: Lipidformation bei Atherosklerose: Ablagerung von lipidbeladenen Monozyten, 
Schaumzellen und T-Lymphozyten, Migration und Proliferation von Muskelzellen und Adhäsion und 
Aggregation von Thrombozyten führen zu einem atherosklerotischen Plaque 
Aus Ross: Atherosclerosis-an inflammatory disease, NEJM, 1999;340, S.115-126 
 
 

Abb.11: Darstellung einer fortgeschrittenen, komplizierten atherosklerotischen Läsion: durch weitere 
Leukozytenadhäsion und Formation kommt es zum fortgeschrittenen Plaque mit nekrotischen Anteilen 
Aus Ross : Atherosclerosis-an inflammatory disease, NEJM, 199;340, S.115-126 
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5.1  Endotheldysfunktion bei Atherosklerose 

 

Die endotheliale Dysfunktion wird inzwischen als zentraler Schlüssel im Verständnis der 

Atherogenese gesehen. Bei der sogenannte „response-to-injury“ Hypothese geht man von 

einer Endothelläsion mit nachfolgender Endotheldysfunktion als erstem Schritt der 

Atherogenese aus. Durch spezielle Einflüsse wie z.B. freie Sauerstoffradikale bei Diabetes 

mellitus, Hypertonie oder erhöhte LDL-Plasma-Spiegel verliert das Endothel seine 

physiologische Funktion.4 Die Endotheldysfunktion, die aus der Endothelläsion resultiert, 

führt zu Kompensationsmechanismen, die die physiologischen, homeostatischen 

Eigenschaften des Endothels verändern.  

Das Endothel zeigt eine erhöhte Permeabilität für Blutzellen und -bestandteile. Dies ist 

vermittelt durch „Platelet-derived growth factor“ (PDGF), Angiotensin II und Endothelin.  

Weiter kommt es zu einem gesteigerten Adhäsionsvermögen vor allem für Leukozyten und 

Thrombozyten durch die Hochregulation von Adhäsionsmolekülen.4 Dies schließt ein: 

Leukozytenadhäsionsmoleküle wie L-Selektin und Integrine, Thrombozyten-Endothelzell-

Adhäsionsmolekül 1 (PECAM-1) und Endothelzell-Adhäsionsmoleküle, wie E-Selektin, P-

Selektin, Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) und vaskuläre Zelladhäsionsmolekül-

1 (VCAM-1).132-134 Die vermehrte Expression dieser Adhäsionsproteine führt zur Bindung 

von Monozyten an das Endothel. Die Migration dieser Zellen in die Intima ist vermittelt 

durch oxidiertes Low densitiy Lipoprotein-Cholesterin (LDL), Monozyten chemotaktisches 

Protein-1 (MCP-1), Interleukin-8, Thrombozyten-Wachstumsfaktor (PDGF), Makrophagen-

Kolonie stimulierender Faktor (MCS-F) und Osteopontin.4 In der Intima kommt es zu einer 

Ausdifferenzierung der Monozyten zu Schaumzellen, was auch durch die Oxidation von LDL 

vermittelt wird. Diese Veränderungen werden als sogenannte „fatty streaks“ bezeichnet, die 

als früheste Läsionen der Atherosklerose gesehen werden.4 Diese Läsionen findet sich 

gewöhnlich bei Kindern und jungen Erwachsenen.135 

Die Endothelläsion induziert auch die prothrombotische Eigenschaft und die Sekretion von 

vasoaktiven Substanzen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Durch die so ausgelöste 

Entzündungsreaktion kommt es aufgrund eines autokrinen Mechanismus zur Migration und 

Proliferation der Gefäßmuskelzellen.4  

In einem späteren Stadium degenerieren die proliferierten, mit LDL angereicherten 

Muskelzellen. Es kommt zu einem Umbau der Läsion zum atherosklerotisch spezifischen  
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fibrösen Plaque. Prinzipiell ist dies ein reversibler Prozess, wenn die auslösende Noxe  

eliminiert und die Ausdehnung nur begrenzt ist.4  

 

 
5.2 Thrombozytenaktivierung bei Atherosklerose 

 

Die Bedeutung der Thrombozyten bei der Atherosklerose hat sich in den letzten Jahren 

entscheidend gewandelt. Zunächst waren Thrombozyten hauptsächlich wegen der 

thromboembolischen Komplikationen bei schon manifesten atherosklerotischen Plaques 

bedeutend. Die Ruptur oder Läsion von Plaques initiieren eine Thrombozytenaktivierung und 

–aggregation an deren Oberfläche. Durch diese thrombotischen Gefäßverschlüsse kann es zu 

ischämischen Episoden kommen wie z.B. beim akuten Koronarsyndrom.136-138 

Untersuchungen an Tiermodellen, besonders bei ApoE-/--knock-out-Mäusen ergaben 

Hinweise, dass die Thrombozyten bei der Inititiierung der Atherosklerose von besonderer 

Bedeutung sein könnten.139-141 In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass 

Thrombozyten in vivo auch an einem völlig intakten Endothel adhärieren können.142-144 Über 

GPIbα binden die Thrombozyten an vWF und P-Selektin am aktivierten Endothel.145;146 Bei 

Adhäsion sezernieren die aktivierten Thrombozyten dann Zytokine und Chemokine. 

Zytokine, wie z.B. CD40L und IL-1β aus Thrombozyten sind für die veränderten, 

prothrombotischen Eigenschaften des Endothels mitverantwortlich. Es kommt zu einer 

gesteigerten Oberflächenexpression von VCAM-1 und die Freisetzung von bestimmten 

Chemokinen, z.B. MCP-1.147-149 Dies initiiert wiederum eine Rekrutierung von Monozyten  

und deren Transmigration in die Intima. 148-150  

So kann man vermuten, dass es durch die Adhäsion von Thrombozyten am Endothel zu einem 

Signal kommt, das für Rekrutierung und Einwanderung von Monozyten bei Formierung der 

atherosklerotischen Läsion verantwortlich ist.151 Dies ist der bedeutende Prozess zu Beginn 

der Atherosklerose.4 

Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung atherosklerotischer 

Läsionen. Mit der Zeit kommt es zu steigender Interaktion zwischen Thrombozyten und 

Endothel. Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten steigt signifikant an. So ist die 

Thrombozyten-Endothel-Interaktionen vor der Manifestation atherosklerotischer Plaques 

beobachtbar. Die nachfolgende Leukozytenadhäsion geht einher mit Aktivation von NF-κB,  
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VCAM-1 oder MCP-1139, was eine bedeutende Rolle bei der Rekrutierung und 

Transmigration von Monozyten spielt.149-152 

 

 

6.  Rolle von Fractalkine bei Atherosklerose 

 

Wie oben beschrieben ist die Infiltration von Monozyten in die Gefäßwand ein früher und 

essentieller Schritt in der Atherogenese.4 Es konnten viele Chemokine und Rezeptoren und 

andere Adhäsionsmoleküle bei diesem Prozess detektiert werden, jedoch nur ein paar wurden 

bis jetzt als pathologisch eingestuft.153 Man hat Hinweise darauf, dass Chemokine, 

insbesondere Fractalkine (CX3CL1), dabei eine entscheidende Rolle spielen.154 Fractalkine ist 

auf inflammatorischem Endothel exprimiert155 und kann über seinen Rezeptor (CX3CR1) eine 

Leukozytenadhäsion und –migration induzieren, da Leukozyten den Rezeptor CX3CR1 

exprimieren.156-159 Weiter konnte Fractalkine in menschlichen atherosklerotischen Läsionen 

nachgewiesen werden.160 Durch seine Fähigkeit Monozyten anzuziehen und zu binden sowie 

durch seine Präsenz in den Endothelzellen liegt der Verdacht nahe, dass Fractalkine eine 

entscheidende Rolle bei der Adhäsion von Monozyten und Ausdifferenzierung dieser Zellen 

zu Schaumzellen spielt.154 In einem Tiermodell mit ApoE-/--knock out-Mäusen konnte gezeigt 

werden, dass die Fractalkineexpression in den atherosklerotischen Läsionen der Tiere erhöht 

war. In weiteren Versuchen mit ApoE-/--knock out-Mäusen mit zusätzlich inaktivem 

CX3CR1-Rezeptor konnte nachwiesen werden, dass es bei diesen Tieren zu einer 

verminderten Bildung der Atherosklerose (schmaleren Läsionen) kommt. Dies bedeutet 

wiederum, dass Fractalkine mit seinem Rezeptor eine essentielle Bedeutung an der 

Ausbildung atherosklerotischer Läsionen haben muss.154 161  Man stellt sich vor, dass das 

endothelial exprimierte Fractalkine mit den Monozyten über ihren CX3CR1-Rezeptor Kontakt 

aufnimmt. Über den G-Protein-gekoppelten Rezeptor kommt es dann zu einer Signalkaskade, 

die Integrine auf Monozyten aktiviert. Dies führt zu einer Veränderung des Zytoskeletts und 

stabilen Adhäsion der Monozyten. Weiter tragen aktivierte Integrine zur Diapedese durch 

Bindung an Adhäsionsmoleküle wie z.B. VCAM-1 und ICAM-1 bei. Fractalkine kann wie 

andere Chemokine über seinen Rezeptor zahlreiche intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren. 

Es wirkt aber nicht nur wie ein Chemokin, sondern potentiell auch als Adhäsionsmolekül 

(Abb.12).162 
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Durch Stimulation mit IFN-γ und TNF-α, welche in atherosklerotischen Läsionen gefunden 

werden können, exprimieren glatte Muskelzellen vermehrt Fractalkine. In ihrer Nähe kommt 

es zur Anlagerung von Makrophagen. Ein Zusammenspiel verschiedener proinflamma-

torischer Zytokine führt also zu einer erhöhten Produktion von Fractalkine durch Muskel- und 

Endothelzellen (Abb.13,14). Dies spielt wiederum eine direkte Rolle bei der Rekrutierung von 

Monozyten in der frühen Entwicklung der Atherosklerose.154 Auch die Plaquemorphologie 

unterscheidet sich zwischen ApoE-/--knock out-Mäusen mit oder ohne Fractalkine-Inaktivität. 

Bei den Mäusen mit aktiven Fractalkine-Rezeptor sind die Plaques heterogener, bei den 

Mäusen mit inaktivem Fractalkine-Rezeptor scheinen Schaumzellen vorherrschend zu sein.163 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.12: Fractalkine und sein Rezeptor bei der Atherosklerose: Während der Atherosklerose fungiert 
Fractalkine und sein Rezeptor als Schlüssel zwischen Endothelzellen und dem rekrutiertem 
Monozyt. 
Aus Cybulsky and Hegel: The Fractalkine receptor CX3CR1  is a key mediator of atherogenesis,  
J. Clin. Invest. 200;, 111, S.1118-1120 
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Abb.13: Rolle von Chemokinen bei Atherosklerose: Aufnahme von Monozyten in lipidbeladene 
Läsionen bei Atherosklerose 
Aus Charo and Ransohoff: The many roles of chemokines and chemokine receptors in Inflammation, 
NEJM, 200; 354, S.610-621 

Abb.14: Rolle von Chemokinen bei Atherosklerose: Präsentation von Chemokinen wie Fractalkine 
von endothelialen Proteoglykanen während der Atherosklerose und Schlüsselrolle von Fractalkine 
und seinem Rezeptor zwischen Monozyt und Endothelzelle 
Aus Charo and Ransohoff: The many roles of chemokines and chemokine receptors in Inflammation, 
NEJM 200; 354, S.610-621 
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7.  Fractalkine 

 

7.1  Das membran-gebundene Chemokin Fractalkine 

 

Chemokine sind Zytokine mit chemotaktischer Eigenschaft. Sie sind eine große Gruppe von 

kleinen Proteinen, die die Chemotaxis bestimmter Zellen und die Regulation von Leukozyten 

bei der Immunabwehr induzieren. Sie bestehen aus Cystein und Aminosäurenresten 

(C=Cystein und X=Aminosäurerest). Man kann vier Familien unterscheiden: CXC, CC,C und 

CX3C. Im Jahre 1997 wurde erstmals eine damals neue Klasse von membrangebundenen 

Chemokinen mit einer CX3C-Modifikation beschrieben. 153;164 

Zu dieser Familie gehört als einziges gegenwärtig bekanntes Mitglied Fractalkine: CX3CL1. 

Es unterscheidet sich von den anderen durch eine Polypeptidkette, die die Chemokin-Domäne 

auf einem ausgedehnten transmembranösen Domäne trägt. Dadurch kann Fractalkine als 

einziges der Chemokine sowohl membranständig als auch in löslicher Form auftreten. 164 

Der Fractalkine-Rezeptor wurde an verschiedenen Zellen nachgewiesen, vor allem an 

Leukozyten.165 Auch Thrombozyten 166 zeigen diesen Rezeptor sowie glatte Muskelzellen, die 

auf Stimulation mit Fractalkine migrieren. Der Rezeptor ist G-Protein-gekoppelt und durch 

Pertussistoxin inhibierbar.157 Fractalkine wird in verschiedenen Geweben wie z.B. Gehirn, 

Herz, Niere und Lunge exprimiert.155;164 Seine Expression wird durch pro-inflammatorische 

Stoffe in Endothelzellen und bei Endothelläsionen vermehrt.155;167 Eine erhöhte Expression 

von Fractalkine wurde auch bei Atherosklerose und der koronaren Herzkrankheit 

nachgewiesen.168;169 Makrophagen in atherosklerotischen Plaques zeigen ebenfalls eine 

vermehrte Expression von Fractalkine.168 Membranständiges Fractalkine bewirkt die 

Adhäsion von Zellen mit Fractalkine-Rezeptor. Diese Adhäsion benötigt unter bestimmten 

Scherbedingungen kein Integrin, Calcium oder andere Zellen.157;170 

Möglicherweise inhibiert der G-Protein-gekoppelte Fractalkine-Rezeptor ähnlich dem G-

Protein-gekoppelten ADP-Rezeptor die Adenylatzyklase, die ungehemmt mittels cAMP auf 

die Proteinkinase A wirkt. Durch diesen Schritt kommt es zur Phosphorylierung von VASP, 

was wiederum eine Aggregation/Sekretion der Thrombozyten verhindert und bei Hemmung 

der Adenylatzyklase zu einer vermehrten Aggregation führt (Abb.15). 
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7.2  Fractalkine und Leukozyten 

 

Chemokine regulieren die Rekrutierung von Leukozyten bei verschiedenen inflamma-

torischen Erkrankungen, so auch bei Atherosklerose.153 Immer mehr Hinweise deuten darauf 

hin, dass auch Fractalkine dabei eine kritische Rolle spielt.160;168;169;171 Im Blut zirkulierende 

Leukozyten tragen den Fractalkine-Rezeptor.156;165 Die inflammatorischen Endothelzellen 

exprimieren wiederum Fractalkine im artherosklerotischen Plaque, stimuliert durch 

proinflammatorische Zytokine.172 Interaktionen zwischen membrangebundenem Fractalkine 

und seinem Rezeptor auf Leukozyten vermittelt nicht  nur die Chemoattraktion, sondern führt 

auch zur Leukozytenadhäsion. Fractalkine rekrutiert Leukozyten unter niedriger Scherkraft im 

Blut. Dabei blieb jedoch erstmal unklar, welche Rolle Fractalkine bei der Rekrutierung von  

 

Abb.15: Fractalkine-Rezeptor und sein Signalweg in Thrombozyten: Adenosin-5´-Diphosphat (ADP) 
aktiviert Thrombozyten durch zwei G-Protein-gekoppelte P2-Rezeptoren, P2Y1 und P2Y12.Der Gαq-
gekoppelte P2Y1-Rezeptor initiiert die Thrombozytenaggregation durch Aktivierung von 
Phospholipase C (PLCβ) und Calciummobolisierung (Ca++), während  der Gαi-gekoppelte P2Y12-
Rezeptor die Aggregation verstärkt und komplettiert. Zusätzlich hemmt der P2Y12-Rezeptor die 
Produktion von zyklischem Adenosin-3´:5´-Monophosphat (cAMP) durch die Adenylatcyclase (AC), 
welche physiologischer-weise durch endotheliales Prostacyclin (PGI2) aktiviert wird. Die cAMP-
abhängige Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert das vasodilatatorische Phosphoprotein (VASP) und 
hemmt die thrombozytäre Sekretion und Aggregation. Der G-Protein-gekoppelte Fractalkine-Rezeptor 
benutzt vermutlich denselben Signalweg wie der ADP-Rezeptor. ATP: Adenosintriphosphat; IPR: 
Isoprostanrezeptor. 
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Leukozyten unter starken Flussbedingungen, so wie sie in den meisten atherosklerotischen 

Arterien herrschen, spielt.170 

 

 

7.3  Fractalkine und Thrombozyten 

 
Nach der Charakterisierung des Fractalkine-Rezeptors auf humanen und Ratten-

Thrombozyten166 wurde es interessant zu untersuchen, ob Fractalkine zur 

Thrombozytenaktivierung und -adhäsion bei kardiovaskulären Erkrankungen beiträgt. Durch 

Inkubation mit Fractalkine konnte bei in vitro-Stimulationen eine erhöhte P-Selektin-

Expression als Marker der Thrombozytenaktivierung gezeigt werden.173  Das legt nahe, dass 

Fractalkine auch eine wichtige Rolle bei der vermehrten Thrombogenese kardiovaskulärer 

Erkrankungen zu spielen scheint.166 Erhöhte Thrombozytenaktivierung wird sowohl bei 

Herzinsuffizienz als auch bei Diabetes mellitus beschrieben.82;95;174 Dies geht bei beiden mit 

einer endothelialen Dysfunktion und einer reduzierten NO-Bioverfügbarkeit einher. 

Fractalkine ist wiederum von intaktem Endothel gering exprimiert, jedoch verstärkt bei 

Endothelläsionen und Atherosklerose.175 Dies ist ein starker Hinweis, dass Fractalkine gerade 

bei diesen Erkrankungen die Thrombozytenaktivierung noch verstärken und so zu den 

thromboembolischen Komplikationen dieser kardiovaskulären Erkrankungen entscheidend 

beitragen könnte.167;168 

 

 

7.4  Fractalkine, Leukozyten und Thrombozyten 

 

Endothelial exprimiertes Fractalkine führt zu einer erhöhten P-Selektin-Expression der 

adhärenten Thrombozyten, was wiederum eine lokale Rekrutierung von Leukozyten nach sich 

zieht: ein essentieller Schritt in der Entwicklung atherosklerotischer Läsionen. Diese 

Leukozytenadhäsion kann durch eine Fractalkine-Antagonisierung bis zu 40% reduziert 

werden. Interessanterweise waren Thrombozyten immer für eine Fractalkine-vermittelte 

Leukozytenaktivierung am Endothel notwendig. So konnte durch eine Inhibition der 

Thrombozytenadhäsion z.B. durch Blockade des Rezeptors GPIbα auch die 

Leukozytenrekrutierung am Endothel reduziert werden. In der Abwesenheit von 

Thrombozyten scheint das endotheliale Fractalkine unter arteriellen Flussbedingungen nicht  
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in der Lage zu sein, Leukozyten zu rekrutieren. Die Expression von P-Selektin auf der 

Thrombozytenoberfläche, induziert durch Fractalkine, führt zu Leukozyten-Thrombozyten- 

Aggregaten. Entscheidend für die Leukozytenaktivierung am Endothel ist also die P-Selektin-

Expression von Thrombozyten, welche Fractalkine vermittelt ist. Die Fractalkine-vermittelte 

Leukozyten-Adhäsion ist demzufolge Thrombozyten-abhängig (Abb.16).176 

 

 
 

 

 

 

 

7.5  Fractalkine und Endotheldysfunktion 

 

Zusätzlich zu seiner Rolle als Chemokin und Adhäsionsmolekül induziert Fractalkine eine 

Endotheldysfunktion durch Stimulation von Sauerstoffradikalen im Gefäß, was zu einer 

verminderten NO-Bioverfügbarkeit führt.177 Dies könnte ein weiterer Mechanismus sein, 

durch den Fractalkine an der Bildung atherosklerotischer Läsionen beteiligt ist. 

Inflammatorische oder aktivierte Endothelzellen  exprimieren wiederum den Fractalkine-

Rezeptor.155;167;169;171 Auch kultivierte Endothelzellen, native Endothelzellen und native 

Gefäßmuskelzellen in gesunden Aorten exprimieren CX3CR1. Endothelzellen scheinen also  

 

Abb.16: Interaktion von Fractalkine, Leukozyten und Thrombozyten: Fractalkine führt zu einer 
Thrombozytenaktivierung, was wiederum eine Leukozytenadhäsion am Endothel initiiert. 
Aus Schulz C et al.: The Chemokine Fractlakine mediates leucocyte recruitment to inflammatory  
endothelial cells in whole blood, a critical role for P-Selectin expressed on activated platelets, 
Circulation, 2007;116, S. 764-773 
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nicht nur die vorherrschende Quelle von Fractalkine zu sein, sondern sie fungieren auch als 

Zielzelle für dieses Chemokin. Dementsprechend kommt es durch eine vermehrte Fractalkine- 

Expression an Endothelzellen zu Thrombozyten-Aktivierung und Leukozyten-Adhäsion 

sowie durch direkte parakrine Mechanismen zu einer Endotheldysfunktion.177 

Die Protektion vor Atherosklerose, die bei ApoE-/--Mäusen ohne Fractalkine-Rezeptor 

beobachtet worden ist154;161, ist diesen Ergebnissen zufolge nicht nur der Fractalkine 

vermittelten Leukozyten-Rekrutierung und der daraus resultierenden Gefäßschädigung 

zuzuschreiben. Vielmehr konnte nun gezeigt werden, dass Fractalkine einen direkten, 

leukozytenunabhängigen Gefäßschaden induzieren kann. Dies würde auch die Protektion vor 

Atherosklerose der ApoE-/--knock out-Mäuse ohne Fractalkine-Rezeptor erklären.177 

 

 

8.  Klinische Relevanz von Fractalkine 

 

Zur näheren Charakterisierung der klinischen Bedeutung von Fractalkine und seines 

Rezeptors für den Menschen, wurden Polymorphismen in den Genen für CX3CR1 untersucht. 

Es sind verschiedene Rezeptorpolymorphismen mit einem reduzierten Risiko für 

kardiovaskuläre Erkrankungen, besonders KHK und Akutes Koronarsyndrom durch 

reduzierte Progression der atherosklerotischen Läsionen, beschrieben. Eine verminderte 

CX3CL1-abhhängige Zell-Zell-Adhäsion, inklusive der Chemotaxis der Leukozyten, wurde 

beobachtet.178-181 Patienten mit einem I249-Polymorphismus am CX3CR1-Gen zeigen eine 

verbesserte endothelabhängige koronare Vasodilatation, was daraufhin deutet, dass 

Fractalkine in die Gefäßfunktion eingreift.181 Bei anderen Polymorphismen des Fractalkine-

Rezeptors wie z.B. V2491 und T280M kam es zu einem erhöhten Risiko für akute 

Koronarsyndrome und für Restenosen nach Stenting an den Koronararterien.182  

Sehr ähnliche Veränderungen wie in der Atherogenese werden auch bei einer akuten Infektion 

mit Rickettsia africae beschrieben. Rickettsia africae, der Erreger des afrikanischen 

Zeckenbissfiebers, ist in der Lage eine Entzündung herbeizuführen und Endothelzellen zu 

aktivieren, was zu einen prokoagulatorischen Zustand führt. Durch das aktivierte Endothel 

kommt es zu einer vermehrten Produktion von Fractalkine und über seinen Rezeptor zu einer 

Thrombozytenaktivierung. Durch einen Antikörper gegen den Fractalkine-Rezeptor konnte 

eine Reduktion des erhöhten sCD40L-Spiegels nachgewiesen werden.183 
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Eine kürzlich erschienene Arbeit zeigt eine entscheidende Rolle von Fractalkine bei der 

Pathogenese der Herzinsuffizienz. Es konnte eine starke Hochregulation der Genabschnitte,  

die für Fractalkine kodieren, in einem Tiermodell fünf Tage nach experimentellem 

Myokardinfakt bewiesen werden. In Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurde eine  

bis zu dreifach erhöhte Fractalkine-Konzentration im Serum in Abhängigkeit der Schwere der 

Erkrankung gemessen. In vitro-Experimente zeigen eine direkte Wirkung von Fractalkine auf 

Kardiomyozyten im Sinne einer Hypertrophieförderung. So erscheint eine entscheidende 

Beteiligung von Fractalkine beim Remodeling sehr wahrscheinlich.184 

 

 

In der vorliegenden Arbeit werden nun die Wirkung des Chemokins Fractalkine auf 

Thrombozyten und Endothel bei Ratten mit Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus 

dargestellt. Beides sind Modelle humaner Erkrankungen, die mit einer hohen Mortalität 

einhergehen und als gemeinsame Grundlage eine Endotheldysfunktion mit daraus 

resultierender erhöhter kardiovaskulärer Morbidität aufweisen. 
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II. METHODEN 

 

1. Modelle 

 

1.1 Allgemeines 

 

In unseren Tiermodellen für Herzinsuffizienz wurden männliche Wistar-Ratten (250-300 g; 

von Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland) im Alter von 10 Wochen für die CHF-Tiere 

sowie für ihre Kontrollen verwendet (Abb.17). Als CHF-Modell wurden Ratten benutzt, bei 

denen durch eine Koronarligatur ein chronischer Myokardinfarkt ausgelöst worden war. Als 

Typ II-Diabetes-Modell wurden Zucker-Ratten untersucht. Die Tiere des Zucker-Modells 

waren männlich und 6 Monate alt (300g, Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland).  

Alle Tiere wurden in Käfigen mit höchstens fünf Tieren bei konstanter Raumtemperatur und 

Luftfeuchtigkeit gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter und 

unterlagen einem 12-stündigen Hell-/Dunkelrhythmus. 

 

 

1.2 Myokardinfarkt 

 

Zur Erlangung von Ratten mit bedeutsamer CHF wurde das Modell eines chronischen 

Myokardinfarkts in der Ratte benutzt. Hierzu wurde an männlichen erwachsenen Wistar-

Ratten (250-300 g) die beschriebene Methode der Koronarligatur durchgeführt.185 Zur 

Durchführung des experimentiellen Myokardinfarkts wurden die Ratten in eine Vollnarkose 

mit Isofluran versetzt. Nach endotrachealer Intubation wurden die Tiere mit Sauerstoff 

beatmet. An den auf dem Rücken liegenden Tieren wurde thorakal zunächst das Fell mit einer 

Schere durchtrennt, die Pektoralmuskulatur stumpf abpräpariert und anschließend der Thorax 

eröffnet. Nach Durchtrennung der Interkostalmuskulatur und des Perikards konnte das Herz 

durch vorsichtigen Druck auf die Thoraxwand herausgehoben werden. Dann wurde bei den 

Infarkt-Tieren mit einem Faden (Prolene Monofil 5.0) eine Ligatur des Ramus 

interventricularis anterior (RIVA) durchgeführt. Bei den Sham-operierten Tieren wurde keine 

Ligatur gemacht. Das Herz befand sich dabei nur ca. 30 Sekunden ausserhalb des Perikards. 

Die Pektoralismuskulatur wurde mittels einer Naht verschlossen und das Fell geklammert. 

Zur besseren Entfaltung der Lungen wurden die Tiere kurzfristig mit Überdruck beatmet.  
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Postoperativ wurden die Tiere 6 h überwacht und bei Bedarf mittels Herzdruckmassage 

reanimiert.  

 
 
 
 
 
 

1.2.1  Hämodynamik 

Die hämodynamischen Messungen wurden zehn Wochen nach Induktion des Infarktes bei 

den Tieren durchgeführt. Unter Isofluran-Narkose wurden die Tiere gewogen und nach 

Intubation mit einer Frequenz von 75/min und einem Atemzugvolumen von 2,8 ml beatmet. 

Nach Einführung eines Polyethylen-Katheters (PE 50) in die rechte Arteria carotis wurde der 

Katheter in den linken Ventrikel vorgeschoben. Anhand der über einen Mikro-Tip-Katheter 

(Millar Instruments Inc., Houston, TX, USA) abgeleiteten Druckkurve konnte die korrekte 

Lage überprüft werden. Der linksventrikuläre systolische und diastolische Druck sowie die 

maximale Druckentwicklung wurde während allen Messungen kontinuerlich über die Zeit 

erhoben. Nach Rückzug des Katheters aus dem linken Ventrikel in die Aorta konnte der 

systolische und diastolische Druck sowie der aortale Mitteldruck bestimmt werden. 

 
 
1.2.2  Bestimmung der Infarktgrößen 

Nach Ende der hämodynamischen Messungen und der Blutentnahme aus der Vena cava 

inferior für weitere Versuche wurde den Tieren in tiefer Narkose das Herz entnommen. Der 

linke Ventrikel wurde nach Trennung von den übrigen Kammern in drei transversale 

Abschnitte Apex, mittlerer Ring und Basis geteilt. Nachdem der ca. 3 mm dicke mittlere Ring  

 

Abb.17: Darstellung einer Wistar-Ratte: Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 250-300g wurden in 
dem Modell CHF verwendet 
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tiefgefroren worden war, wurde er mit einem Mikrotom (Leica CM 1850, Bensheim, 

Deutschland) in etwa zehn jeweils 5 µm dicke Schnitte geteilt. Diese wurden nach Giseon  

gefärbt und mittels einer auf einem Mikroskop aufmontierten Scannerkamera (3CCD-IRIS, 

Sony) eingescannt. Die Vermessung erfolgte mit Hilfe eines digitalisierten 

Computerprogramms (Sigma Scan pro, Jandel Software). So konnte die Ausdehnung der 

Infarktnarbe endo-und epikardial vermessen und zum endo- und epikardialen Umfang in 

Beziehung gesetzt werden. 

 

In die Studie wurden nur Tiere mit manifester CHF eingeschlossen, was mit einem 

linksventrikulären end-diastolischen Druck (LVEDP) > 15 mmHg einhergeht. Weitere 

Globalparameter verdeutlichen die charakteristischen Merkmale der CHF-Tiere gegenüber 

den Sham-Tieren: 

              Sham                 CHF 

Körpergewicht  [g]            371±7               426±11* 

MI Größe [% des LV]                 -               51.8±2.6 

LVEDP [mmHg]            4.3± 0.9               21.2±2.3** 

Lungenwasser (µL) 

(∆Feucht/Trockengewicht) 

           1140±80               2650±260** 

Thrombozyten [*1000/µl]             834±66               704±69 

Leukozyten [*1000/µl]             5.4±0.6               5.0±0.5 

Mittelwerte ± SEM von n=8 Tieren, * p<0.05 vs. Sham, ** <0.01 vs. Sham. 

 
 
 
1.3  Diabetes mellitus Typ 2 

 

Als Tiere dieses Modells dienten Zucker fatty-Ratten. Die Zucker fatty Ratte  [fa/fa] wurde 

erstmals von Dr. L. M. Zucker beschrieben.186 Sie weisen eine Punktmutation im „fa“-Gen 

auf, das in der extrazellulären Domäne des Leptinrezeptors liegt. Dies führt beim 

homozygoten Phänotyp [fa/fa] zu einer Hyperphagie und Obesitas, wohingegen der 

heterozygote Phänotyp schlank bleibt. Die Obese-Ratten vermeiden aufgrund einer 

kompensatorischen Hyperinsulinämie zunächst die Ausbildung eines Diabetes mellitus.187 Im 

Alter von sechs Monaten entwickeln die Tiere jedoch einen Diabetes mellitus auf dem Boden  
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eines metabolischen Syndroms, was als Modell des humanen Typ 2 Diabetes dienen 

kann.188;189 

Die Tiere der Kontrollgruppe waren 6-Monate alte männliche schlanke Lean-Ratten. Sie 

unterscheiden sich lediglich im Fehlen der autosomal-rezessiven „fa“-Mutation von ihren 

obesen Geschwistertieren. 

 

Deskriptive Daten Lean Obese 

Blutglucose (mg/dl) 155 ± 15 270 ± 33 ** 

Körpergewicht (g) 362 ± 13 614 ± 7 ** 

Thrombozyten (*1000/µl) 721 ± 50 980 ± 110 * 

Leukozyten (*1000/µl) 4.6 ±  0.4 4.9 ±  0.7 

Mittelwerte SEM von n=12 Tieren, * p< 0.05, ** p< 0.01 vs. Lean 

 

 

2. Methodik 

 

2.1  Organbad: Vasomotorik an isolierten Aortenringen 

 

Zur Beurteilung der vaskulären Reaktivität wurden im Organbad Kontraktions- und 

Relaxationsstudien an isolierten Aortenringen durchgeführt. Zu diesen Versuchen wurden 

Ringe der Aorta thoracalis verwendet. Nach Einleitung einer terminalen Anästhesie mit 

Isofluran wurde bei den Wistar-Ratten Thorax und Abdomen eröffnet. Nach der Blutabnahme 

aus der  abdominellen Vena cava inferior (direkte Punktion unter Sicht) wurde der 

Aortenbogen durchtrennt und die Aorta descendens bis zum Diaphragma unter Vermeidung 

von Druck oder Zug entnommen. Das entnommene Gefäß wurde dann in Krebs-Henseleit-

Lösung (NaCl 118,4 mM, NaHCO3 25 mM, CaCl2 1,6 mM, KCl 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, 

MgSO4 1,2 mM und Glukose 12,0 mM plus Diclofenac 1 µM, pH 7.4, 37 °C) eingelegt und 

mehrfach intraluminal gespült, um verbliebenes Blut aus dem Lumen zu entfernen. Dann 

wurde die Aorta unter einem Mikroskop von umliegenden Fett- und Bindegewebe 

freipräpariert und entweder für eine spätere Western Blot-Analyse eingefroren oder  für die 

sofortige Messung im Organbad in Ringe mit jeweils drei Millimetern Breite geschnitten.  

Die Untersuchung der Gefäße erfolgte in mit Krebs-Henseleit-Lösung gefüllten Kammern (5 

ml) der Organbäder (Föhr-Medical-Instruments, Seeheim, Deutschland, Abb.18). Die Lösung  
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(37 °C, pH 7.4) unterlag einer ständigen Begasung mit Carbogen (95% 02 , 5% CO2). Nach 

einer passiven Vorspannung auf 2g und einer 30 minütigen Äquilibrierung wurde das 

Kontraktions (Phenylephrin)- und Relaxationsverhalten (endothelabhängig: Acetylcholin; 

endothelunabhängig: 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide: DEA-NONOate) unter-

sucht. Im Falle der chronischen Stimulation mit Fractalkine wurden die Aortenringe 

zusätzlich mit 1µg/ml des rekombinanten Chemokins für zwei Stunden unter Lichtschutz 

inkubiert. Die Aortenringe wurden wiederholt mit KCl kontrahiert (mit einem Maximum von 

100 mM) bis reproduzierbare Wirkungen erreicht wurden, bevor mit der Dosis-

Wirkungskurve auf Phenylephrin (PE) begonnen wurde. Dann wurden die Ringe mit 

Phenylephrin auf gleiche Level vorkontrahiert und anschließend die Relaxation auf 

Acetylcholin und DEA-NONOate (Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) untersucht. In 

separaten Experimenten wurden die Aortenringe durch eine niedrige PE-Dosis nur leicht 

vorkontrahiert  (ca. 15-20 % ihrer maximalen Kontraktion), um durch Zugabe des NO-

Synthase Inhibitors NG-nitro-L-Arginin (L-NNA, 100 µM, 45 min.), die additive Kontraktion 

zu messen, was als indirekter Marker der physiologischen, durch Dehnung induzierten, 

Calcium-unabhängigen NO-Bildung vorbeschrieben ist.42  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.18: Darstellung eines Organbads: In den hier abgebildeten acht Kammern wird jeweils ein 
Aortenring untersucht. Auf dem Monitor sind in den nachfolgenden Versuchen die Gefäßreaktivtät in 
Kurven dargestellt 
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2.2  Thrombozytenaktivierung in vitro / CX3CR1-Expression 

 

Die Ratten wurden mit Isofluran in Vollnarkose gebracht. Bei tiefer terminaler Anästhesie 

wurden Haut und Peritoneum geöffnet und die abdominelle Vena cava inferior freigelegt. Das  

Blut wurde durch direkte Punktion der Vene mit einem kommerziell erhältlichen 3ml-

Zitratröhrchen (Antikoagulation durch 3.8% Zitrat) abgenommen. 

Jeweils 40 µl des Vollblutes wurden dann mit einem Puffer aus phosphat-gepufferten Saline-

Lösung (PBS) (ohne Magnesium und Calcium), Glukose (5.5 mM) und bovinem Serum-

Albumin (BSA) (0.5%) verdünnt. Die Inkubation erfolgte mit  10 µl FITC-markiertem anti-

humanem Fibrinogen-Antikörper (WAK–Chemie, Steinbach, Deutschland) oder Anti-P-

Selektin-Antikörper (anti-Ratten CD62P-Antikörper, FITC-markiert, BioCytex, Marseille, 

Frankreich) für 10 min bei Raumtemperatur. Dann erfolgte die Stimulation mit ADP (1, 5 

oder 10 µM) und die Ko-Stimulation mit Fractalkine (1 µg/ml). Nach zehnminütiger 

Inkubation wurde eine erneute Verdünnung mit PBS-Puffer und die Fixierung der Zellen mit 

Methanol-freiem Formaldehyde (final 1.5%) für weitere zehn Minuten durchgeführt. 

Die Analyse der Zellen erfolgte mittels eines FACScalibur-Durchflusszytometers (Beckton 

Dickinson, Heidelberg, Abb.19). Die Thrombozytenpopulation konnte hierbei mittels ihres 

charakteristischen Vorwärts- und Streulichtverhaltens identifiziert und die Fluoreszenz der 

Antikörper in dieser Population gemessen werden. 

Durch Einführung durchflußzytometrischer Methoden Ende der achtziger Jahre wurde die 

Thrombozytenfunktionsdiagnostik wesentlich weiterentwickelt. Mittels fluorochrom-

markierten monoklonalen Antikörper oder Substanzen können spezifische Veränderungen der 

aktivierten Plättchenoberfläche charakterisiert werden. In der Durchflusszytometrie werden 

Einzelzellen analysiert, die in einem konstanten Fluss durch einen Laserstrahl detektiert 

werden. Das Streulicht und die Intensität der Fluoreszenz wird durch spezifische Photodioden 

registriert. Dadurch kann die Größe (Vorwärtsstreulicht, „forward scatter“), Granularität 

(Seitwärtstreulicht, „side scatter“) und Oberflächenexpression von Antigenen nach Bindung 

eines fluorchromkonjugierten Antikörpers (mittlere Immunfluoreszenz) bestimmt werden. 

Durch Verwendung verschiedener Fluorchrome mit unterschiedlichem 

Lichtfrequenzspektrum ist es sogar möglich, verschiedene funktionelle Veränderungen der 

Thrombozytenmembran gleichzeitig zu bestimmen. Wir verwendeten bei diesen Versuchen 

ausschliesslich Fluorescein-Isothiocyanat (FITC, Absorption 488 nm, Emission 530 nm, grün) 

als Fluorochrom.  
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Es gibt verschiedene thrombozytäre Oberflächenmarker - als Degranulationsmarker gilt P-

Selektin. Das Glykoprotein wird ausschließlich auf aktivierten Thrombozyten exponiert, 

sofern eine Degranulation von α-Granula  stattgefunden hat. Eine erhöhte Bindung von anti-

CD62P weist auf eine irreversible Degranulation des Thrombozyten hin. Nur an aktivierten  

Thrombozyten kommt es zur Bindung von Fibrinogen als notwendiger Schritt für die 

Aggregation, was mittels Fibrinogen-Antikörper gemessen werden kann. 190-192 

 

 
 

 

 

 

2.3  Aggregometrie  

 

Für die Aggregometrie-Versuche wurden aus dem oben beschriebenen Vollblut 

plättchenreiches Plasma (PRP) hergestellt. Dazu wurde das Vollblut 12 min bei 180g 

ungebremst bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der plättchenreiche 

Überstand abpipettiert. Der verbliebene Rest wurde erneut bei 3000g ungebremst, 6 min zu 

plättchenarmen Plasma (PPP) zentrifugiert. Abschließend wurde das PPP nochmals 2 min bei 

14000 g ungebremst zentrifugiert. Das so gewonnene PPP diente als Leerwert für das 

Aggregometer. Das bei 37°C gelagerte PRP wurde nun mit Puffer (0.02 g BSA, 0.02 g, 200ml 

Puffer) verdünnt, um eine Thrombozytenanzahl von 300.000/µl im PRP zu erhalten. Das PPP 

wurde in demselben Verhältnis verdünnt. Nach Abgleich mit dem PPP als Referenzküvette, 

welches den 100%-Wert der Lichttransmission darstellt, wurden jeweils 300 µl des 

verdünnten PRP zur Analyse ins Aggregometer (PAP 8-E, MöLab, Hilden, Deutschland)  

Abb.19: Darstellung eines FACS-Geräts: Mittels charakteristischen Verhalten im Vorwärts- und 
Seitwärtsstreuen wird die Thrombozytenpopulation erkannt 
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gegeben (Abb.20). Das PRP vor Zugabe des Agonisten bezeichnet den Nullwert der 

Lichttransmission. Nach fünfminütigem konstantem Rühren (900 Umdrehungen/min) wurden 

in den verschiedenen Kanälen ADP in Gegenwart und Abwesenheit von Fractalkine zu dem 

verdünnten PRP hinzugegeben. Die Wirkung von ADP auf die Thrombozyten wird in einer  

Aggregationskurve dargestellt, die sich nach der Lichttransmission verhält. Bei Zunahme der 

Lichttransmission, z.B. durch aggregierte Thrombozyten, kommt es zum Ansteigen der 

Aggregationskurve. 

 

 
 

 

 

 

Bei der ADP-Konzentration, die eine 30-40%-Aggregation hervorrief, schlossen wir noch 

weitere Versuche mit Fractalkine an. Zunächst erfolgte eine fünfminütige, lichtgeschützte 

Inkubation mit 1 µg/ml Fractalkine unter Rühren. Dann erfolgte die Zugabe von der ADP-

Konzentration, welche zuvor eine 30-40%-Aggregation ausgelöst hatte. Die Aggrega-

tionskurven wurden ausgewertet nach Prozentzahl der maximalen Aggregation, Die 

Aggregation wird als maximale Zunahme der Lichttransmission (Amplitude in %) angegeben 

(Abb.21). 

 

 

 

 

Abb.20: Darstellung eines Aggregometers: Dieses Modell PAP-8 mit acht Messkanälen der Firma 
Mölab wurde zur Thrombozytenaggregation-Messung eingesetzt 
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Die Bestimmung der Plättchenaggregation erfolgte nach dem turbimetrischen Verfahren nach 

Born.193 Die Methode beruht auf der Eigenschaft, dass die optische Dichte einer 

Partikelsuspension abhängig von der Partikelzahl und nicht der Größe ist. Durch Zusatz eines 

Plättchenagonisten zu PRP setzt die Aggregation ein, wenn die Thrombozyten mit einem 

Rührmechanismus mit konstanter Frequenz in Bewegung gehalten werden. Die 

voranschreitende Aggregation zeigt sich im Auftreten großer Plättchenaggregate und 

Zunahme der Lichttransmission. Diese wird fortlaufend photometrisch registriert und in 

Kurvenform kontinuierlich aufgezeichnet. Aus der Änderung der Lichttransmission leiten sich 

die Maße für die Aggregabilität der Thrombozyten ab.81  

 

 

2.4  Flusskammermodell zur Thrombozytenadhäsionsmessung 

 

Wie für die Durchflußzytometrie wurde hier nach der gleichen Methode durch direkte 

Punktion der Vena cava inferior den Ratten Vollblut entnommen. Das Vollblut wurde in 

Spritzen mit einem Zitratsäure/Dextrose-Gemisch (ACD: Zitratsäure [3.8 mM] und Dextrose 

[125 mM] mit 1ml ACD und 4ml Blut) abgenommen. Wie für die Aggregometrie wurde 

durch Zentrifugation des Vollbluts PRP hergestellt (12 min, 180g, ungebremst). Anschließend 

wurde zu dem PRP der HEPES-modifizierte Tyroden-Puffer 1 (NaCl: 132 mM;  

Abb.21: Darstellung einer Aggregationskurve: hier ist eine typische Aggregationskurve eines Kontroll-
tiers aufgezeichnet. In den Känalen 1-6 wurden aufsteigende Konzentrationen an ADP hinzugefügt. Im 
ersten Kanal bei ADP 1 µM ist ein Beispiel für eine reversible Aggregation zu sehen 
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KCl: 4 mM; NaHCO3: 11,9 mM; NaH2PO4: 0,36 mM; Glucose: 10 mM; pH 6,5; 1 ml PRP/ 

3.5 ml Puffer 1) hinzugefügt. Durch weitere Zentrifugation (900 g, 10 min.) wurde aus dem 

PRP ein Thrombozytenpellet generiert. Dieses wurde nach Beseitigung des Überstandes aus 

der zweiten Zentrifugation in HEPES-modifiziertem Tyroden-Puffer 2 (Puffer 1; pH 7,4; 

CaCl2: 1 mM; MgCl2: 1 mM) mit einer finalen Thrombozytenkonzentration von 100 000/µl 

aufgelöst. Diese nun entstandene Suspension aus gewaschenen Thrombozyten wurde in 50 

ml-Perfusorspritzen mit jeweils 5 ml aufgezogen und für 15 min im Wärmebad bei 37 °C 

vorgewärmt. Ein Teil der Proben wurde während dieser Vorwärmphase mit Fractalkine 

(1µg/ml) inkubiert.  Nach dem Vorwärmen wurden die Spritzen in die mit der Flusskammer 

verbundene automatische Perfusorpumpe eingespannt und mit einer Scherrate von 1000/s 

durch die Kammer perfundiert. Die Suspension für die folgenden Experimente wurde in 

konstanten Intervallen während der Messung der Thrombozytenadhäsion vorgewärmt. Zur 

Vermeidung einer Aktivierung oder Ermüdung der Thrombozyten wurde die Dauer der 

Verwendung der Thrombozyten jedes einzelnen Tieres auf maximal 1 h nach der letzten  

Zentrifugation beschränkt. Innerhalb dieses Zeitfensters ließen sich gut reproduzierbare 

Ergebnisse erzielen. 

Zur Beschichtung der Deckplatten der Flusskammer diente das Adhäsionsmolekül, 

Fibrinogen.194 Es wurde zur Beschichtung diejenige Konzentration an Adhäsionsmolekülen 

verwendet, bei der eine optimale Thrombozytenadhäsion erreicht werden kann. In einer so 

genannten „parallel plate“ Perfusionskammer (FCS-2, Fa. Bioptechs, Butler, PA, USA) mit 

gut charakterisierten rheologischen Bedingungen wurden Perfusionsstudien mit 

verschiedenen Oberflächen durchgeführt. Dabei wurde die Perfusion mit einer definierter 

Scherrate von 1000/s eingestellt, wie sie  in gesunden arteriellen Blutgefäßen beschrieben 

ist.195  

Die Flusskammer wurde auf ein Invers-Mikroskop gestellt (TE-2000S, Fa. Nikon), um die 

Interaktion der Thrombozyten mit den Substraten visuell darzustellen (Abb.22). Bei jedem 

Experiment wurde zu Beginn die Einstellungen und die unperfundierte Flusskammer 

aufgenommen, um zu jeder einzelnen Messung ein passendes, individuelles Hintergrundbild 

zu erhalten. Die Bestimmung der fest adhärenten Thrombozyten erfolgte durch das Zählen der 

Zellen, die nach einer Perfusion von PBS über weitere fünf Minuten noch adhärent waren. 139  
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2.5  ELISA 

 
Die Menge von löslichem Fractalkine im Serum und Urin wurde mittels der Enzym-

gekoppelten Immunabsorbent Assay ELR-Fractalkine-001 Ratte Fractalkine ELISA Kit 

(RayBiotech,Inc.,Norcross,GA, USA) bestimmt. 

 

 

2.6  Immunhistochemie 

 
Formalin-fixiertes Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und in Scheiben aufgeteilt wie schon 

beschrieben171. Die Stücke wurden entwachst, rehydriert und anschließend die 

immunhistochemische Färbung für CX3CR1 mittels Vectastain ® ABC Kit IgG (PK-6101, 

Vector laboratories, Burlingame, CA) durchgeführt. Die Scheiben wurden mit dem ersten 

Antikörper für CX3CR1 (rabbit anti-rat CX3CR1 TP-501P, Torrey Pines Biolabs, San Diego, 

CA) für eine Stunde inkubiert. Biotinylierte goat anti-rabbit IgG (Vector) und 

StreptABComplex/POX (Vector) wurden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikörper 

wurden lokalisiert mittels des DAB Substrate Kit (Dako), gefolgt von einer Anfärbung mit 

Hamalaun. Ratten-Milzgewebe wurde als positives Testgewebe benutzt. Spezies und Isotyp-

angepasste IgGs (Dako) wurden als negative Kontrollen bei Kontroll- und Testgewebe 

verwendet. 

Abb. 22: Darstellung einer Flusskammer:  Unter dem Invers-Mikrosokop liegt die Flusskammer und 
ist mittels Schlauch mit einem Perfusor verbunden 
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3.  Substanzen 

 

Wenn nicht anders benannt, wurden alle Substanzen in höchster Reinheit von der Firma 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) verwendet. Das für unsere Versuche verwendete 

Fractalkine ist rekombinantes Fractalkine für Ratten (rrCX3CL1; mit der finalen 

Konzentration von 1µg/ml; R&D Diagnostics, Minneapolis, MN). Der Antikörper ist  ein 

polyklonaler Kaninchen anti-CX3CR1–Antikörper von Abcam/Acris (Hiddenhausen, 

Deutschland). 

 

 

4.  Statistik 

 

Alle Daten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler für die Säulen-/ Balkendiagramme und 

die Kurven angegeben. Kontraktionen wurden in der Einheit Gramm registriert. Die 

Relaxation wurde prozentual bzw. im Verhältnis zur Vorkontraktion angegeben. Die 

statistische Auswertung erfolgte mittels Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, USA) 

entweder mittels student´s t-test oder durch ANOVA für aufeinander folgende Messungen mit 

nachfolgend durchgeführten multiplen Tukey-Kramer Vergleichstest durchgeführt. P<0.05 

wurde als statistisch signifikant betrachtet. 
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III.  ERGEBNISSE 

 

1.  Herzinsuffizienz 

 

1.1  Gefäße 

 
Im Organbad wurde die Wirkung von Fractalkine auf die Aortenringe herzinsuffizienter und 

Sham-operierter Tiere untersucht. Nach einer zweistündigen Inkubation mit Fractalkine  (1 

µg/ml) relaxierten die Aortenringen der Sham-Tiere signifikant schlechter auf die 

Maximaldosis von Acetylcholin (ACh, 1 µM). Sie relaxierten dann genauso schlecht wie 

diejenigen der CHF-Tiere per se relaxierten. Die CHF-Tiere reagierten auf eine Fractalkine-

Inkubation mit einer weiteren signifikanten Verschlechterung ihrer Relaxation auf die 

Maximaldosis von Ach (Abb.23). 

 

 
 

Die nächste Abbildung zeigt noch einmal die Reduktion der Relaxation auf die Maximaldosis 

von Acetylcholin der Sham- und CHF-Tieren nach Inkubation mit Fractalkine, dargestellt in 

einem Balkendiagramm als Prozentzahl der Relaxation ohne Fractalkine. Man sieht deutlich, 

dass auch die Sham-Tiere nach Fractalkine-Inkubation nur noch ca. 50 % ihrer maximal 

möglichen Relaxation ohne Fractalkine aufwiesen und Fractalkine auch bei herzinsuffzienten 

Ratten noch eine weitere Verschlechterung der Endothelfunktion bedingen kann (Abb.24). 

 

 

Abb.23: Endothel-abhängige 
Relaxation in Aortenringen 
Sham-operierter und   
herzinsuffizienter (CHF) Ratten: 
Isolierte, mit Phenylephrin (1 
µM) vorkontrahierte Aortenringe 
werden nach Inkubation mit 
Fractalkine (FK, 1 µg/ml, 2h) 
mit Acetylcholin (1µM) maximal 
relaxiert. Einzelwerte + 
Mittelwert, ** = p<0.01 vs. 
Unstimuliert, ## = p<0.01 vs. 
Sham 
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Bei der Gabe von Acetylcholin in aufsteigender Konzentration wird deutlich, dass der oben 

beschriebene Effekt nicht nur bei einer maximalen Konzentration von ACh auftrat, sondern 

die Relaxationskurven sich schon früher trennten, d.h. schon bei geringen Dosen von ACh 

war die Relaxation bei den CHF-Tieren nach Fractalkine-Inkubation deutlich vermindert 

(Abb.25).   

 
 
 
 

 

Abb.24: Reduktion der Endothel-abhängigen Relaxation in Aortenringen Sham-operierter und 
herzinsuffizienter (CHF) Ratten: Isolierte, mit Phenylnephrin (1 µM) vorkontrahierte Aortenringe 
wurden nach Inkubation mit Fractalkine (FK, 1 µg/ml, 2h) mit Acetylcholin (ACh, 1 µM) maximal 
relaxiert. Dargestellt ist der Anteil der ACh-induzierten Relaxation in Gegenwart von Fractalkine im 
Vergleich zu Kontrollringen der jeweiligen Gruppe. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren 
 

 

Abb.25: Endothel-abhängige Relaxation in Aortenringen Sham-operierter und  herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Isolierte, mit Phenylephrin (1 µM) vorkontrahierte Aortenringe wurden nach 
Inkubation mit Fractalkine (FK, 1 µg/ml, 2h) kumulativ mit Acetylcholin (ACh) relaxiert. Mittelwerte 
± SEM von n = 8 Tieren, ** = p<0.01 vs. Unstimuliert, ## = p<0.01 vs. Sham 
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Betrachtet man die Konzentration von Acetylcholin (ACh) für einen halbmaximalen Effekt 

(EC50), so benötigten die CHF-Tiere per se eine höhere Konzentration an Acetylcholin. Die 

Sham-Tiere jedoch benötigten nach Fractalkine-Inkubation eine höhere Konzentration an 

Acetylcholin für eine halbmaximale Relaxation (Abb.26). 

 

 
 

 

 
 
 
Bei der Endothel-unabhängigen Relaxation nach Gabe des exogenen NO-Donors DEA-

NONOate in aufsteigender Konzentration war nur ein geringer Unterschied bei den Sham-

Tieren und CHF-Tieren nach Fractalkine-Inkubation in ihrer Relaxation nachweisbar. Dies 

war deutlicher bei den Sham-Tieren zu erkennen. Ihre Relaxation verschlechterte sich nach 

Fractalkine-Inkubation. Bei den CHF-Tieren ist dieser Effekt etwas geringer ausgeprägt, 

wobei diese per se eine etwas reduzierte NO-Sensitivität aufwiesen (Abb.27). 

 

 

 

 

 

 

Abb.26:Endothel-abhängige Relaxation in Aortenringen Sham-operierter und  herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Konzentration an ACh, die zum Erreichen der halbmaximalen Relaxation (EC50) 
nötig war. Einzelwerte + Mittelwerte, **=p<0.01 vs. Unstimuliert, ## =p<0.01 vs.Sham. 
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Bei der Konzentration von DEA-NONOate für einen halbmaximalen Effekt (EC50) zeigte sich  

vornehmlich ein Unterschied zwischen den Sham- und den CHF-Tieren. Nach Inkubation mit 

Fractalkine war der Bedarf bei beiden Tiergruppen an DEA-NONOate nur gering gesteigert 

(Abb.28). 

 
 

 

Abb.27:Endothel-unabhängige Relaxation in Aortenringen Sham-operierter und herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Isolierte, mit Phenylephrin (1 µM) vorkontrahierte Aortenringe wurden nach 
Inkubation mit Fractalkine (FK, 1 µg/ml, 2h) mit ansteigenden Konzentrationen von DEA-NONOate 
kumulativ relaxiert. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren 
 
 

Abb.28: Endothel-unabhängige Relaxation in Aortenringen Sham-operierter und herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Konzentration an DEA-NONOate, die zum Erreichen der halbmaximalen Relaxation 
(EC50) nötig war. Einzelwerte + Mittelwerte, **=p<0.01 vs. Unstimuliert 
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Bei der Kontraktion auf die Gabe von  K+ 100 mM zeigten sich sowohl bei den Sham-Tieren 

als auch den CHF-Tieren keine Unterschiede zwischen der Kontraktion vor oder nach 

Inkubation mit Fractalkine (Abb.29).  

            
 

 
 

 

Dies gilt auch für die Kontraktion auf Phenylephrin 1 µM. Es konnte eine vergleichbare 

Vorkontraktion bei den Tieren durchgeführt werden, so dass keine Beeinflussung der 

Relaxationskurven nach Gabe des Vasokonstriktors vorlag (Abb.30). 

 

 
 
 
 

Abb.29: Kontraktion auf K+  in Aortenringen Sham-operierter und herzinsuffizienter (CHF) Ratten: 
Isolierte Aortenringe wurden wiederholt mit K+ mit einem Maximum von 100 mM kontrahiert bis 
gleich-starke Kontraktionen erzielt wurden. Einzelwerte + Mittelwerte. 
 
 

Abb.30: Kontraktion auf Phenylephrin in Aortenringen Sham-operierter und herzinsuffizienter (CHF) 
Ratten: Isolierte Aortenringe wurden mit Phenylnephrine 1 µM maximal kontrahiert nach Vorinkubation 
mit Fractalkine (FK, 1 µg/ml, 2h). Einzelwerte + Mittelwerte 
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Nach Gabe von Phenylephrin in aufsteigenden Konzentrationen zeigten die CHF-Tiere eine 

stärkere Kontraktion bei entsprechender Konzentration als die Sham-Tiere. Eine Inkubation 

mit Fractalkine führt zu einer früheren Kontraktion sowohl der CHF-Tiere als auch der Sham-

Tiere (Abb.31). 

 
 

 

 

 

 

Dieser Trend wird noch einmal deutlicher, wenn man die Konzentration für einen 

halbmaximalen Effekt (EC50) betrachtet. Nach Fractalkine-Inkubation benötigen die CHF-

Tiere eine etwas geringere Konzentration an Phenylephrin für eine halbmaximale 

Kontraktion. Auch die Sham-Tiere zeigten einen Trend zu einer solchen Beeinflussung, wenn 

auch in geringeren Ausmaß (Abb.32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.31: Phenylephrin-induzierte Kontraktion der Aortenringe Sham-operierter und herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Isolierte Aortenringe wurden nach Vorinkubation mit Fractalkine (FK, 1µg/ml, 2h) mit 
Phenylephrin in aufsteigender Konzentration kontrahiert. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren, ** = 
p<0.01 vs. Unstimuliert, ## = p<0.01 vs. Sham 
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Wenn man die Phenylephrin-induzierte Kontraktion nun noch auf das Ansprechen auf eine 

Rezeptor-unabhängige Depolarisation normalisiert, so zeigt sich dieser Effekt von Fractalkine 

auf die Kontraktion von Aortenringen von CHF- und Sham-Tieren noch deutlicher. Nach 

Inkubation mit Fractalkine kontrahierten die CHF-Tiere und auch die Sham-Tiere stärker als 

ohne Inkubation (Abb.33). 

 
 
 
 
 
 
 

Abb.32: Phenylephrin-induzierte Kontraktion der Aortenringen Sham-operierter und herzin-
suffizienter (CHF) Ratten: Konzentration an ACh, die zum Erreichen der halbmaximalen Relaxation 
(EC50) nötig war. Einzelwerte + Mittelwerte 
 
 

 

Abb.33: Phenylephrin-induzierte Kontraktion der Aortenringen Sham-operierter und herzin-
suffizienter (CHF) Ratten: Isolierte Aortenringe wurden nach Vorinkubation mit Fractalkine (FK, 1 
µg/ml, 2h) mit Phenylephrin in aufsteigenden Konzentrationen kontrahiert. Dargestellt als Prozentsatz 
der maximalen Kontraktion auf K + 100 mM. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren, ** = p<0.01 vs. 
Unstimuliert, ## = p<0.01 vs. Sham 
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Mittels immunhistochemischer Färbung wurde die Expression von Fractalkine (CX3CL1) 

sowie seines Rezeptors (CX3CR1) in der Aorta von CHF- und Sham-Tieren dargestellt (Abb. 

34), da eine Expression des Rezeptors die Voraussetzung für die Wirkung des Liganden ist. 

 

 
 

 

 
 

 

Eine funktionelle Relevanz hätten die oben beschriebenen Effekte (Verstärkung der 

Endotheldysfunktion bei CHF) von Fractalkine im Falle einer erhöhten Bildung des Liganden 

CX3CL1. Mittels ELISA wurde die Serum-Konzentration (Abb.35) sowie die Urin-

Konzentration (Abb.36) von Fractalkine bei Sham- und CHF-Tieren bestimmt. Hier zeigten 

die CHF-Tiere einen signifikant höhere Fractalkine-Spiegel im Serum und Urin. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34: Immunhistochemischer Nachweis des Fractalkine-Liganden (CX3CL1) und des Fractalkine-
Rezeptors (CX3CR1) in der Aorta von CHF- und Sham-Tieren: In der oberen Bildreihe ist die 
Expression des Liganden bei Sham-und CHF-Tieren zu sehen. In der unteren Reihe ist der Rezeptor 
zu sehen. Bilder in 20facher Vergrößerung 



 
ERGEBNISSE 

 52 
 

 

 
 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Abb.35: Serum-Konzentration von gelösten CX3CL1 bei Sham-operierten und herzinsuffizienten (CHF) 
Ratten: Mittels ELISA konnte die Konzentration von sCX3CL1 im Serum bestimmt werden. Mittelwerte 
± SEM von n = 10 Tieren, * = p<0.05 vs. Sham 

 
Abb.36: Urin-Konzentration von sCX3CL1 bei Sham-operierten und herzinsuffizienten (CHF) Ratten: 
Mittels ELISA konnte die Konzentration von sCX3CL1 im Urin bestimmt werden. Mittelwerte ± SEM 
von n = 10 Tieren, * = p<0.05 vs. Sham 
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1.2  Thrombozyten 

 
Da Fractalkine zusätzlich zur Induktion einer Endotheldysfunktion177 auch Thrombozyten 

aktiviert und zu deren Degranulation führt 166;176, wurde zunächst die Expression von 

CX3CR1 auf der Oberfläche von Thrombozyten von CHF- und Sham-Tieren untersucht 

(Abb.37). 

 

 
 

 

 

 

 
Die Thrombozyten der CHF-Tieren zeigten in der Durchflusszytometrie eine gesteigerte 

Reaktivität auf ansteigende Dosen von ADP (1, 5, 10 µM) gegenüber den Sham-Tieren. Bei 

einer Kostimulation mit Fractalkine wiesen die Thrombozyten von CHF-Tieren eine 

signifikant erhöhte P-Selektin-Expression nach ADP-Stimulation mit 10 µM auf. Die 

alleinige Stimulation mit Fractalkine ohne ADP hatte keinen Effekt auf die CD62P-

Expression der Thrombozyten von CHF-Tieren und Sham-Tieren. In der folgenden 

Abbildung ist die mittlere Immunfluoreszenz für P-Selektin aller Thrombozyten dargestellt 

(Abb.38). 

 

 

 

 

Abb.37: Expression des CX3CR1-Rezeptors auf der Oberfläche von Thrombozyten der CHF- und 
Sham-Tiere: Die Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) wurde mittels Durchfluss-
zytometrie auf der Thrombozytenoberfläche gemessen. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren,  
* = p<0.05 vs. Sham 
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Zur Verdeutlichung, dass es sich bei dem oben beschriebenen Effekt nicht nur um einen 

Effekt in einer sensitiveren Thrombozytensubpopulation handelte, ist in der folgenden 

Abbildung der Anteil der P-Selektin (CD62P)-positiven Zellen aller Thrombozyten 

dargestellt. Es konnte wiederum eine signifikante Erhöhung bei den CHF-Tieren nach ADP-

Stimulation mit 10 µM und Kostimulation mit Fractalkine gezeigt werden (Abb.39). 

 

 
 
 

Abb.38: ADP-induzierte P-Selektin 
(CD62P)-Expression auf 
Thrombozyten Sham-operierter und 
herzinsuffizienter (CHF) Ratten: 
Einfluss der Fractalkine-
Kostimulation auf die P-Selektin-
Expression auf Thrombozyten nach 
Stimulation mit ADP (1, 5, oder 10 
µM, 10 min.). Mittlere Fluoreszenz 
± SEM von n = 8 Tieren, *= p<0.05 
vs. Kein Fractalkine, ## = p<0.01 vs. 
Sham 

Abb.39: ADP-induzierte P-Selektin 
(CD62P)-Expression auf Thrombozyten 
Sham-operierter und herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Einfluss der Fractalkine-
Kostimulation auf die P-Selektin-
Expression auf Thrombozyten nach 
Stimulation mit ADP (1, 5, oder 10 µM, 
10 min.). Anteil der P-Selektin-positiven 
Thrombozyten ± SEM von n = 8 Tieren, 
*= p<0.05 vs. Kein Fractalkine, ## = 
p<0.01 vs. Sham 
 



 
ERGEBNISSE 

 55 
 

 

In der Aggregometrie wurden die Thrombozyten der CHF-Tiere und Sham-Tiere mit einer 

ADP-Konzentration stimuliert, welche per se eine 30-40%-ige Aggregation auslöste. Nach 

Inkubation mit  Fractalkine (1 µg/ml, 5 min.) wurde diese Aggregation bei den CHF-Tieren 

signifikant verstärkt, während dieser Effekt bei Thrombozyten von Sham-Tieren nicht 

beobachtet wurde (Abb.40).    

 

 
 

 

 

 

 

2. Diabetes mellitus Typ 2 

 
2.1  Gefäße 

 

Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Expression von Fractalkine in der Aorta der Obese- 

und Lean-Ratten untersucht. Eine signifikant erhöhte Expression von Fractalkine in den 

Aorten der Obese-Tiere im Vergleich zu den Lean-Tieren wurde deutlich (Abb.41). 

 

 

 

 

 

Abb. 40: ADP-induzierte Aggregation der Thrombozyten Sham-operierter und herzinsuffizienter 
(CHF) Ratten: Einfluss der Fractalkine-Kostimulation auf die Thrombozyten-Aggregation bei 
Induktion einer 30-40%igen Aggregation mittels ADP. Mittelwerte ± SEM von n = 8 Tieren,  
** = p<0.01 vs. Sham 
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Die Quantifizierung der CX3CL1-Expression in der Aorta erfolgte mittels eines Gewebe-

ELISA´s. Die Obese-Tiere wiesen eine eine höhere Konzentration an Fractalkine (CX3CL1) 

auf (Abb.42). 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Abb. 41: Fractalkine-Expression in den Aorten von Obese- und Lean-Ratten: Mittels Western Blot 
wurde die Fractalkine-Expression in den Aorten von Lean- Ratte gegenüber Obese-Ratten gemessen 
(normalisiert auf GAPDH-Expression). Mittelwerte ± SEM von n=12 Tieren, *=p<0.05 vs. Lean 

Abb.42: Gewebe-Konzentration von Fractalkine in der Aorta bei Lean- und Obese-Ratten: Mittels 
ELISA wurde die Konzentration von Fractalkine (CX3CL1) in pg / mg Protein bei Lean- und Obese-
Ratten bestimmt. Mittelwerte ± SEM von n=10 Tieren, *=p<0.05 
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2.2  Thrombozyten 

 
Zunächst wurde ähnlich wie bei den CHF-Tieren die Expression des Fractalkine-Rezeptors 

(CX3CR1) auf der Oberfläche der Thrombozyten von Obese- und Lean-Tieren untersucht. Die 

Expression konnte mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. Hier zeigte sich eine 

signifikante Erhöhung des auf der Thrombozyten-Oberfläche exprimierten Fractalkine-

Rezeptors bei den Obese-Tieren (Abb.43). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Das zweite Diagramm zur Expression des Fractalkine-Rezeptors zeigte eine typische 

durchflusszytometrische Kurve mit gezählten Events gegenüber Anti-CX3CR1 auf der 

Thrombozytenoberfläche bei den Obese-Tieren. Hier wurde auch eine verstärkte Expression 

von CX3CR1 auf der Thrombozytenoberfläche von ZDF-Ratten deutlich (Abb.44). 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.43: Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR 1) auf Thrombozyten von Lean-und Obese-
Ratten: Die Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR 1) wurde mittels Durchflusszytometrie auf 
der Thrombozytenoberfläche gemessen. Mittlere Fluoreszenz ± SEM von n = 7-8 Tieren, *= p<0.05 
vs. Lean 
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Nachdem auch bei den Obese-Thrombozyten die CX3CR1-Expression erhöht war, wurden die 

Thrombozyten der Lean- und Obese-Ratten nach oben beschriebenem Protokoll vor der ADP-

Stimulation mit Fractalkine bzw. Puffer inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach 

der ADP-induzierten Stimulation die Expression von P-Selektin gemessen. Bei einer 

Konzentration von ADP 10 µM war der Unterschied signifikant. Die Thrombozyten der ZDF-

Tiere zeigten eine durch Fractalkine signifikant verstärkte P-Selektin-Expression bei ADP 10 

µM gegenüber den Lean-Tieren. Ein alleiniger Effekt von Fractalkine ohne ADP-Stimulation 

auf die CD62P-Expression wurde nicht deutlich (Abb.45). 

 

 

 

 

Abb.44: Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) auf Thrombozyten von Lean- und Obese-
Ratten: Die Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) wurde mittels Durchflusszytometrie auf 
der Thrombozyten-Oberfläche gemessen (gefüllte Kurve = Lean; offene Kurve = Obese)  
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Auch in der Aggregometrie zeigte sich ein Unterschied nach Fractalkine-Inkubation. Das PRP 

(300.000 Thrombozyten/µl) von Obese- und Lean-Ratten wurde vor der ADP-induzierten 

Aggregation mit Fractalkine fünf Minuten inkubiert. Es wurde dann die für eine 40%-

Aggregation nötige ADP-Konzentration hinzugegeben. Die Obese-Tiere zeigten nach 

Inkubation mit Fractalkine eine signifikant stärkere Aggregation gegenüber den Lean-Tieren 

auf dieselbe ADP-Konzentration (Abb.46). 

 
 
 
 
 

Abb.45: Effekt von Fractalkine auf ADP-induzierte P-Selektin (CD62P)-Expression auf 
Thrombozyten von Lean- und Obese-Ratten: Thrombozyten von Lean- und ZDF-Ratten wurden mit 
Fractalkine (CX3CL1) oder Puffer für 5 min. vor der ADP-induzierten Stimulation inkubiert. P-
Selektin (CD62P)-Expression wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Mittelwerte ± SEM 
von n=10-12 Tieren, * =p<0.05 vs. Lean 
 

Abb.46: Effekt von Fractalkine-Kostimulation auf die ADP-induzierte Thrombozyten-Aggregation: 
PRP (300.000/µl) von Lean- und Obese-Ratten wurde mit Fractalkine oder Puffer (5 min.) vor der 
ADP-induzierten Aggregation inkubiert. ADP wurde so titriert dass die nicht Fractalkine-inkubierten 
Proben eine 40%-ige Aggregation erreichen. Mittlere Aggregation ± SEM  von n = 6-9 Tieren, ** = 
p<0.01 vs. Lean  
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In der Adhäsions-Flusskammer wurde der Effekt von Fractalkine auf die thrombozytäre 

Adhäsion an Fibrinogen unter arteriellen Scherkräften (1000/s) untersucht. Die Thrombozyten 

der Obese-Ratten zeigten nach Stimulation mit Fractalkine eine signifikante Verstärkung der 

Adhäsion an Fibrinogen im Vergleich zu den Thrombozyten der Lean-Tieren (Abb.47). 

 

 
 
 

Abb.47: Effekt von Fractalkine auf Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen bei Lean- und Obese-
Ratten: Thrombozyten von Lean- und Obese-Ratten wurden in der Flusskammer mit Fractalkine 
stimuliert. Fractalkine-induzierte Verstärkung der Fibrinogenadhäsion als % der Unstimulierten ± 
SEM von n = 5 Tieren, ** = p < 0.01 
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IV. DISKUSSION 

 
In den Tiermodellen für Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus wurde die Wirkung von 

Fractalkine auf Thrombozyten und Gefäßendothel untersucht. Beiden Modellen ist eine 

endotheliale Dysfunktion und eine vermehrte Thrombozytenaktivierung gemeinsam, die 

wiederum mit einer erhöhten kardiovaskulären Morbidität einhergeht.  

Endotheldysfunktion ist ein frühes charakteristisches Merkmal der Atherogenese. 

Verschiedene Faktoren führen zu einer Dysbalance zwischen NO und Prostazyklin auf der 

einen Seite und Superoxidanionen auf der anderen Seite. Diese Veränderungen führen zu 

einem erhöhten oxidativen Stress und einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit.52 Die 

verminderte NO-Verfügbarkeit resultiert in einer reduzierten Gefäßrelaxation und einer 

erhöhten Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen. Außerdem kommt es durch die 

verminderte NO-Verfügbarkeit im Gefäßlumen zu einer Herabsetzung der endogenen 

Thrombozyten-Inhibition.47 Die Thrombozyten werden empfindlicher für Aktivierung und 

das entzündlich veränderte Endothel exprimiert vermehrt Adhäsionsmoleküle und 

synthetisiert vermehrt Thrombozyten-Agonisten.106;107 Aktivierte Thrombozyten adhärieren 

daraufhin am Endothel und veranlassen ein Rekruitment von Leukozyten. Durch Adhäsion 

am entzündlich verändertem Endothel und der Interaktion mit Thrombozyten sind Leukozyten 

in der Lage, die Gefäßwand zu infiltrieren und zu transmigrieren, um weitere enzündliche 

Reaktionen im Endothel zu erleichtern und damit die Atherogenese zu fördern.4 Eine wichtige 

Rolle bei der Interaktion zwischen Thrombozyten, Leukozyten und Endothel spielen 

Chemokine. Chemokine sind eine große Familie von kleinen Proteinen, die eine Chemotaxis 

von Zellen induzieren. Das Chemokine Fractalkine ist durch spezielle Mechanismen 

besonders in der Lage, aktivierte Thrombozyten an das geschädigte Endothel zu binden.166  

Aus früheren Arbeiten ist bekannt, dass Fractalkine zu einer Rekruitierung von Leukozyten an 

inflammiertem Endothel unter arteriellen Flussbedingungen führt und direkten Einfluss auf 

Thrombozyten im Sinne einer verstärkten Aktivierung hat.166;176 Diese durch Fractalkine 

beeinflusste verstärkte Aktivierung der Thrombozyten, als Marker die verstärkte P-Selektin-

Expression, spielen eine Schlüsselrolle im chronischen Prozess der Atherosklerose. Eine 

weitere frühere Arbeit hat gezeigt, dass Fractalkine in der Lage ist, eine endotheliale 

Dysfunktion durch Generation von Superoxidanionen mit daraus resultierendem NO-Mangel 

zu induzieren.177  
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In Mäusen mit einem defizienten Fractalkine-Rezeptor konnte eine signifikante Reduktion der 

Progression atherosklerotischer Läsionen beobachtet werden.154;161 Dies legt nahe zu  

untersuchen, welche Effekte Fractalkine bei Ratten mit Diabetes mellitus hat, da es bei 

Diabetes mellitus schon zu sehr frühen atherosklerotischen Läsionen kommt.23 

Die jetzt vorgestellten Ergebnisse untermauern die herausragende Bedeutung von Fractalkine 

nicht nur bei Atherosklerose, sondern auch bei Herzinsuffizienz. Aus diesem Grund wurde die 

Wirkung von Fractalkine auf  Thrombozyten und Gefäße in diesen beiden Modellen 

untersucht. 

 

Bei herzinsuffizienten Ratten war als Zeichen der schon bestehenden Endotheldysfunktion 

bereits vor Inkubation mit Fractalkine die endothel-abhängige Gefäßrelaxation nach Gabe von 

Acetylcholin vermindert.48 Diese wurde durch Fractalkine-Einwirkung noch einmal 

signifikant reduziert. Schon die Sham-Tiere zeigten nach Fractalkine-Inkubation eine neu 

aufgetretene verschlechterte Relaxation im Sinne einer durch Fractalkine induzierten 

Endotheldysfunktion. Dieser Effekt auf gesunde Tiere ist bereits beschrieben und wird 

vornehmlich durch eine vermehrte vaskuläre Superoxidbildung bedingt.177 

Durch die so verminderte Freisetzung von NO bedingt zeigte sich ausserdem eine 

Verstärkung der Kontraktion durch Fractalkine bei CHF- und Sham-Tieren. Da die CHF-

Tiere per se schon eine stärkere Kontraktion aufweisen, kann auch dies als Zeichen der 

vermehrten Endotheldysfunktion gewertet werden. Problematisch ist diese verstärkte 

Kontraktion gerade bei Atherosklerose wegen möglicher thromboembolischer 

Komplikationen. Durch eine gesteigerte Kontraktion eines atherosklerotisch veränderten 

Gefäßes kann es zu einer Plaque-Ruptur oder einer Ischämie des nachfolgenden 

Gefäßabschnittes kommen. 

Diese entscheidende Rolle von Fractalkine bei Herzinsuffizienz wurde weiter unterstützt 

durch die immunhistochemischen Ergebnisse. Es zeigte sich eine deutliche Expression des 

Fractalkine-Rezeptors und seines Liganden Fractalkine in der Aorta von CHF-Tieren. Daher 

könnte eine langfristig erhöhte Fractalkine-Konzentration auf das Endothel bei 

Herzinsuffizienz eingewirkt haben. Die höhere Fractalkine-Konzentration im Serum und Urin 

bei den CHF-Tieren gegenüber den Sham-Tieren bestätigt diesen Verdacht und zeigt nun 

auch die Relevanz der oben beschriebenen Effekte durch Fractalkine bei Herzinsuffizienz. 

Neben Induktion einer Endotheldysfunktion ist Fractalkine in der Lage, Thrombozyten zu 

aktivieren und ihre Aggregation zu verstärken166;176. Bei den Thrombozyten der CHF-Tiere  



 
DISKUSSION 

 

 63 
 

 

zeigte sich eine signifikant höhere Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1)  auf der 

Thrombozyten-Oberfläche. 

Die Thrombozyten bei CHF haben per se eine höhere Aktivität und eine verminderte 

endogene Inhibition82, was wiederum zu einer vermehrten Anfälligkeit gegenüber aktivieren-

den Substanzen wie ADP führt. Die CHF-Tiere weisen eine erhöhte Expression des 

Fractalkine-Rezeptors auf ihrer Thrombozytenoberfläche auf. Dies führt zu einer größeren 

Angriffsfläche für Fractalkine. Dementsprechend kam es nach Kostimulation mit Fractalkine 

und ADP bei den Thrombozyten der CHF-Tiere zu einer signifikant erhöhten 

Thrombozytenreaktivität. Die Aktivität der Thrombozyten der Sham-Tiere war durch 

Fractalkine nicht-beeinflussbar. Fractalkine alleine hatte keinen Effekt auf die Aktivität von 

Thrombozyten der CHF-Tiere oder Sham-Tiere.  

Zusammengefasst kann man sagen, dass im Serum und Urin der CHF-Tieren eine höhere 

Konzentration löslichen Fractalkines als bei den Sham-Tieren messbar war. In den Gefäßen 

der herzinsuffizienten Tieren zeigt sich eine erhöhte Expression von Fractalkine. Die durch 

Fractalkine induzierte Endotheldysfunktion führt zu einer verminderten Freisetzung des 

endogenen Thrombozyteninhibitors NO, folglich sind die Thrombozyten der CHF-Tiere 

reaktiver. Die Thrombozyten der CHF-Tieren weisen zusätzlich jedoch eine erhöhte 

Expression des Fractalkine-Rezeptors auf, weshalb sie deshalb auch noch empfänglicher für 

das bei CHF erhöht zirkulierende Fractalkine sind. Dies führt bei den Thrombozyten der 

CHF-Tiere zu einer signifikant erhöhten Aktivität. Folglich verstärkt Fractalkine die 

Endotheldysfunktion und Thrombozytenaktivierung bei Herzinsuffizienz.  

 

Die diabetischen ZDF-Obese-Ratten zeigten eine signifikant erhöhte Fractalkine-Expression 

in ihrer Aorta im Vergleich zu den nicht-diabetischen Lean-Tieren. Auch in diesem Modell 

wiesen die Thrombozyten der erkrankten (Obese-)Tiere eine signifikant höhere Fractalkine-

Rezeptor-Expression auf als die der Lean-Ratten. Dadurch lässt sich ähnlich wie bei den 

herzinsuffizienten Ratten die vermehrte Reaktion der Obese-Ratten auf Fractalkine erklären. 

Eine Kostimulation mit Fractalkine führte auch in diesem Modell zu einer signifikant 

erhöhten Aktivierung der Thrombozyten durch ADP. Die Thrombozyten der Lean-Ratten sind 

kaum beeinflusst in ihrer Aktivität durch eine Fractalkine-Kostimulation. Auch hier kann man 

also bei einer bereits bestehenden erhöhten Thrombozytenaktivierung den Effekt von  
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Fractalkine im Sinne einer Verstärkung der ADP-induzierten Aktivierung beobachten. Jedoch 

ist dieser Effekt auch hier nicht allein durch Fractalkine, sondern nur in Anwesenheit von  

ADP auslösbar. Durch eine Kostimulation mit Fractalkine kommt es bei den Obese-Tieren 

auch zu einer Verstärkung der Aggregation auf ADP.  

Ein weiterer entscheidender Schritt der Atherogenese ist unter anderem die Adhäsion von 

Thrombozyten am Endothel. Durch den Einfluss von Fractalkine wird die Adhäsion von 

Thrombozyten der Obese-Ratten an membran-gebundenem Fibrinogen erhöht. Dies 

verdeutlicht die Bedeutung von Fractalkine: aktivierte Thrombozyten haben per se eine 

vermehrte Adhäsionfähigkeit an Endothelzellen196. Durch Fractalkine wird dieser für die 

Atherosklerose entscheidender Schritt noch gesteigert. 

Zusammengefasst zeigte sich in den aortalen Gefäßen eine gesteigerte Fractalkine-Expression 

bei Obese-Ratten. Weiter ist eine verstärkte Aggregation und Thrombozyten-Aktivierung 

nach Stimulation mit Fractalkine bei den Obese-Tieren nachweisbar. Die Thrombozyten von 

ZDF-Tieren weisen eine erhöhte Anzahl von Fractalkine-Rezeptoren auf. Durch Fractalkine-

Stimulation lässt sich eine verstärke Fibrinogen-Adhäsion der Thrombozyten von Obese-

Tieren induzieren. 

 

Bei unseren zwei Modellen konnten wir also davon ausgehen, dass wie in der Einleitung 

beschrieben bereits eine Endotheldysfunktion und eine vermehrte Thrombozytenaktivierung 

bestand.48;82;106 Die Wirkung des Chemokins Fractalkine hat in den  Modellen zu einer 

Verstärkung zum einen der endothelialen Dysfunktion zum anderen der 

Thrombozytenaktivierung geführt. Interessanterweise zeigten auch die Kontrolltiere im 

Herzinsuffizienz-Modell eine eingeschränkte Endothelfunktion nach Fractalkine-Gabe. Dies 

verdeutlicht, dass Fractalkine nicht nur auf schon geschädigtes Endothel wirkt, sondern auch 

auch völlig gesundes Endothel in seiner Funktion einschränken kann. Bei schon geschädigtem 

Endothel ist der Funktionsverlust jedoch noch kritischer, da die Funktioneinbuße aggraviert 

wird.  

Bei der Wirkung von Fractalkine auf Thrombozyten scheint es kaum eine Beeinflussung auf 

die Thrombozyten von Kontrolltieren zu geben - weder im CHF-Modell noch im ZDF-

Modell. Das zeigt, dass Fractalkine vor allem auf die Thrombozyten, die schon aktiviert sind, 

wirkt. Es scheint bei einer der Fractalkine-induzierten Thrombozytenaktivierung zu einer 

Hochregulation der Fractalkine-Rezeptoren zu kommen und somit bietet sich eine weitere 

Angriffsfläche für Fractalkine am aktivierten Thrombozyten, was wiederum zu einer  
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vermehrten Thrombozytenaktivierung führt. Man kann vermuten, dass dies wie ein Circulus 

vitiosus wirkt. 

 
Interessanterweise hat Fractalkine in den zwei Modellen zu einer vermehrten 

Thrombozytenaktivierung geführt, jedoch war immer eine Kostimulation mit ADP 

notwendig. Dies passt zu dem in der Einleitung beschriebenen Modell des Fractalkine-

Rezeptors. ADP bewirkt mittels zweier Rezeptoren eine Thrombozytenaktivierung (P2Y1 und 

P2Y12). Fractalkine benutzt teilweise denselben Signalweg zur Thrombozytenaktivierung wie 

ADP (P2Y12), da jedoch auch ADP nicht über P2Y12 alleine wirken kann, geht man nach dem 

Modell des Fractalkine-Rezeptors davon aus, dass die Aktivierung der Thrombozyten über 

diesen G-Protein-gekoppelten Fractalkine-Rezeptor bedingt ADP-abhängig ist, und aus 

diesem Grund die alleinige Gabe von Fractalkine wirkungslos bleibt. Auch kann eine 

alleinige Aktivierung von P2Y12  durch ADP bei vorheriger Blockade von P2Y1 keine 

Thrombozytenaktivierung initiieren, sondern nur eine bestehende verstärken. 

Außerdem konnten wir eine gesteigerte Anzahl von Fractalkinerezeptoren auf Thrombozyten 

von Obese- und CHF-Tieren nachweisen, was zu der vermehrten Aktivierung durch 

Fractalkine passt. 

 

Fractalkine scheint gerade bei schon bestehender endothelialer Dysfunktion und 

Thrombozytenaktivierung wirksam zu sein. Dies würde Fractalkine eine herausragende Rolle 

bei schon manifester oder sich entwickelnder Atherosklerose zuschreiben. Jedoch konnten wir 

bei den  ZDF-Tieren per se schon eine gesteigerte Expression von Fractalkine in den aortalen 

Gefäßen nachweisen. Dies könnte darauf hindeuten, dass Fractalkine auch schon bei frühen 

Prozessen der Atherogenese oder gar in präatherosklerotischen Stadien eine wichtige Rolle 

spielt.  

Bei bestehender endothelialer Dysfunktion und Thrombozytenaktivierung zeigt sich eine 

gesteigerte Empfindlichkeit für Fractalkine, was zum Beispiel durch eine Hochregulation von 

Fractalkine-Rezeptoren erklärbar ist, wie wir sie im Modell des Typ 2-Diabetes und bei 

Herzinsuffizienz auf Thrombozyten nachweisen konnten. 

 

Fractalkine führt in einem Modell für Herzinsuffizienz sowie für Diabetes zu einer 

Verstärkung der endothelialen Dysfunktion und der Thrombozytenaktivierung führt. Durch 

eine gesteigerte vaskuläre Expression von Fractalkine sowohl bei Herzinsuffizienz als auch  
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bei Diabetes mellitus kommt es zu einer weiteren Verstärkung des negativen Einfluss von 

Fractalkine auf Gefäße und Thrombozyten. 

 
 
CX3CL1/ CX3CR1 könnte aus diesem Grund ein neuer und vielversprechender Angriffspunkt 

für Medikamente in der Therapie von Gefäßkrankheiten sein. Man könnte sich vorstellen, 

dass eine Blockierung des Fractalkine-Rezeptors zu einer verminderten Formation von 

atherosklerotischen Läsionen und einer abgeschwächten Thrombozytenaktivierung führen 

könnte, was wiederum thromboembolische Komplikationen wie Myokardinfarkte, 

Schlaganfälle oder pAVK verhindern könnte. 

Weiter zeigte sich, dass die kardiovaskuläre Expression von Fractalkine nicht nur bei Athero-

sklerose verstärkt ist, sondern auch bei Herzinsuffienz. Daher könnte man sich Fractalkine als 

bedeutsamer therapeutischer Ansatzpunkt in der Therapie der Herzinsuffizienz vorstellen, um 

deren weitere Progression und Komplikationen einzuschränken.
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Diabetes mellitus und Herzinsuffizienz gehen mit einer stark erhöhten kardiovaskulären 

Morbidität einher. Bei beiden Krankheiten besteht eine Endotheldysfunktion und eine 

verstärkte Thrombozytenaktivierung. Daraus resultieren wiederum frühe atherosklerotische 

Läsionen bzw. eine Progression der Herzinsuffizienz.  

Das Chemokin Fractalkine wurde als Risikofaktor für eine schwere koronare Herzerkrankung 

beschrieben. Der Fractalkine-Rezeptor ist mit einem erhöhten Atherosklerose-Risiko 

assoziiert. Auch ist Fractalkine in der Lage, eine Endotheldysfunktion sowie eine 

Thrombozytenaktivierung zu induzieren bzw. zu verstärken. Es lag daher nahe, den Effekt 

von Fractalkine auf Endothel und Thrombozyten von Ratten mit Herzinsuffizienz und 

Diabetes mellitus zu untersuchen.  

Die Expression von Fractalkine wie auch seines Rezeptors war in der Aorta bei 

Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus gesteigert. Auch das lösliche Fractalkine im Serum 

war bei beiden Krankheitsmodellen erhöht. Auf der Thrombozytenoberfläche zeigte sich eine 

stärkere Fractalkine-Rezeptor-Expression. Durch Stimulation mit Fractalkine konnte bei 

beiden Modellen eine signifikant akzelerierte Thrombozytenaktivierung erzielt werden. Bei 

den herzinsuffizienten Tieren zeigte sich eine signifikante Verschlechterung der schon 

bestehenden endothelialen Dysfunktion nach Inkubation mit Fractalkine. Deshalb kann man 

davon ausgehen, dass Fractalkine eine bedeutende Rolle sowohl für die Atherosklerose bei 

Diabetes mellitus als auch bei Herzinsuffizienz spielt. Man könnte sich nun Fractalkine und 

seinen Rezeptor als einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt für die Verhinderung der 

Progression sowohl atherosklerotischer Läsionen als auch der Inflammation bei 

Herzinsuffizienz vorstellen. Dadurch wäre eine Reduzierung weiterer atherosklerotischer 

Komplikationen wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall eventuell möglich. 
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Immunhistochemischer Nachweis des Fractalkine-Liganden (CX3CL1)  
und des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) in der Aorta von CHF- und 
Sham-Tieren 

  
 
 
 
S.51 

Abb.35 Serum-Konzentration von gelösten CX3CL1 bei Sham-operierten und 
herzinsuffienten (CHF) Ratten 

  
S.52 

Abb.36 Urin-Konzentration von sCX3CL1 bei Sham-operierten und 
herzinsuffizienten (CHF) Ratten 

  
S.52 

Abb.37 Expression des CX3CR1-Rezeptors auf der Oberfläche der CHF- und 
Sham-Tiere 

  
S.53 

Abb.38 ADP-induzierte P-Selektin (CD62P)-Expression auf Thrombozyten 
Sham-operierter und herzinsuffizienter (CHF) Ratten (% aller 
Thrombozyten) 

  
 
S.54 

Abb.39 ADP-induzierte P-Selektin (CD62P)-Expression auf Thrombozyten 
Sham-operierter und herzinsuffizienter (CHF) Ratten 

  
S.54 

Abb.40 ADP-induzierte Aggregation der Thrombozyten Sham-operierter und    
herzinsuffizienter (CHF) Ratten 

  
S.55 

Abb.41 Fractalkine-Expression in den Aorten von Obese- und Lean-Ratten  S.56 
Abb.42 
 
Abb.43 

Gewebe-Konzentration von Fractalkine in der Aorta bei Lean-und 
Obese-Ratten 
Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) auf Thrombozyten 
von Lean- und Obese-Ratten (Balkendiagramm) 

  
S.56 
 
S.57 

Abb.44 Expression des Fractalkine-Rezeptors (CX3CR1) auf Thrombozyten 
von Lean- und Obese-Ratten (Durchflußzytometriekurve) 

  
S.58 

Abb.45 Effekt von Fractalkine auf ADP-induzierte P-Selektin (CD62P)-
Expression auf Thrombozyten von Lean- und Obese-Ratten 

  
S.59 

Abb.46 Effekt von Fractalkine-Kostimulation auf die ADP-induzierte 
Thrombozyten-Aggregation 

  
S.59 

Abb.47 Effekt von Fractalkine auf Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen bei 
Lean- und Obese-Ratten 

  
S.60 
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VIII. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 
Abb        Abbildung 
ACh Acetylcholin 
AC Adenylatzyklase 
ADP Adenosin-Diphosphat 
AGE´s engl. advanced glycosylation endproducts 
AK Antikörper 
ApoE Apolipoprotein-E 
ATP Adenosin-5´-Triphophat 
BSA engl. bovine serum albumine, Rinderserumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
Ca++ Kalzium 
CaCl2 Kalziumchlorid 
cAMP zyklisches Adenosin-3´:5´-Monophosphat 
CD62P        P-Selektin 
cGMP zyklisches Guanin-3´:5´-Monophosphat 
CHF engl. congestive Heart Failure, Herzinsuffizienz 
CX3CL1 Fractalkine 
CX3CR1 Fractalkine-Rezeptor 
DM Diabetes mellitus 
EC engl. endothelial cell 
EC50 Konzentration eines Wirkstoffs, bei der die Hälfte des 

maximal möglichen Effekts erreicht wird 
EDF Endotheldysfunktion 
EDRF engl. endothelium-derived relaxing factor 
eNOS endotheliale NO-Synthase 
ER endoplasmatisches Retikulum 
FK Fractalkine 
FKN Fractalkine 
GMP        Guaninmonophosphat 
G-Protein Guanylnukleotid-bindendes Protein 
GP-Rezeptor Glykoprotein-Rezeptor 
GTP Guanin-5´-Triphosphat 
Hb Hämoglobin 
ICAM-1 Interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 
IFN-γ Interferon-γ 
IL-8 Interleukin 8 
IL-1β Interleukin-1β 
iNOS induzierbare NO-Synthase 
IP3 Inositol-1,4,5-Triphophat 
K+ Kalium 
KCl Kaliumchlorid 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
LDL-Cholesterin engl. low density lipoproteins-Cholesterin 
LVEDP engl. left ventricular end diastolic pressure 
MCP-1 engl. macrophage chemotactic protein-1  
MCS-F engl. macrophage colony-stimulating factor-1 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
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mM mmol/l 
µM µmol/l 
NaCl Natriumchlorid 
NAHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
NADPH       Nicotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert 
NO Stickstoffmonoxid 
NO2

- Nitrit 
NO3

- Nitrat 
NNOS neuronale NO-Synthase 
NF-kB engl. nuclear factor κB 
ONOO- Peroxynitrit 
PBS engl. phophate-buffered saline; NaCl-Phophatpuffer 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PECAM-1 Thrombozyten-Endothelzell-Adhäsionsmolekül 1 
PGI2 Prostazyklin 
pH negativer dekadischer Logarithmus der H3O+-Konzentration 

in wässriger Lösung 
PI-3-Kinase Phophatidylinositol-3-Kinase 
PKA Proteinkinase A 
PLC Phospholipase C 
PPP engl. platelet poor plasma 
PRP engl. platelet rich plasma 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
RAGE engl. receptor of advanced glycation end products 
RIVA Ramus interventricularis anterior 
ROS engl. reactive oxygen spezies 
S. Seite 
SEM engl. standard error of the mean 
SMC engl. smooth mucle cell 
TNF-α Tumornekrosefaktor-α 
TxA2 Thromboxan A2 
VASP Vasodilator-stimulated Phosphoprotein 
VCAM-1 engl. vascular cell adhesion molecule-1 
VWF von-Willebrand-Faktor 
z.B. zum Beispiel 
ZDF engl. Zucker diabetic fatty 
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