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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie @ und  Pathophysiologie  kardiovaskularer

Erkrankungen

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems stellen die haufigste Todesursache in
Deutschland dar. 47 % der Todesfalle im Jahre 2003 konnten auf kardiovaskulare
Erkrankungen zuruckgefuhrt werden. Von diesen waren 41 % durch ischamische
Herzkrankheiten wie Atherosklerosen und Myokardinfarkte bedingt (Statistisches
Bundesamt, 2005).

Atherosklerose zeichnet sich durch eine fortschreitende Stenose der Arterien aus.
Bei einer Verengung der Herzkranzgefalle wird von koronarer Herzkrankheit (KHK)
gesprochen. Eine Reihe von Risikofaktoren begunstigt die Entstehung einer KHK.
Hierzu gehoren Fettstoffwechselstérungen, Bluthochdruck, Rauchen, genetische
Pradisposition, Alter, Geschlecht, Ubergewicht und Diabetes mellitus (Goldbourt und
Neufeld, 1986).

Ein Myokardinfarkt resultiert haufig aus einem akuten Verschluss einer Koronar-
arterie in Folge einer Ruptur von atherosklerotischen Plaques. Dies induziert eine
Minderperfusion des Herzens, das einer verringerten Sauerstoff- und Nahrstoffver-
sorgung sowie einem verminderten Abtransport von Metaboliten ausgesetzt wird.
Wesentlich fur das Ausmaly der Myokardschadigung ist eine frihe Reperfusion.
Allerdings kommt es dadurch zu einer reperfusionsbedingten Entzindungsreaktion,
da im Zuge der Myokardschadigung kardiale zytosolische Proteine sowie Struktur-
proteine ins Blut gelangen. Diese Vorgange sind im Kapitel 1.1.1 detailliert
beschrieben. Zu den Mediatoren, die wahrend einer Ischamie freigesetzt werden,
gehoren u.a. Hitzeschockproteine (HSPs), Sauerstoffradikale, Fibrinogen und
Fibronektin (Nakano et al., 1997, Ortmann et al., 2000, Roth et al., 1997).
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1.1.1 Pathologie des Ischamie-Reperfusions-Schadens

Der myokardiale Metabolismus verandert sich bei Ischamie radikal. Frihzeitige
Reperfusion ist die Voraussetzung fur den Erhalt des ischamischen Gewebes, kann
den verursachten Schaden durch den Auswascheffekt jedoch auch vergrofiern.
Innerhalb weniger Sekunden Ischamie wird der Sauerstoffvorrat aus Zytoplasma und
Myoglobin verbraucht und somit die oxidative Phosphorylierung sowie die mitochon-
driale ATP-Produktion gestort. Die Anpassung an den O,-Bedarf geschieht vor allem
durch Anderung des GefaRwiderstandes, der von metabolischen, endothel-vermit-
telten und neurohumoralen Faktoren reguliert wird. Zum einen wirkt Sauerstoff als
Vasokonstriktor, weshalb sich ein O,-Mangel gefallerweiternd auswirkt. Zum anderen
sinkt die Menge der energiereichen Phosphate ATP und Kreatinphosphat und die
Abbauprodukte wie anorganische Phosphate und Adenosin reichern sich an.
Adenosin fungiert als endogenes, protektives Agens vasodilatorisch, reduziert den
Sauerstoffbedarf durch seine negativ chrono-, dromo- und inotropen Effekte und
vermindert die Thrombozytenaggregation sowie die Adhasion von Neutrophilen am
Endothel. Die Vasodilatatoren ATP, ADP, Bradykinin, Histamin und Acetylcholin
setzen Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothel frei, welches in die Gefal3-
muskelzellen diffundiert, dort die Guanylylcyclase-Aktivitat steigert und somit intra-
zellular die Konzentration von cGMP erhoht. cGMP aktiviert die Proteinkinase C,
wodurch die GefaBmuskulatur relaxiert. Als neurohumorale Faktoren wirken
Katecholamine zum einen vasokonstriktorisch an den a{-Adrenozeptoren, die vorwie-
gend auf den epikardialen Gefalken vorkommen, zum anderen vasodilatorisch an
den Bo-Adrenozeptoren, die an den subendokardialen GefalRen Uberwiegen (Bocker
et al., 2004).

Die Freisetzung von Fettsauren durch Lipolyse wird bei myokardialer Ischamie durch
Katecholamine begulnstigt, wahrend die B-Oxidation der Fettsauren und der Citrat-
zyklus jedoch gehemmt werden. Dies fuhrt zu einer zytosolischen Akkumulation von
Acyl-CoA und Inhibition des Adenin-Nukleotid-Translokators. Glykogenolyse und
anaerobe Glykolyse laufen verstarkt ab und bewirken eine Ansammlung von Laktat,
H*-lonen und somit eine intrazelluldre Azidose (Silbernagl und Lang, 1998). Schlief-
lich resultiert aus der Ansammlung von Protonen, Laktat und NADH eine Inhibition

der Glykolyse und der damit verbundenen anaeroben Energieproduktion. Der ener-
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gieabhangige lonenaustausch kann nicht mehr kontrolliert werden und es kommt
zum K" und Mg**-Ausstrom aus der Zelle sowie zum Na* und Ca?*-Einstrom in die
Zelle. Dieser erhdhte intrazellulare Ca?*-Gehalt aktiviert Phospholipasen, die die
Phospholipidmembran lysieren kénnen. Der zytosolische Ca®'-Gehalt kann durch
lonenkanale der Plasmamembran und durch Ausschuittung aus intrazellularen Struk-
turen, vor allem dem Sarkoplasmatischen Reticulum (SR), weiter ansteigen. Ca®*
sammelt sich auRerdem in den Mitochondrien (Piper et al., 2003). Die Umverteilung
der Elektrolyte fiihrt zu osmotischen Verénderungen und zellularen Odemen. Die
Degradation und Synthese von Proteinen ist gestort. Nach mehreren Minuten kommt
es zu Veranderungen der Ultrastruktur, d.h. zu einem Verlust von Glykogengranula
sowie Odemen der Mitochondrien und des SR. Innerhalb von Stunden entstehen
myokardiale Kontrakturen mit Ruptur der Myofibrillen und Dyslokation der Z-
Scheiben; Mitochondrien, SR und Plasmamembran zerreilen. Intrazellulare Makro-
moleklile gelangen wahrend der ersten Stunde in das Interstitium und Iytisch
wirkende Enzyme werden innerhalb von ein bis vier Stunden aktiviert. Zelltod und
Gewebsnekrose schreiten fort und 16sen inflammatorische und fibrotische Prozesse
aus, welche gleichzeitig die erste Instanz des kardialen Remodelling darstellen. Die
Nekrose bewirkt eine Komplementaktivierung und die Generierung freier Radikale
(aktivierter Sauerstoff und Sauerstoffintermediarprodukte: ,Reaktive Oxygen
Spezies“ (ROS)), was die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen wie Tumor-
nekrosefaktor a (TNF) initiiert. Diese gelangen bei der Reperfusion in den Orga-
nismus und l6sen eine verstarkte Inflammation aus, aus der eine Chemokin- und

Komplement-vermittelte Rekrutierung von Immunzellen ins Myokard resultiert.

ROS entstehen sowohl als Nebenprodukte bei Stoffwechselreaktionen als auch unter
pathologischen Bedingungen. Radikalquellen stellen die Xanthinoxidase, die mito-
chondriale Atmungskette, die Cytochrom P450-Oxidase vermittelte Biotransforma-
tion, die peroxisomale B-Oxidation, die NADPH-Oxidase neutrophiler Granulozyten
und die Autooxidation von Katecholaminen dar (Bocker et al., 2004, Zorov et al.,
2006). Freie Radikale interagieren mit Proteinen, Kohlenhydraten, Fettsauren, Phos-
pholipiden und Nukleinsauren, induzieren damit u.a. die Ruptur von mitochondrialen

Membranen und Zellmembranen und losen weitere inflammatorische Reaktionen
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aus. Diese Ereignisse haben einen wesentlichen Anteil am Ausmal} des Reperfu-

sionsschadens (Li und Jackson, 2002).

Apoptose spielt in den ersten zwei Wochen nach Infarkt eine wichtige Rolle. Auch in
benachbarten Bereichen der ischamischen Zone bestimmt sie weit mehr die Infarkt-
grolRe als Nekrose, welche ausschliel3lich im ischamischen Areal selbst auftritt
(Anversa et al., 1998). Im Grenzbereich zwischen infarziertem und nicht-infarziertem
Myokard konnten bedeutende Zahlen apoptotischer Zellen nachgewiesen werden
(Bialik et al., 1997, MacLellan und Schneider, 1997, Palojoki et al., 2001, Saraste et
al., 1997). Die ischamische Nekrose ist durch den Ausfall der lonenpumpen, dadurch
bedingte Ca®"-Uberlastung und Na*-Einstrom sowie den darauffolgenden osmo-
tischen Wassereinstrom und das Anschwellen der Zelle gekennzeichnet. Dies fihrt
zur Ruptur der Zellmembran und zum Verlust der zellularen Integritat. Die Frei-
setzung des Zellinhaltes setzt einen inflammatorischen Prozess in Gang. Beim
apoptotischen Zelltod bleibt die membranare Integritat jedoch erhalten, so dass es
nicht zur Inflammation kommt. Trotzdem verursacht Apoptose den Verlust grof3er
Zellzahlen und bestimmt die InfarktgréRe. Die Zelle pumpt lonen, v.a. K*, nach aulen
und kontrahiert ihr Zytoskelett, wodurch die Zelle schrumpft, wahrend die DNA durch
Endonukleasen abgebaut wird. Membranare Vesikel schniren sich ab und werden
von phagozytierenden Zellen aufgenommen. Ausgelost wird der programmierte
Zelltod durch viele unterschiedliche Mechanismen. Hierzu zahlt die Ligandenbindung
an Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie, die stress-induzierte Aktivierung von
Proteinen der Bcl-2-Familie und Freisetzung mitochondrialer pro-apoptotischer
Faktoren wie Cytochrom c durch die veranderte Membranpermeabilitat und die
Offnung mitochondrialer ,Permeability Transition Pores* (MPT) ins Zytoplasma sowie
die Aktivierung verschiedener Proteolyse induzierender Effektorcaspasen (Valen,
2003, Zorov et al., 2006).

1.2 Myokardiale Prdakonditionierung

Eine myokardiale Protektion gegenuber einer ischamischen Schadigung kann durch

eine Vielzahl unterschiedlicher Reize induziert werden. Hierzu zahlen die klassische
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lokale ischamische Prakonditionierung, aber auch systemische Stimuli wie Hypoxie,
Hyperoxie, Hyper- und Hypothermie, Anasthetika, Virulenzfaktoren wie Lipopoly-
saccharid (LPS) und Lipoteichonsaure (LTA), Ischamie-Reperfusion anderer Organe
wie Darm, Gehirn, Extremitaten (,remote conditioning“) und lokale Postkonditionie-
rung durch kurze I/R-Zyklen nach einer Ischamie (Maulik und Das, 2002, Przyklenk
et al., 2003, Tahep et al., 2001, Zacharowski et al., 2000, Zhao et al., 2003).

Zwischen ischamischer Toleranz und Endotoxintoleranz, einem hyporesponsiven
Immunstatus in Folge wiederholter LPS-Applikationen, existieren beachtliche Uber-
einstimmungen. Sowohl eine ischamische als auch eine Endotoxintoleranz gliedern
sich in zwei unterschiedliche zeitliche Perioden (Guo et al., 1998, Ziegler-Heitbrock,
1995). In der frlhen Phase induziert der auslésende Reiz nach wenigen Minuten
eine ischamische Toleranz, in der spaten Phase entwickelt sich der protektive
Mechanismus durch de-novo-Proteinsynthese innerhalb mehrerer Stunden (Kariko et
al., 2004b).

1.2.1 LPS-Vorbehandlung

Aus einer Endotoxinamie nach Injektion von LPS, einem Zellwandbestandteil gram-
negativer Bakterien, resultiert ein Anstieg inflammatorischer Mediatoren wie Nuklea-
rer Faktor kB (NFkB), Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK), Zytokine, Chemo-
kine, NO, Matrixmetalloproteinasen (MMP) u.v.m.. Die Endotoxinamie ist charak-

terisert durch Blutdruckabfall, gesteigerte Herzfrequenz und Fieber.

Eine LPS-Toleranz fuhrt zu einer reduzierten Zytokinantwort (Ziegler-Heitbrock, 1995).
Dieser Effekt wurde mit veranderten G-Protein-Gehalten, gesteigerter Phospholipase
D und Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) — Expression und reduzierter Proteinkina-
se C, MAPK- und IkB-Aktivitat in Zusammenhang gebracht (Bowling et al., 1995,
Kraatz et al.,, 1999a, Kraatz et al., 1999b, Makhlouf et al., 1998, Medvedev et al.,
2000, Tominaga et al., 1999, West et al., 1997, Yoza et al., 1998). Andere Arbeits-
gruppen beschrieben eine Verminderung der IRAK-Aktivierung, MyD88- und TLR4-
Proteinexpression bei gleichzeitigem Anstieg von LBP, CD14, MD2 und TLR2 (Fan
und Cook, 2004) (siehe Kap. 1.5). Auch nach wiederholter LTA-Applikation wurde eine
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Desensibilisierung beobachtet. Interessanterweise ist nach LTA oder LPS-Gabe die
Zytokinantwort auf den jeweils anderen Stimulus abgeschwacht (Kreuztoleranz). LPS-
und Kreuztoleranz koénnten einerseits auf eine verminderte Aktivitat von
Adaptermolekilen, die den relevanten Signalkaskaden gemeinsam sind (MyD88,
IRAK, TRAF, IkB), zurickzufuhren sein, andererseits intrazellulare Feedback-Inhibi-
toren aktivieren, die die Signaltransduktion unterbinden (Lehner et al., 2001,
Medzhitov et al., 1998, Yang et al., 1998, Zhang et al., 1999). Diese Vorgange spielen

moglicherweise auch bei der ischamischen Toleranz eine Rolle.

Der kardioprotektive Effekt von LPS wurde erstmals von Brown et al. publiziert
(Brown et al.,, 1989). Die Arbeitsgruppe wies nach, dass eine einmalige LPS-
Stimulation vor Induktion eines Myokardinfarkts zur Auslésung einer ischamischen
Toleranz ausreicht. Endotoxine losten innerhalb von 60 min oxidativen Stress aus,
welcher nach progressivem Anstieg von Antioxidantien zuriuck ging (Brown et al.,
1989, Maulik et al., 1995, Rowland et al., 1996). Maulik et al. beschrieben eine
Zunahme von antioxidativen Enzymen wie Superoxiddismutase (SOD), Katalase,
Glutathionperoxidase, -reduktase, sowie Thiolen und Ascorbin. Die protektive
Wirkung gliedert sich jedoch in eine Vielzahl miteinander verknupfter Mechanismen.
Unter anderem wird eine Inhibition der NFkB-Translokation in den Nukleus und eine
verminderte kardiale Zytokinsynthese sowie TNF-Plasmakonzentration erzielt (Hiasa
et al., 2001; Shames et al., 1998). Aber auch die Applikation von Zytokinen selbst
wirkt protektiv (Belosjorow et al., 1999, Hiasa et al., 2001, Shames et al., 1998). LPS
ruft die Aktivierung von MAPKSs hervor, andererseits induziert eine LPS-Toleranz eine
p38- und ERK-Suppression (Geppert et al., 1994, Kraatz et al., 1999b, Tominaga et
al., 1999).

Eine andauernde LPS-Behandlung (16-24h) induziert im Herzen pro- und anti-apopto-
tische Mechanismen und fuhrt zu einem moderaten Anstieg der Apoptoserate (Li et
al., 2002a, McDonald et al., 2000). Allerdings beobachteten Chao et al. einen zelltyp-
spezifischen protektiven LPS-Effekt nur bei Kardiomyozyten, nicht jedoch in Endothel-
zellen aus humaner Nabelschnur (Chao et al., 2005). Diese Beobachtung deckt sich
mit Befunden aus Autopsieberichten, wonach sich bei Sepsispatienten geringe apop-
totische Zellzahlen im Herzen, jedoch schwerwiegende Apoptoseraten bei Lympho-

zyten und gastrointestinalen Epithelzellen fanden (Hotchkiss et al., 2000). Dieser
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Befund liel3 sich im Tiermodell reproduzieren (Hotchkiss et al., 1997). Eine LPS-
Vorbehandlung verbesserte die Uberlebensrate und Funktion von Kardiomyozyten,
die einer Hypoxie und Serumentzug ausgesetzt wurden (Chao et al., 2005). Die
[Ca®*]-Transiente und myozytare Kontraktilitdt erhdhten sich, auBerdem wurde IRAK1
aktiviert. Mit Hilfe von pharmakologischen Inhibitoren wiesen Chao et al. nach, dass
die Signalwege via PI3K/Akt, ERK1/2 und IKKB den anti-apoptitischen Effekt durch
LPS vermittelten. Eine vermehrte IRAK1-Aktivierung konnte dartber hinaus auch im
I/R-Tiermodell nachgewiesen werden. Apoptose von Kardiomyozyten spielt eine
wichtige Rolle fur die GroRe des ischamischen Myokardschadens und ist sowohl im
geschadigten humanen Herzen als auch in tierischen Infarkt- bzw. I/R-Modellen
nachweisbar (Gottlieb et al., 1994, Kajstura et al., 1996, Olivetti et al., 1996, Sam et
al., 2000, Saraste et al., 1997, Wencker et al., 2003, Yaoita et al., 1998).

1.2.2 Ischamische Prakonditionierung

Der kardioprotektive Effekt durch ischamische Prakonditionierung (IPC) wurde 1986
von Murry et al. beschrieben und von Guo et al. erstmals erfolgreich in der Maus
reproduziert (Guo et al., 1998, Murry et al., 1986). Seitdem wurde in einer Vielzahl
von Studien gezeigt, dass IPC die Infarktgrof3e, die Haufigkeit von Arrhythmien durch
Reperfusion sowie postischamische kontraktile Dysfunktionen signifikant reduziert.
Die Kardioprotektion gliedert sich in eine frihe Phase, welche innerhalb weniger
Minuten transienter Ischamie einsetzt und nach 1 -2 h verschwindet, sowie eine
spate Phase, die 12 - 24 h nach IPC einsetzt und etwa 72 h andauert. Jedoch ist der

intrazellulare Mechanismus, durch den IPC das Herz schitzt, nur teilweise bekannt.

Zu den postulierten Mediatoren gehdren Adenosin, Bradykinin, Morphine, Katechol-
amine und Acetylcholin, die nach Bindung an relevante Rezeptoren Protein Kinase C
(PKC) aktivieren und ATP-sensitive K'-Kanale phosphorylieren (Cason et al., 1995).
Daneben standen NO, ROS und HSPs im Zentrum der Forschung, letztere jedoch
vor allem im Zusammenhang mit der spaten Phase der Prakonditionierung (Bolli et
al., 1998, Hampton et al., 2003). ROS bewirken eine posttranslationelle Modifikation

redox-sensitiver Proteine in der friihen IPC-Phase und beeinflussen dadurch inflam-
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matorische Prozesse (Otani, 2004). Auch pro-inflammatorischen Zytokinen wurde
eine Beteiligung an der Pathogenese der IPC zugesprochen (Belosjorow et al., 2003,
Hiasa et al., 2001). In prakonditioniertem Myokard fallt die intrazellulare Azidose
weniger schwerwiegend aus, ist der Abbau energiereicher Phosphate und der

Verlust der lonenhomdostase weniger stark und der Myokardschaden geringer.

IPC geht mit einer Heraufregulation anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 und
Survivin einher, bei gleichzeitiger Reduktion der pro-apoptotischen Proteine Bax und
p53 und des Transkriptionsfaktors AP-1 (Maulik et al., 1999, Maulik et al., 2000,
Valen, 2003). Die Aktivierung der ERK-Kaskade wirkt anti-apoptotisch, hat somit
einen positiven Einfluss auf die Infarktgrofde und ist Bestandteil des IPC-Effektes
(Bueno et al., 2000, Ghosh et al., 2000). Eine Inhibierung des ERK-Signalwegs
unterbindet die Reduktion der InfarkigréRe sowohl in der frihen als auch der spaten
Phase der IPC (Fryer et al., 2001, Ravingerova et al., 2003).

1.3 Angeborene Immunabwehr

Das Immunsystem bewahrt den Organismus vor Krankheitserregern und ist in die
angeborene und die erworbene Immunabwehr zu unterteilen. Wahrend letztere sich
durch ihre Spezifitat, Anpassungs- und Gedachtnisfahigkeit auszeichnet, die T- und
B-Zellen ermdglichen, molekulspezifische Antikérper zu bilden, ist die angeborene
Immunabwehr genetisch determiniert, zum Zeitpunkt der Geburt funktionsfahig und
stellt somit die erste Instanz bei der Reaktion auf infektiose Substanzen dar. Sie
beruht auf einer mechanischen Barriere (Epi-/Dermis, Mucosa), Immunzellen wie
Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Lymphozyten und schlief3lich

Proteinen, die pathogene Faktoren erkennen.

Zur Diskriminierung dieser Virulenzfaktoren besitzt die angeborene Immunabwehr
eine Reihe von phylogenetisch hochkonservierten Rezeptoren, genannt Muster-
erkennungsrezeptoren bzw. ,Pattern Recognition Receptors® (PRRs), die der spezi-
fischen Erkennung von unterschiedlichen Pathogenen (,Pathogen Associated
Molecular Patterns®) dienen (Medzhitov und Janeway, Jr., 2000). Die wichtigste

Rezeptorfamilie innerhalb der angeborenen Immunabwehr sind die Toll-Like Rezep-
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toren (TLRs). Inzwischen wurden 13 TLRs beschrieben, aber noch nicht alle im
Detail charakterisiert (Tab. 1.1) (Zhang et al., 2004a). Zu den PRRs gehdren auler-
dem CD14, Rezeptoren der ,Advanced Glycation Endproducts® (RAGE) und
,Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)“-Rezeptoren (Bierhaus et al.,
2005, Ferrero et al., 1993, Inohara et al., 1999).

1.4 Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

Besonders intensiv setzte sich die Forschung bislang mit der Funktion von TLR2 und
-4 auseinander. Auch ihre Rolle beim Myokardinfarkt wurde in ersten Ansatzen
untersucht (Chong et al., 2004, Oyama et al., 2004, Shimamoto et al., 2006, Shishido
et al., 2003). Zunachst wurde bekannt, dass TLR4 die LPS-Erkennung vermittelt,
wahrend TLR2 die Zellwandbestandteile gram-positiver Bakterien wie Lipoteichon-
saure (LTA) und Peptidoglykan bindet (Hoshino et al., 1999, Poltorak et al., 1998b,
Poltorak et al., 1998a, Takeuchi et al., 1999). Weitere TLRs identifizieren eine Viel-
zahl anderer Virulenzfaktoren wie doppelstrangige RNA (TLR3), bakterielles Flagellin
(TLRS) oder bakterielle DNA (TLR9) (Alexopoulou et al., 2001, Hayashi et al., 2001,
Hemmi et al., 2000). In der Zwischenzeit konnten weitere TLR-Liganden endogenen
Ursprungs beschrieben werden, welche durch Organschadigung und oxidativen
Stress freigesetzt werden (,Damage-Associated Molecular Patterns®). Obwohl fru-
here Ergebnisse womoglich auf Kontaminationen mit bakteriellen Bestandteilen
zurlckzufihren waren, gibt es nun gesicherte Erkenntnisse daruber, dass zu diesen
Molekulen antimikrobielle Peptide (B-Defensin; > TLR2- + TLR4-Antwort) (Biragyn et
al., 2002), ROS (= TLR2-Antwort) (Frantz et al., 2001), High Mobility Group Box 1-
Proteine (HMGB1, - TLR2, TLR4) (Park et al., 2006), Surfactant Protein-A (SP-A, =
TLR4) (Guillot et al., 2002), Fibrinogen (= TLR4) (Smiley et al., 2001), Fibronektin
(= TLR2, TLR4) (Okamura et al., 2001, Su et al., 2005), Hyaluronsaure (= TLRZ2,
TLR4) (Scheibner et al., 2006, Termeer et al., 2002) und HSP 60 und 70 (= TLR2,
TLR4)(Cohen-Sfady et al., 2005, Satoh et al., 2006) gehoéren. TLR3, -7, -8 und -9
sind in der Lage neben bakteriellen und viralen auch wirtseigene Nukleinsduren zu
erkennen (Heil et al., 2004, Hemmi et al., 2000, Kariko et al., 2004a).
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Rezeptor

Ligand

Ursprung des Liganden

TLR1

TLR2-Corezeptor

Triacylierte Lipopeptide
Losliche Faktoren

Bakterien und Mycobakterien
Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoprotein / Lipopeptide Unterschiedliche Pathogene
Peptidoglykan Gram-positive Bakterien
Lipoteichonsaure Gram-positive Bakterien
Lipoarabinomannan Mycobakterien
Phenol-I6sliches Modulin Staphylococcus epidermis
Glycoinositolphospholipide Trypanosoma cruzi
Glycolipide Treponema maltophilum
Porine Neisseria
Atypisches Lipopolysaccharid Leptospira interrogans
Atypisches Lipopolysaccharid Porphyromonas gingivalis
Zymosan Pilze
Sauerstoffradikale Wirt
R-Defensin Wirt
High Mobility Group Protein Box 1 Wirt
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
Heat-shock Protein gp96 Wirt
Fibronektin Wirt
TLR3 dsRNA Viren
mRNA Wirt
TLR4 Lipopolysaccharide Gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen
Fusionsprotein Syncytialer Atemwegsvirus
Hullproteine Murines Mamacarzinomvirus
Heat-shock Protein 22 Wirt
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
Heat-shock Protein gp96 Wirt
Type lll Repeat Domain A des Fibronektins ~ Wirt
R-Defensin Wirt
High Mobility Group Box 1-Protein Wirt
Surfactant Protein A Wirt
Heparansulfat Wirt
Hyaluronsaure Wirt
Fibrinogen Wirt
TLR5 Flagellin Gram-negative Bakterien
TLR6 TLR2-Corezeptor Diacylierte Lipopeptide Mycobakterien
TLR7 ssRNA non-virale und virale ssRNA
ssRNA Wirt
snRNPs Wirt
TLR8 ssRNA non-virale und virale ssRNA
ssRNA Wirt
TLR9 CpG enthaltende DNA Bakterien
TLR10  Co-Rezeptor? N.N.
TLR11 Uropathogenes E.coli
TLR12 N.N.
TLR13 N.N.

Tab. 1.1. Natiuirliche Vorkommen exo- und endogener Liganden.
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1.5 TLR4-Signaltransduktion

LIIS
CD14 MD2
TLR4
TRAM TIRAP
TRIF MyD88
PKR IRAK | TRAF6
Y/
STAT1 || IRF-3 |
p38 IKK  ERK JNK
elF2a l l /
j ? NFkB AP-1
IFN-induzierbare Apoptose ——— Antiapoptotische Inflammatorische
Gene Gene Zytokine

Abb. 1.1. LPS-Signaltransduktionsweg abgewandelt nach Hsu et al. (2004). Erklarung der

Abkurzungen im Abkurzungsverzeichnis

Die Abbildung zeigt reprasentativ am Beispiel einer gram-negativen Sepsis die der-
zeitige pathophysiologische Vorstellung des Toll / Interleukin (IL)-1-Rezeptor-Signal-
transduktionswegs (Abb. 1.1). Das Erkennen von Lipid-A, der biologisch wirksamen
Struktur von LPS, erfordert die Anwesenheit des LPS-Bindungsproteins (LBP),

welches oligomere LPS-Mizellen zu Monomeren umformt und so die CD14-Bindung
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ermoglicht (Knuefermann et al.,, 2002, Tobias et al., 1986). CD14 ist ein 53kDa
grolRes Glycophosphatidylinositol (GPI)-gebundenes Glykoprotein, das an der Ober-
flache von Monozyten, Makrophagen und Granulozyten als LPS-Rezeptor fungiert
(Ferrero et al., 1993). Es besitzt keine transmembranare Domane und ist deshalb
nicht alleine fur die LPS-Signaltransduktion verantwortlich. Es existiert eine |0sliche
Form, die u.a. in humanem Serum nachgewiesen wurde, und durch den Einfluss von
Proteasen von der Membranoberflache geldst wird. Loésliches CD14 (sCD14)
konkurriert mit membrangebundenem CD14 (mCD14) um die LPS-Bindung. sCD14
kann in Zellen, die selbst kein CD14 exprimieren konnen, wie Endothel- und Epithel-
zellen sowie glatten Muskelzellen, die LPS-Antwort vermitteln, es durch die Bindung
andererseits aber auch neutralisieren. CD14 bindet neben Lipoproteinen u.a. endo-
genes HSP60, HSP70 und Ceramid. Eine Anderung der Konformation und Zusam-
mensetzung des CD14-Rezeptorclusters ermdglicht eine Liganden-spezifische
Zellantwort (Pfeiffer et al., 2001, Schmitz und Orso, 2002). Die LBP-Bindung an den
CD14 / TLR4 / MD2-Rezeptorkomplex bewirkt eine Konformationsanderung der intra-
zellularen TIR (Toll/IL-1 Rezeptor)-Region. Mittels dieser transmembranaren TLR4-
Domane gelangt das Signal in die Zelle und folgt einem MyD88-abhangigen oder un-
abhangigen Signaltransduktionsweg (Lien et al., 2000)(Abb. 1.1). Bei der MyD88-
unabhangigen Transduktion fungieren TRIF (TIR containing adapter including IFN()
und TRAM (TRIF related adapter molecule) als Adaptermolekile distal von TLR4,
welche die Spatphase einer NFkB-Aktivierung vermitteln (Horng et al., 2001, Horng
et al.,, 2002, Yamamoto et al., 2003a, Yamamoto et al., 2003b, Yamamoto et al.,
2002). Beim MyD88-abhangigen Weg werden die Adapterproteine MyD88 und
TIRAP (TIR containing adapter protein) aus dem Zytoplasma rekrutiert. Sie verfligen
Uber eine Struktur (TIR-Motiv), die der zytoplasmatischen TLR4-Domane homolog ist
und die Molekulinteraktion erlaubt. In der Folge rekrutiert MyD88 schliellich IRAK
(IL-1 receptor associated kinase). Dieses Protein ist an der Phosphorylierung unter-
schiedlicher Signalmolekile beteiligt und bildet seinerseits einen Komplex mit TRAF6
(TNF-receptor associated factor). Der IRAK/ TRAF6-Komplex 16st die Aktivierung
der MAPK p38, SAPK / JNKs (stress-activated protein / c-dJun NH2-terminal kinase),
ERKs (extracellular signal-regulated kinase) und die Phosphorylierung und Degra-
dierung von IkB-Kinase (IKK) sowie die nukleare Translokation von NFkB aus. In der

Promotorregion der meisten inflammatorisch relevanten Zytokine und Chemokine
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wurden NFkB-Bindungsstellen nachgewiesen (Baldassare et al., 1999, Burns et al.,
1998, Cario et al., 2000, Hultmark, 1994, O'Neill und Greene, 1998, Takeuchi et al.,
2000, Wesche et al., 1997, Yoshidome et al., 1999). Darlber hinaus bewirkt TLR4
auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 (Fan und Cook, 2004).

Die Expression verschiedener PRRs konnte inzwischen nicht nur in Ganzherz-
praparaten, sondern auch auf Kardiomyozyten selbst nachgewiesen werden (Cowan
et al., 2000, Frantz et al., 1999, Frantz et al., 2001, Tavener et al., 2004). Die kardiale
Relevanz dieser Rezeptoren wurde in ersten Studien an murinen Herzen untersucht
(Baumgarten et al., 2006b, Ha et al., 2005, Oyama et al., 2004, Stapel et al., 2006).

Von besonderem Interesse ist die Vermutung, dass TLR4 nicht nur LPS bindet,
sondern auch den Anfang der Signaltransduktion weiterer myokardial relevanter
Liganden darstellt. So konnte gezeigt werden, dass HSP 60 und 70, Fibrinogen,
Hyaluronsaure und Fibronektin Liganden fur TLR4 darstellen (siehe Kap. 1.4). Diese
aufgefuhrten Liganden sind am myokardialen Remodelling nach Ischamie oder bei
Hypertrophie beteiligt. Insbesondere das Strukturprotein Fibronektin wird bei myo-
kardialen Ischamien freigesetzt und kénnte Uber die Anbindung an TLR4 in direkter
Ruckkopplung weitere Entzindungs- und Adaptationsprozesse regulieren (Okamura
et al., 2001). Es ist jedoch nicht bekannt, ob Organschadigungen unmittelbar die
Rezeptorexpression beeinflussen. Eine veranderte TLR-Expression und die daraus
resultierende Zytokinexpression wurde nach Endotoxin-Stimulation (Armstrong et al.,
2004, Marsik et al.,, 2003), aber auch nach physiologischem Stress beobachtet
(Lancaster et al., 2005).

1.6 Regulation relevanter inflammatorischer Mediatoren

Die Auswahl der hier untersuchten molekularen Prozesse im Myokard umfasst
Signalproteine der TLR4-Signalkette (TLR4, CD14, NFkB, AP-1) sowie relevante
Entziindungsmediatoren wie Zytokine, Chemokine, MMPs und TIMPs. AufRerdem
wurden Elemente mit besonderer Bedeutung bei Hypoxie bzw. Ischamie, namlich der
Hypoxie-induzierte Faktor1 (HIF1) und einige Zielgene (Adrenomedullin (ADM), INOS
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(induzierbare NO-Synthase)) berucksichtigt, deren Bedeutung bei der Entziindungs-

reaktion erst in jungerer Zeit bekannt wurde.

Fur die frihe Vermittlung einer inflammatorischen Antwort scheint eine kleine Zahl
von Zytokinen eine besondere Bedeutung zu haben, die ihrerseits die Expression
weiterer Zytokine regulieren. Bei einer lokalen Entzindungsreaktion wird TNF ge-
bildet, welches sich systemisch ausbreitet. Seinerseits bewirkt es die Interleukin (IL)-
1B8-Synthese und wirkt somit wie ein Verstarker der Entziindungsantwort. IL-13
wiederum induziert Uber TIR-prasentierende Rezeptoren eine Signalkaskade, die in
wesentlichen Teilen mit der TLR4-Signaltransduktion Ubereinstimmt. Virulenzfaktoren
wie LPS aber auch kardiale Druckbelastung oder Ischamie induzieren die myo-
kardiale Expression pro-inflammatorischer Zytokine (Baumgarten et al., 2001,
Baumgarten et al., 2002, Belosjorow et al., 1999, Dibbs et al., 1999, Muller-Werdan
et al., 1998, Werdan und Muller-Werdan, 1996). Diese Mediatoren konnen in Folge
von LPS eine myokardiale Dysfunktion bis hin zum linksventrikularen Pumpversagen
verursachen (Werdan und Muller-Werdan, 1996). Sie induzieren aber auch adaptive
Prozesse, die ein funktionserhaltendes Ziel haben (Baumgarten et al., 2000). Die
TNF-Erkennung via TNF-Rezeptor 1 (TNFR) und TNFR2 scheint nach I/R zytopro-
tektiv zu wirken und die Apoptoserate von Kardiomyozyten zu vermindern
(Kurrelmeyer et al., 2000). Andererseits kann eine TNF-Uberexpression pro-apop-
totisch wirken und dadurch Remodellingprozesse ermdglichen (Kubota et al., 2001).
Auch IL-1B und IL-6 werden nach myokardialer Schadigung ahnlich wie TNF vom
Kardiomyozyten selbst synthetisiert (Chandrasekar et al., 2001, Gwechenberger et
al., 1999, Nossuli et al., 2000).

Die ,early response genes“ wie TNF und IL-13 aktivieren Makrophagen, Fibro-
blasten, Epithel-, Endothelzellen und Kardiomyozyten, die ihrerseits inflammatorische
Zytokine und Chemokine produzieren, welche die Einwanderung von Leukozyten aus
dem Blut an den Entzindungsort herbeifiUhren. Darlber hinaus beeinflussen
Chemokine Adhasionsvorgange am Endothel, transendotheliale Migration der
Leukozyten, Exozytose, Bildung von bioaktiven Lipiden, Ca®*-Mobilisierung, ROS-
Freisetzung, Modulation von Angiogenese und Fibrosierung. Wahrend des Infarkt-
heilungsprozesses werden Chemokine verstarkt exprimiert (Frangogiannis und

Entman, 2005). Bei Chemokinen handelt es sich um 7-16 kDa kleine Proteine, die
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anhand der Cystein-Sequenz in vier unterschiedliche Gruppen unterteilt werden
(Frangogiannis und Entman, 2005). Die beiden Hauptgruppen, CXC- und CC-
Chemokine, unterscheiden sich durch die Position der beiden ersten Cysteine (C),
die entweder durch eine Aminosaure (X) getrennt oder direkt benachbart sind. CXC-
Chemokine mit ELR (Glu-Leu-Arg)-Motiv aktivieren neutrophile Granulozyten, ELR-
negative CXC-Chemokine besitzen diese Eigenschaft nicht (Strieter et al., 1995).
Demgegenulber wirken CC-Chemokine hauptsachlich auf Monozyten, Lymphozyten,
eosinophile und basophile Granulozyten. Monocyte Chemoattractant Protein-1
(MCP-1), Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1a, -1B8, -2, RANTES (regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted), T-Cell Activation Gene (TCA)-3
und Eotaxin gehoéren zur Gruppe der CC-Chemokine wahrend es sich beim
Interferon-y-inducible Protein (IP)-10 um ein ELR-negatives CXC-Chemokin handelt,
welches Neutrophilen gegenuber inaktiv ist. Lymphotactin, welches nur auf Lympho-
zyten chemotaktisch wirkt, bildet die C-Untergruppe, bei der zwei von vier Cystein-

resten fehlen (Frangogiannis und Entman, 2005).

Kommt es zu einem Myokardinfarkt, werden Immunzellen ins ischamische Gewebe
rekrutiert, induzieren eine inflammatorische Reaktion und phagozytieren tote Zellen.
Etwa 2 -3 Tage nach Infarkt werden Matrixproteine wie Fibronektin abgelagert;
Myofibroblasten wandern ein und synthetisieren Kollagen. In diesem Granulations-
gewebe steigt nach einer Woche die Aktivitat von kollagenolytischen Matrixmetallo-
proteinasen an (Cleutjens et al., 1995). Ein Gleichgewicht von Synthese und
Degradation des zunehmend verknuUpften Kollagen stellt sich ein; es kommt zur
Angiogenese im Wundheilungsgebiet (Frangogiannis, 2004). Im letzten Stadium des
Reparaturprozesses wandern die Entzindungszellen aus dem Infarktareal ab und

hinterlassen eine Infarktnarbe aus einem vollstandig vernetzten Kollagengerust.

Die Degradation der extrazellularen Matrix (EZM) wird durch Matrixmetallo-
proteinasen (MMPs) und deren spezifische Inhibitoren (TIMPs) reguliert (Siwik et al.,
2001). Die EZM stellt das interstitielle Grundgerust des Herzens dar, in das Kardio-
myozyten und Kapillaren integriert sind. Sie setzt sich aus Matrixproteinen, Basal-
membranproteinen, Proteoglykanen, Glucosaminoglykanen und Signalmolekulen
zusammen, bewahrt die strukturelle Integritat der Kardiomyozyten und ermdglicht auf

diese Weise die Kontraktion des Herzmuskels (Bashey et al., 1992); (Stamenkovic,
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2003). Folglich kann ein ungunstiger Verlauf des linksventrikularen Remodellings zur
kardialen Dysfunktion fuhren. Von inflammatorischen und kardialen Zellen frei-
gesetzte MMPs sind an der Kollagendegradation und —synthese, aber auch an Zell-
migration und Angiogenese beteiligt. Zu ihren Substraten zahlen u.a. Kollagen,
Fibronektin, Laminin, Proteoglykane, Elastin, Interleukine, Angiotensin I, Plasmino-
gen und ax-Makroglobulin, welches gleichzeitig einen unspezifischen MMP-Inhibitor
im Plasma darstellt (Lindsey, 2004). Induziert wird die MMP-Synthese und —Aktivie-
rung durch Zytokine (TNF, IL-1B, IL-6), Wachstumsfaktoren (TGFB), Hormone
(Angiotensin Il, Endothelin-1, Norepinephrin), Hypoxie, ROS u.a. via AP-1 und NFkB
(Bradham et al., 2002, Coker et al., 2001, Creemers et al., 2001, Deschamps und
Spinale, 2006, Siwik und Colucci, 2004). Aktivierend agieren EMMPRIN (Extra-
cellular MMP Inducer) und membrane type-MMP (mt-MMP), welche von Myozyten
nach einem Myokardinfarkt vermehrt exprimiert werden (Spinale et al., 2000).

Das kardiale Remodelling nach Ml bringt im Laufe der darauffolgenden Monate bis
zur fertigen Infarktnarbe molekulare, zellulare und funktionelle Veranderungen mit
sich: Im Verlauf des Remodellingprozesses degradieren Matrixmetalloproteinasen
zunachst Kollagenfibrillen. Im darauffolgenden kompensatorischen Abschnitt kehrt
die MMP-Aktivitat und Kollagensynthese zum Normalzustand zurtick wahrend die
Kardiomyozyten sukzessiv hypertrophieren. Die abschlieRende Phase zeichnet sich
durch eine wiederum erhdohte MMP-Aktivitat und Fibrosierung aus. Der Reparatur-
prozess muss streng regulierend in einem Gleichgewicht aus Kollagensynthese und
—abbau ablaufen. Eine Ubermaliige Kollagenablagerung fuhrt zu ventrikularer Dys-
funktion und schlieRlich Herzversagen, wahrend eine mangelnde Kollagensynthese
bzw. Ubermafige Kollagendegradation zu ventrikularer Dilatation und womdglich

sogar Ruptur des Myokards flhrt.

Die Regulation der MMPs erfolgt auf Ebene der Transkription, Translation, Sekretion
und Aktivierung sowie Inhibition. Alle TIMPs inhibieren jeweils alle MMPs, unter-
scheiden sich jedoch in ihrer Affinitat und werden ebenso wie MMPs in verschie-
denen Organen differentiell synthetisiert (Lindsey, 2004, Pagenstecher et al., 2000).
Beispielsweise wird TIMP-4 herzspezifisch konstitutiv exprimiert (Liu et al., 1997).
Uber seine Funktion als MMP-Inhibitor hinaus wurden fiir TIMP-3 pro-apoptotische

Eigenschaften und das Unterbinden von Zellmigration und Angiogenese nachge-
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wiesen, da es TACE/ADAM-17 (TNFa-converting enzyme/a disintegrin and
metalloproteinase) und damit auch die Entstehung I6slichen TNFs inhibiert (Black,
2004, Fedak et al., 2003).

Durch Hypoxie und Ischamie wird der Transkriptionsfaktor HIF1 aktiviert. Bei HIF1
handelt es sich um ein Heterodimer, das aus der 120 kDa HIF1a-Untereinheit sowie
der 91-94 kDa grofden HIF1B-Untereinheit besteht (Lee et al., 2004). Unter norm-
oxischen Bedingungen wird HIF1a durch die HIF1 Prolyl-4-Hydrolase 1 —3 (PHD)
hydroxyliert. Bei Hypoxie steigt die Menge von HIF-1a und stimuliert die Transkription
von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Die Zellen des angeborenen
Immunsystems erhalten ihre Energie nahezu vollstandig aus der Glykolyse, was das
Uberleben unter hypoxischen Bedingungen erleichtert. Die Regulation der meisten
Proteine, die flr die Anpassung an solche Bedingungen bendtigt werden, erfolgt
durch transkriptionelle Kontrolle. Der Transkriptionsfaktor HIF1 bindet an eine
konservierte Sequenz im Hypoxia Response Element der regulierten Gene. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt wurden Uber einhundert HIF1 Zielgene identifiziert. Dadurch
reguliert HIF1 Prozesse wie Angiogenese (ADM, VEGF), Apoptose (ADM, Bcl-2),
Zellproliferation, Vasomotorik (Endothelin-1, ADM, iNOS, ANP), Energiemetabo-
lismus (Glukosetransporter (GLUT), versch. Enzyme der Glykolyse) uvm.. HIF1a
verfugt Uber eine Sauerstoff-abhangige Degradierungsdomane, die die Proteinstabi-
litdt gewahrleistet und unter normoxischen Bedingungen hydroxyliert wird. Unter
hypoxischen Bedingungen ist O, als Substrat der PHD nicht verfigbar und HIF1a
kann mit HIF1B dimerisieren. HIF1 wird nicht nur Oz-abhangig reguliert, sondern
spielt auch bei Normoxie eine Rolle bei Zelltod, Immunantworten und Adaption an
mechanischen Stress, da es z.B. durch verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren
und NO aktiviert werden kann (Blouin et al., 2004, Frede et al., 2006).

Hypoxie beeinflusst die Bildung von NO durch Induktion der iNOS, deren
Transkription durch HIF1 verstarkt wird. Drei verschiedene NO-Synthasen erzeugen
NO aus L-Arginin (Moncada et al., 1991). Neuronale (nNOS) und endotheliale
(eNOS) NOS werden konstitutiv exprimiert und Ca®*-abhéngig reguliert. Sie synthe-
tisieren nur geringe NO-Mengen. Im Gegensatz dazu produziert die durch Zytokine
induzierte INOS grof3e Mengen NO. Die basale NO-Synthese durch eNOS reguliert

Gefaltonus, Blutdruck und Gewebedurchblutung. Hohe NO-Spiegel kdnnen einer-
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seits toxisch auf Mikroben und Parasiten wirken, andererseits aber auch korper-

eigene, gesunde Zellen schadigen.

NO wirkt seinerseits steigernd oder hemmend auf die HIF1 vermittelte Induktion von
Hypoxie-induzierbaren Genen wie Erythropoietin und VEGF ein. ROS beeintrach-
tigen die Expression von HIF1a in hypoxischen Zellen und die DNA-Bindungsaktivitat
von HIF1. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass HIF1a sogar unter normoxischen
Bedingungen durch ROS, welche von Zytokinen induziert wurden, in der Expression
verstarkt wird (Sandau et al., 2000).

Zu den HIF1-Zielgenen gehort auch Adrenomedullin. Dieses wird aufgrund seiner
strukturellen Ahnlichkeit der Calcitonin-/ ,calcitonin gene-related peptides“ (CGRP)-
Familie zugeordnet und besitzt einen deutlichen vasorelaxierenden Effekt (Sabates
et al., 1997). Dieser wird einerseits Uber eine direkte Relaxation der glatten Muskel-
zellen durch Aktivierung der Adenylylcyclase, andererseits Uber einen indirekten
Mechanismus durch Freisetzung von NO aus dem Endothel vermittelt. Adreno-
medullin wird durch unterschiedliche pathologische Zustande nicht nur des kardio-
vaskularen Systems freigesetzt. Hierzu zahlen Hypoxie und Ischamie, Hypergly-
kamie, Bluthochdruck, Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt, septischer Schock u.a. (Eto
et al., 2003).

1.7 Ziele der Arbeit

Ziel des Projektes war es, die Bedeutung des TLR4 fur den myokardialen Ischamie-
Reperfusions-Schaden zu untersuchen. Darlber hinaus sollte seine Rolle bei der
Vermittlung einer LPS-Vorbehandlung sowie einer ischamischen Prakonditionierung
aufgeklart und etwaige Gemeinsamkeiten der protektiven Mechanismen ermittelt
werden. Hierzu wurde der Effekt einer TLR4-Defizienz sowie der beiden Prakonditio-
nierungsarten auf die InfarktgrofRe mittels histologischer Farbetechniken analysiert.
Weiterhin wurde die Expression verschiedener inflammatorischer Mediatoren zu
diesen Daten in Beziehung gesetzt und deren Bedeutung bei der Vermittlung des

kardioprotektiven Effektes erfasst.
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2 Material und Methoden

Detaillierte Angaben zu den Herstellern bzw. Lieferanten von Geraten und

Chemikalien finden sich in den Kapiteln 2.7 und 2.8.

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden 8-12 Wochen alte mannliche Mause verwendet. Zucht-
parchen der Inzuchtlinien C3H/HeN, C3H/HedJ und C57BI/6 wurden bei Charles River
erworben und im institutseigenen Tierstall geziichtet. Bei C3H/HeN und C57BI/6-
Stammen handelt es sich um Wildtyp-Mause (WT), wahrend C3H/HeJ-Mause einen
LPS-hyporesponsiven Phanotyp besitzen (TLR4-defizient, TLR4-D), der durch eine
Punktmutation und den Austausch von Prolin gegen Histidin in der intrazyto-
plasmatischen Region des TLR4 zustande kommt (Qureshi et al.,, 1999). TLR4-
Knockout (KO)-Zuchtpaare mit C57BI/6- Hintergrund, die eine vollstandige Deletion
des TLR4 aufweisen, stellte uns Dr. S. Akira zur Verfugung (Akira et al., 2000). Die
Aufzucht und Haltung der Tiere erfolgte entsprechend artgerechter, gesundheitlicher
und qualitativer Kriterien in Gruppen von funf Tieren in transparenten, einzeln
bellfteten Polycarbonat-Kafigen der GroRe 365 x 207 x 140 mm (Lange x Breite x
Hohe). Die Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 20 - 22°C, einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50% und einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Als
Einstreu wurde Altromin-Tiereinstreu-Granulat verwendet. Futter (Altromin Standard-
diat Maus und Ratte) und Wasser standen ad libitum zur Verfugung. Eine
Genehmigung der Tierversuche durch die Bezirksregierung Koln lag vor
(Aktenzeichen 50.203.2-BN43 13/02, 50.203.2-BN43 32/04).

2.2 Versuchsprotokoll und Gruppeneinteilung

Alle Mause wurden einem operativen Eingriff unterzogen, um eine Ligatur der linken
anterioren deszendierenden Koronararterie (LAD) vornehmen zu kdénnen (siehe

2.3.1). Es wurde ein sogenanntes Closed-Chest-Modell angewendet, das eine
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gegenuber der Instrumentierung um 5-7 Tage versetzte Infarzierung vorsah. Diese
zeitliche Verzogerung vermindert den Einfluss von inflammatorischen Mediatoren,
welche infolge des operativen Traumas freigesetzt werden, auf die nachfolgenden

Versuchsbedingungen (Nossuli et al., 2000).

Nach der Wundheilung folgten entweder eine Vorbehandlung mit Lipopolysaccharid
(LPS) oder eine ischamische Prakonditionierung (IPC) sowie unterschiedliche
Ischamie-Reperfusions-Protokolle (I/R) (siehe 2.3.2). Ein Teil der Herzen wurde nach
24 h Reperfusion gefarbt, um die Infarktgrole vermessen zu koénnen. Bei allen
Ubrigen Tieren wurden nach 1 - 6 h Reperfusion Herzen und Serum fur unterschied-

liche molekularbiologische Untersuchungen gewonnen.

2.3 In-vivo-Eingriffe Okklusion Reperfusion

2.3.1 Instrumentierung Okklusion-Reperfusion

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer Inhalationsbox mit 2 Vol. % Isofluran und
einem O,-Frischgasfluss von 1 |/ min. Im Anschluss daran wurde das Tier auf einem
temperierten Operationstisch (37°C) fixiert. Die Anasthesie wurde bis zur Intubation
durch einen Nasenkonus fortgefuhrt. Nach dem Enthaaren und Desinfizieren
(Betaisodona) des Operationsgebietes wurde bei 6-facher Vergrélerung unter
stereomikroskopischer Sicht (ZEISS OP-Mikroskop) ein medianer Hautschnitt von
der Mandibula bis zum Processus xiphoideus durchgefuhrt. Die beiden subkutan
liegenden Speicheldrisenlappen wurden median stumpf getrennt und die Intuba-
tionskanule des Beatmungsgerates (MiniVent) unter Sichtkontrolle endotracheal ein-
gefuhrt. Die Beatmung erfolgte bei einem Atemzugvolumen von 200 pyl und einer

Atemfrequenz von 110 Atemzugen pro Minute (Abb. 2.1A, B).

Bei der nachfolgenden Thorakotomie wurde der Thorax vom 2. bis zum 4. Inter-
costalraum parasternal eroffnet. Mittels zweier Retraktoren wurden die Wundrander
gespreizt und die beiden Thymuslappen - sofern sichtbar - nach lateral verschoben

und mit den Retraktoren fixiert.
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Abb. 2.1. Ablauf der Instrumentierung. A Intubationsmethode. Halsbereich der Maus, Ventralansicht
nach Hautschnitt und Praparation der Trachea. (a) Glandulae mandibulares, (b) Trachea mit Endo-
trachealkantle, (c) stumpfe Pinzette. B Thorakotomie. (a) EKG Elektroden, (b) Retraktoren. C Setzen
des Ligaturfadens unter der LAD (a). D Uberpriifung des korrekten Sitzes des Okkluders durch sicht-
bare Blasse im minderperfundierten Myokard apikal der LAD-Ligatur (Pfeil). E Praparation der Haut
und Okklusion 5 d nach OP. F Blaufarbung des distalen, nicht LAD-versorgten Myokards.
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Bei 16-facher VergroRerung wurde ein monofiler Faden der Starke 8-0 unterhalb der
LAD, ca. 1-3 mm von der Spitze des linken Aurikels entfernt, durchgefuhrt (Abb.
2.1C). Die Faden-Enden wurden durch ein 0,5 mm langes Stlck eines Polyethylen-
Schlauchs, der als Okkluder spater die LAD verschliel3t, geschoben. Die korrekte
Positionierung des Okkluders wurde durch eine kurze Okklusion Uberpruft, die zu
einer sichtbaren Blasse des minderperfundierten Myokards apikal der LAD-Ligatur
fuhrte (Abb. 2.1D). Anschlielend wurde je ein Fadenende mit einer Nadel (Kalt-
Nadel, Grélke 3) durch den 2. und 4. Intercostalraum nach auf’en verlegt und dort
miteinander verknotet, so dass eine Schlaufe entstand. Diese wurde in eine
Hauttasche verlegt und der Thorax anschliellend bei 6-facher VergroRerung mit
einem monofilen Faden der Starke 6-0 durch mehrere Einzelheft-Nahte
verschlossen. Die Haut wurde mit einem monofilen Faden der Starke 6-0 fortlaufend
genaht. Nach Beendigung der Isofluranzufuhr wurde das Tier bei Ruckkehr zu einer
regelmafigen Spontanatmung extubiert. Unter einer Warmelampe wurde die Maus
bis zum vollstandigen Erwachen aus der Narkose uUberwacht. Zur postoperativen
Schmerztherapie erhielt jede Maus vor Abfluten des Isoflurans einen Bolus von

0,1 ml Temgesic-NaCl (0,0015 mg Temgesic/Tier).

22



MATERIAL UND METHODEN

2.3.2 Vorbehandlung und Prakonditionierung
2.3.2.1 Versuchsprotokoll LPS-Vorbehandlung

In dieser Studie wurden C3H/HeN bzw. C57BIl/6 (WT) und TLR4-defiziente C3H/HeJ
(TLR4-D) bzw. TLR4-KO eingesetzt. Die Verwendung der unterschiedlichen Maus-
stamme ist darauf zurickzuflhren, dass als LPS-hyporesponsive Mauslinie zunachst
nur der beschriebene C3H/HeJ-Stamm zur Verflugung stand. Erst im Verlauf des
Projektes war es mdoglich, TLR4-KO-Mause zu erhalten. Bei der Etablierung des
Infarktmodells erwiesen sich die beiden Wildtypstamme als unterschiedlich sensitiv,
so dass zu Beginn der Versuchsserie bei C3H/HeN und C3H/HeJ-Mausen eine
Infarktdauer von 60 min notwendig war, um messbare Infarktgréfden zu erreichen. In
den entsprechenden Versuchen an C57BIl/6 und TLR4-KO-Mausen wurden mit 30
minutiger Ischamie reproduzierbare InfarktgroRen, bei einer gleichzeitig verringerten

Letalitat, erzielt.

Nach Operation zur Implantation des Okklusionsfadens wurden die Tiere in folgende

Gruppen aufgeteilt:

Gruppe 1:  WT, PBS (Phosphatpufferlésung), Okklusion
Gruppe 2: TLR4-D/KO, PBS, Okklusion

Gruppe 3:  WT, LPS-Vorbehandlung, Okklusion

Gruppe 4: TLR4-D/KO, LPS-Vorbehandlung, Okklusion

Alle Gruppen erhielten 16 h vor der Infarzierung entweder eine PBS- (Gruppe 1, 2)
oder LPS-Injektion (Gruppe 3, 4; 1 mg LPS /kg Korpergewicht) (Abb. 2.2). Die plani-
metrischen Vermessungen des Infarktareals beschrankten sich auf diese vier
Gruppen und wurden bei den Stdmmen C3H/HeN und C3H/HeJ nach 60 min

Ischamie durchgefihrt.

In die anschlieRenden molekularbiologischen Untersuchungen wurden vier zusatz-
liche Gruppen einbezogen. Die im Folgenden ,schein-operiert (SOP) genannten

Tiere durchliefen den gleichen Versuchsablauf bestehend aus Instrumentierung,
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Vorbehandlung und Propofol-Narkose (siehe 2.3.3), jedoch wurde auf eine Okklusion
der LAD verzichtet. Jeweils die Halfte der WT und TLR4-D bzw. KO-Mause erhielt
eine PBS- bzw. LPS-Injektion.

Gruppe 5: WT, PBS, schein-operiert
Gruppe 6:  WT, LPS, schein-operiert
Gruppe 7:  TLR4-D/KO, PBS, schein-operiert

Gruppe 8: TLR4-D/KO, LPS, schein-operiert

30/ 60 min
Instrumentierung LPS Ischamie
I 5_7 Tage I 16 h . 3 - 24h Reperfusion
v v v
mRNA Protein InfarktgréRe

Abb. 2.2. Versuchsablauf der LPS-Vorbehandlung.
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2.3.2.2 Versuchsprotokoll Ischamische Prakonditionierung

Bei den Versuchen zur ischamischen Prakonditionierung (IPC) wurden C57BI/6 und

TLR4-KO-Mause verwendet und nach Operation in folgende Gruppen aufgeteilt:
Gruppe 1:  WT, Okklusion

Gruppe 2: TLR4-KO, Okklusion

Gruppe 3:  WT, IPC + Okklusion

Gruppe 4: TLR4-KO, IPC+ Okklusion

Die Infarktareale dieser Gruppen wurden planimetrisch vermessen. In die molekular-
biologischen Untersuchungen gingen zudem die Daten von unbehandelten Kontroll-

tieren beiderlei Genotyps ein.

Die Gruppen 3 und 4 wurden vor der Okklusion der LAD (30 min) ischamisch prakon-
ditioniert, indem sie drei alternierenden Zyklen bestehend aus 5 min Okklusion und
5 min Reperfusion ausgesetzt wurden (Abb. 2.3). Zwischen die IPC-Zyklen und die
anschliellende 30 min Infarzierung wurde eine 10 min Reperfusionsphase einge-

schoben.

3 x5 min 30 min
Instrumentierung Okklusion Infarzierung

| Vi |
I 5—-7 Tage I:I] - 3 — 24 h Reperfusion

mRNA Protein InfarkigroRe

2 X5 min, 1 x 10 min
Reperfusion

Abb. 2.3. Versuchsprotokoll der ischamischen Prakonditionierung.
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2.3.3 Infarzierung

Vor Infarzierung erhielten die Tiere eine einleitende 1 % Propofol-Dosis von 0,2 mi
(100 mg/kg). Um die Sedierung aufrecht zu erhalten, wurde Propofol flr die Dauer
der Ischamie bei Bedarf wiederholt injiziert. Zur bipolaren EKG-Standard-Ableitung
nach Einthoven Il wurden drei Elektroden in die rechte Vorderextremitat sowie beide
FuRe eingestochen und die elektrische Potentialanderung zwischen rechter Vorder-
extremitat und linkem Ful® gemessen. Zur Konstanthaltung der Kérpertemperatur auf
37°C wurde eine Temperatursonde rektal eingefuhrt. Die Sonde war mit einem
Temperaturregler gekoppelt, der bei Unterschreiten der Soll-Temperatur von 37°C
automatisch eine Warmelampe hinzuschaltete. Durch Anschluss der Elektroden an
ein Power Lab Data Aquisition System und mit Hilfe der dazugehdrigen Software
(Chart vor Windows 4.2) erfolgte die Aufzeichnung der EKG-Daten.

Die Hautnaht wurde so weit geodffnet, dass die in der Hauttasche befindlichen
Ligaturfaden freigelegt werden konnten. Mittels eines Retraktors wurde der Faden
gespannt, um die Okklusion der LAD zu erzielen (Abb. 2.1E), und eine ST-Strecken-

hebung im EKG wurde als positives Ischamie-Zeichen gewertet.

2.4 Histologische Verfahren

2.4.1 Phthaloblau- und TTC-Farbung

Die Farbung erfolgte in zwei aufeinander folgenden Schritten. Zunachst wurde
zwischen dem zum Zeitpunkt der LAD-Ligatur ischamischen Areal (Area-at-Risk,
AAR) und dem weiterhin perfundierten Bereich (Non-Area-at-Risk, AAR) differenziert.
Im zweiten Schritt fand innerhalb des ischamischen Areals die Unterscheidung von

vitalem und abgestorbenem Myokard statt.
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2.4.1.1 In-vivo Phthaloblau-Farbung

Die Anasthesie und Intubation erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Ein Hautschnitt
wurde zur Intubation, Freilegung und Durchtrennung der Ligaturfaden durchgefuhrt.
Nach Laparotomie, ventraler Erdffnung des Zwerchfells entlang des Rippenbogens
und Rippenresektion wurde das Sternum fixiert, um Aufsicht auf das somit frei-
liegende Myokard zu erhalten. Das umgebende Perikard sowie Verwachsungen mit
dem Sternum wurden geldst und die Ligaturfaden verknotet, um die Perfusion der
Area-at-Risk zu verhindern. 0,5 ml einer 5 % Phthaloblau-Lésung in NaCl wurden in
den linken Ventrikel injiziert, verteilten sich durch die Koronarien im Myokard, so dass
eine Blaufarbung der perfundierten Myokardareale (NAAR) zu beobachten war (Abb.
2.1F). Im Anschluss daran wurde das Herz enthommen, in PBS gespult und die

Vorhofe sowie der rechte Ventrikel entfernt.

2.4.1.2 TTC-Farbung

Das Herz wurde in tiefgekuhltem 2-Methylbutan schockgefroren (-160°C), um eine
ausreichende Festigkeit des Gewebes zu erzielen und sofort in eine Schneide-
vorrichtung eingebracht. Nach Herstellung von 1 mm dicken Schnitten wurden diese
bei 37°C fur 20 min in 1,5 % Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) inkubiert. Durch die
Dehydrogenasen der vitalen Zellen wurde das farblose TTC zu der rotgefarbten
Verbindung Triphenyl-Formazan reduziert, wahrend das infarzierte Myokard
ungefarbt blieb. Danach wurden die Schnitte 30 min in 4 % Formalin fixiert,
anschliellend auf Objekttrager uberfuhrt, durch einen Mikroskop-Kameraaufsatz
digital fotografiert (22,4 fache Vergroflerung) und mit einer Software planimetrisch

vermessen (siehe 2.4.1.3).
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2.4.1.3 Planimetrische Auswertung

Die digitalisierten Schnitte wurden mit der Software Image J (Version 1.29, NIH,

USA) ausgewertet.

Die Vorder- und Ruickseite jedes 1 mm dicken Schnittes wurde planimetrisch
vermessen und aus diesen beiden Daten ein Mittelwert gebildet. Aus der Addition
jener Mittelwerte konnte auf das Gesamtvolumen des Ventrikelgewebes geschlossen

werden. Das Ventrikellumen ging nicht in die Berechnung ein.
Vermessen wurden
1. Infarktareal (IA): weiles, nekrotisches Gewebe

2. Area-at-risk (AAR): Myokard, welches durch die LAD perfundiert wird;

beinhaltet neben dem I|A auch vitales, rotliches Gewebe

3. Non-area-at-risk (NAAR): blau gefarbtes Gewebe, welches nicht

durch die LAD versorgt und nicht von der Ischamie betroffen war
4. Linker Ventrikel (LV): GesamtgroRRe

Basierend auf diesen Angaben wurden die Quotienten von AAR zu LV und IA zu
AAR bzw. LV errechnet.

2.4.2 Azanfarbung

HierfGr wurden WT- und TLR4-D-Herzen nach 14 d Reperfusion entnommen, fixiert

und mit Azan gefarbt, um den Anteil kollagenen Bindegewebes erkennen zu kénnen.

2.4.2.1 Fixierung des Herzgewebes

Die entnommenen Herzen wurden zunachst 5 min mit EGTA-LAsung (36°C, pH 7.4)

retrograd durch die Aorta perfundiert. Danach wurden sie 10 min mit Formalin (4 % in
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PBS) perfundiert und anschliefend in Formalin gelagert. Nach 24 h wurden die

Herzen in Leitungswasser Uberfuhrt und Uber 3 Tage flie3end gewassert.

2.4.2.2 Paraffin-Einbettung

Nach der Entwasserung in einer aufsteigenden Isopropanolreihe (je 2 h in 30, 50, 60,
70 %) wurden die Herzen mit Hilfe eines Einbettautomaten Uber das Intermedium
Methylbenzoat in Paraffin eingebettet und drei Tage spater in frischem Paraffin

eingeblockt.

2.4.2.3 Schnitttechnik

Mit einem Rotationsmikrotom wurden von den Paraffinbléckchen Serienschnitte mit 8
pum Dicke angefertigt. Diese wurden in einem handwarmen Wasserbad mit einem
Pinsel gestreckt und danach auf einen beschichteten Objekttrager aufgebracht. Nach
Trocknung bei Raumtemparatur wurden die Objekttrager in einen Warmeschrank

(60°C) verbracht und dort bis zur Farbung gelagert.

2.4.2.4 Azanfarbung

Bei dieser Farbemethode wird kollagenes Bindegewebe scharf blau und Muskel-

gewebe rot bis violett gefarbt.

Nach Entparaffinisierung, Alkoholreihe und Wasserung wurden die Schnitte 6 min mit
einer vorgewarmten Azokarminlésung gefarbt. Im Anschluss an das Abspilen mit
Aqua dest. wurde 10 min mit Anilinalkohol differenziert und danach 1 min mit Essig-
saurealkohol behandelt. Die Praparate wurden nun 3 h in 5%iger Phosphorwolfram-
saure gebeizt. Anschlie®end wurden die Schnitte mit Aqua dest. abgesplilt, um dann
mit Anilinblau-Orange-G-Essigsaure 5 min gefarbt zu werden. Nach Abspulen mit

Aqua dest. erfolgten eine Differenzierung in 96%igem Isopropanol, eine Behandlung
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mit 100%igem Isopropanol und danach mit Xylol. Nach Betropfen mit Entellan

wurden die Praparate eingedeckelt.

2.5 In vitro-Verfahren

2.5.1 Organentnahme

Zur Organentnahme wurden die Tiere zunachst in einer Kammer mit Isofluran
betaubt und anschlieRend durch zervikale Dislokation getotet. Nach dem Tod des
Tieres wurde das Herz zur Analyse entnommen, in PBS gewaschen und Aorta sowie
Vorhofe entfernt. Etwa 1 ml Blut wurden gewonnen und nach Zentrifugation der
koagulierten Blutprobe in einem 1,5 ml-Eppendorfgefald fir 10 min bei 4°C und
550 x g wurde das Uberstehende Serum entnommen und in ELISA sowie Zymo-
graphie eingesetzt. Herz und Serum wurden anschlief3end in flissigem Stickstoff

schockgefroren und in Eppendorf-Gefallen bei -80°C gelagert.
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2.5.2 RNA-Isolation

Vor der Zerkleinerung des Gewebes, wurde der Homogenisator in 4M GIT (Guanidin
Thiocyanat) und DEPC-Wasser (0,1% Diethylpyrocarbonat in 11 H,O) gereinigt. Die
Organe wurden gefroren in TRIzol gegeben (je 100 mg Gewebe 1 ml TRIzol), homo-
genisiert und anschlieRend 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden je ml TRIzol
0,2 ml Chloroform zugegeben, geschuttelt und wieder 10 min auf Eis inkubiert. Nach
30 minutiger Zentrifugation bei 740 x g wurde die oberste Phase abgenommen, mit
0,5 ml Isopropanol je ml TRIzol vermischt und fur 10 min auf Eis inkubiert. Danach
wurde 20 min bei 740 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
mit 6 ml 75 % EtOH gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand wiederum abge-
nommen. Anschlieend trocknete das Pellet an der Luft und wurde in 200 ul DEPC-
Wasser resuspendiert. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bei einer

Wellenlange von 260 nm bestimmt.

2.5.3 Proteinisolation aus Organen

Die Proteinisolation wurde mit Hilfe des NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Kits durchgefuhrt. Nach Angaben des Herstellers wurden die Organe auf Trockeneis
pulverisiert und dem Gewicht entsprechend CER I-Puffer (10 fache Menge des
Organgewichts) hinzugefigt, der mit den Proteaseinhibitoren Benzamidin (0,5 mg/
ml), Aprotinin (2 pg/ml), Leupeptin (2 pg/ml) sowie PMSF (0,75 nM) versetzt war.
Nach Durchmischung und 10 minutiger Inkubationszeit folgte der Zusatz von CER II-
Puffer. Die Loésung wurde 1 min inkubiert und 5 min bei 4°C zentrifugiert (16.110 x g).
Der Uberstand (zytoplasmatische Phase) wurde in ein vorgekiihltes Eppendorfgefald
transferiert. Das verbleibende Pellet wurde in NER-Puffer resuspendiert, vermischt
und fur weitere 4 x 10 min inkubiert. Nach 10 minutiger Zentrifugation (16.110 x g)

wurde der Uberstand (nukledre Phase) entnommen.
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2.5.3 Bicinchinonsaure-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Bicinchinonsaure-Assay (BCA)
durchgefuihrt. Hierbei wurde zur Probe BCA und Kupfersulfatidsung hinzu gegeben
und im Kupfer-Protein-Komplex Cu®* zu Cu* reduziert. BCA bildete mit Cu® einen
spezifischen Farbstoffkomplex. Dieser diente als sensitiver kolorimetrischer Nach-
weis von Proteinen bei einer Wellenlange von 562 nm. Nach Herstellerprotokoll
wurden 2 pl Probe mit jeweils 980 pl Reagenz A und 20 ul Reagenz B vermischt. Im
Anschluss an eine 30 minutige Inkubationsphase bei 37°C erfolgte der quantitative
Protein-Nachweis im Photometer.

2.5.4 Electric Mobility Shift Assay (EMSA)

Mittels EMSA kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-
Sequenzen untersucht werden. Das als spezifische DNA-Sequenz eingesetzte Oligo-
nukleotid ist radioaktiv markiert, so dass die sich ausbildenden Transkriptionsfaktor-
DNA-Komplexe radiographisch detektiert werden kénnen. Als Nachweis flr eine
spezifische Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA dient die Kompetition
des markierten Oligonukleotides mit einem unmarkierten Oligonukleotid (im Uber-
schuss). Um die Identitat von Transkriptionsfaktor-DNA-Komplexen zu belegen, wird
den Proben ein Transkriptionsfaktor-spezifischer Antikorper zugegeben. Transkrip-
tionsfaktor-spezifische DNA-Komplexe werden dadurch im EMSA-Gel retardiert. Das
Prinzip beruht darauf, dass Protein-DNA-Komplexe in der Elektrophorese langsamer
laufen als freie DNA. Die Identitdt des DNA-bindenden Proteins wird durch Zugabe

von spezifischen Antikorpern festgestellt (Super Shift).

Zu Beginn des Versuches wurden AP-1 bzw. NFkB-komplementare Oligonukleotide
mit y-Phosphor32-ATP radioaktiv markiert. Die ,hot probe“ wurde aus 12,75 ul Aqua
dest., 5 ul 2,5 x ,Forward Reaction Buffer®, 3,73 ul (5 pmol) Konsensus-Sequenz-
Oligonukleotid, 2,5 pl yP32-ATP (10 pCi/pl, 3000 Ci/mmol) und 1 pl (10 u) T4 Poly-
nukleotidkinase hergestellt und 20 min bei 37°C, anschlieend 15 min bei 65°C im

Heizblock inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde in Chromatographiesaulen (Micro
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Bio-Spin® 6 Chromatography Columns) Uberfuhrt, mit 550 x g zentrifugiert und das

Effluat, welches das radioaktiv markierte Oligonukleotid enthielt, entnommen.

Zu 20 ug der nuklearen Extrakte wurde ein radioaktiver Bindungsmix (4 mM Tris-Cl,
pH 7.9; 12 mM HEPES, 1 mM DTT, 60 mM KCI, 10 % Glycerol, 1 mM EDTA, 2 mg
Poly(dI-dC), 20.000 cpm der radioaktiv markierten Oligonukleotide) zugegeben und
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spezifitat der DNA-Protein-Bindung
wurde durch einen 50 fachen Uberschuss des unmarkierten Oligonukleotids (iber-

pruft (Kompetition).

Fir Super Shift-Assays wurden die nuklearen Extrakte mit 2 mg polyklonalem anti-
p50 oder anti-p65 Antikdrper vor Zugabe der radioaktiv markierten Probe zum Bin-

dungsmix inkubiert.

Die DNA-Protein-Komplexe wurden 2 h bei 30 mA auf einem 4 % Polyacrylamidgel in
0,5 % Tris-Borat-EDTA Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die EMSA-Gele
wurden mit Whatman-Papier von den Glasplatten abgenommen und mit Frischhalte-
folie abgedeckt. AnschlieRend wurden die Gele fir 1 h Vakuum-getrocknet, Uber
Nacht in einer Phosphoimager-Kassetten gelagert und mit einem Phosphoimager

gescannt.

2.5.5 Ribonuclease Protection Assay (RPA)

Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels eines RPAs. Dieser radio-
aktive Assay ermoglicht die zeitgleiche Analyse verschiedener Gene. Das Verfahren
beruht auf der Verwendung radioaktiv markierter RNA-Fragmente, die komplementar
zum untersuchten Zielgen sind, dieses binden und somit nach Detektion der

emittierten B-Strahlung eine quantitative Erfassung der Genexpression ermoglichen.

Maus-Template-Sets zur Messung der mRNA-Expression von Zytokinen, Chemo-
kinen, MMPs und TLR-Rezeptoren wurden bei BD Bioscience erworben. Zur Hybridi-
sierung der isolierten RNA wurde zunachst eine zur gesuchten RNA komplementare,
synthetisierte Antisense-Nucleinsaure radioaktiv markiert (UPP = unprotected probe).

Hierzu wurden 1 pyl RNAsin (RNAse Inhibitor, der RNA wahrend Inkubationszeiten
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vor Abbau schutzt), 1 yl GACU Pool (Ribonucleinsauren), 2 pl DTT, 4 pl Transkrip-
tionspuffer, 1 yl Template RNA, 10 pl a-P*2-UTP und 1 ul T7 RNA-Polymerase
vermischt und inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 2 yl DNAse und, nach weiterer
Inkubationspause, 26 pl 20mM EDTA, 25 ul citratgepuffertes Phenol (pH 4.7), 25 ul
Choloroform / Isoamylalkohol (50:1) sowie 2 pyl Hefe t-RNA. Die obere Phase wurde
nach Zentrifugation abpipettiert und mit 50 pl Chloroform / Isoamylalkohol (50:1)
vermischt, wiederum zentrifugiert (16.110 x g) und erneut die obere Phase in ein
neues Eppendorf-Gefal® Uberfuhrt, mit 50 yl 4 M Ammoniumacetat und 250 ul 100 %
EtOH vermischt und fur eine Stunde bei -80°C prazipitiert. Nach Zentrifugation wurde
der Uberstand entsorgt und das Pellet mit 100 pl 90 % igem EtOH gewaschen. Das
Pellet wurde in 30 uyl Hybridisierungspuffer resuspendiert. 20ug RNA der ent-
sprechenden Proben wurden getrocknet. Die Pellets wurden in 8 pyl Hybridisie-
rungspuffer resuspendiert, mit 2 pl radioaktiv markierter RNA (UPP) versetzt und
Uber Nacht bei 90°C inkubiert. Zum Schutz vor Verdunstung wurde Mineraldl

aufgetropft.

Aus 7,5 ml Sequagel Complete, 20 ml Sequagel 6 und 300 pyl 10 % APS wurde ein
Polyacrylamidgel hergestellt und zwischen silikonisierte Glasplatten gegossen. Je
Probe wurden 100 yl RNAse-Mix (2,5 ml RNAse-Puffer, 6 ul RNAse A + T1) unter
das Ol pipettiert und 30 min bei 90°C inkubiert. Hierdurch wurden einzelstrangige
RNA und Uberhange im RNA-RNA-Hybridmolekiil hydrolysiert. AnschlieBend wurde
die gesamte Flissigkeit unter dem Ol abpipettiert und mit je 18 pl eines Proteinase K
Cocktails (390 pl Proteinase K-Puffer, 30 yl Proteinase K, 30 pyl Hefe tRNA)
vermengt. Nach 15 minutiger Inkubation bei 37°C wurden 65 ul citratgepuffertes
Phenol und 65 ul Chloroform-Isoamylgemisch hinzugegeben, gemischt und
zentrifugiert (16.110 x g). Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal
transferiert, mit 120 yl 4 M Ammoniumacetat und 650 pl 100 % EtOH vermengt und
fur 60 min bei -80°C prazipitiert. Danach wurde 15 min zentrifugiert (16.110 x g), der
Uberstand entsorgt und mit 100 ul 90 % EtOH gewaschen. Nach Entfernen des
Alkohols trockneten die Pellets an der Luft. Zwischenzeitlich lief das Gel 1 h bei 50 W
vor. Die getrockneten Pellets wurden in 5 pl Ladepuffer resuspendiert, bei 90°C
3 min inkubiert, um einzelstrangige RNA zu erhalten, danach sofort in eine

eisgekuhlte Box gestellt und auf das Gel aufgetragen. Auch die UPP wurde mit
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Loading-Puffer 1:100 verdinnt und aufgetragen. AnschlieBend lief das Gel
1 h 40 min bei 60 W. Die Glasplatten wurden geldst, das Gel mit Whatman-Papier
von der Glasplatte abgenommen und mit Frischhaltefolie abgedeckt. Daraufhin
wurden die Gele fir 45 min bei 80°C Vakuum-getrocknet. Hiernach wurde das Gel in
eine Kassette Uberfuhrt und belichtete fur 3 Tage einen Rontgenfilm, der Doku-
mentationszwecken diente. Abschlielend wurde das Gel 1d in einer Phospho-
imager-Kassette gelagert, die belichtete Platte mit einem Phosphoimager gescannt

und diese hochauflésende Aufnahme quantitativ ausgewertet.

Die Bandenintensitat wurde mit Hilfe des Programms AIDA v3.5 (Raytest,
Deutschland) quantifiziert und die Signale nach Hintergrund-Reduktion ins Verhaltnis

zum ribosomalen ,House-keeping“ Gen L32 gesetzt (AU = arbitrary units).

2.5.6 Real time RT-PCR

Auch die bei der Reverse-Transcriptase PCR eingesetzte RNA wurde mit Hilfe der
oben beschriebenen Guanidin Thiocyanat - Phenol - Chloroform — Extraktions-
methode gewonnen (siehe 2.5.2). Zur Initiation der DNA-Synthese wurde ein Oligo-
(d)-T+1s-Primer fur Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase verwendet und
1 ug RNA zu cDNA umgeschrieben. Vor der real-time PCR wurde zur Abschatzung
der spezifischen cDNA-Menge eine qualitative PCR des ,House-keeping“ Gens [3-
Aktin sowie von HIF1a, ADM, iNOS, TNFaq, IL-18, IL-6 und TNFR1 durchgefihrt. Die
entstandenen PCR-Produkte wurden auf Ethidiumbromid gefarbten 1,5 %-Agarose-
gelen aufgetrennt. Primer fur die real-time PCR wurden mit der Primer Express
Software (Applied Biosystems) berechnet (Suchparameter: AmplicongréRe 100 bp,
Annealing-Temperatur 60°C, GC-Gehalt 60%)(

Tab. 2.1).

Die Real-time PCR wurde unter Verwendung von SYBR grin als Fluoreszenz-
farbstoff im Gene Amp 5700 Sequence Detection System durchgeflihrt. Die in der
real-time PCR eingesetzten cDNA-Standards wurden aus den spezifischen PCR-
Produkten mit einem DNA-Aufreinigungskit gewonnen. Die Menge der Standard-

cDNA wurde photometrisch bestimmt. Die Standardkonzentrationen variierten
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zwischen 100 und 0,1 fg/ul. Die Quantifizierung fand in einer ,Two-step real-time*
PCR statt (10 min Denaturierung bei 95°C, 40 Zyklen a 15 sek bei 95°C und 1 min

bei 60°C). Die Menge der spezifischen cDNA wurde in Mikrogramm der Gesamt-

RNA angegeben.

Primer 5 3 Amplicon
B-actin ccc tct gaa ccc taa ggc ca ggg aca aca cag cct gga tg 100

HIF-1a gaa atg gcc cag tga gaa aa ctt cca cgt tgc tga ctt ga 151

ADM cgc agt tcc gaa aga agt gg cca gtt gtg ttc tgc teg tee 150

iINOS aca tcg acc cgt cca cag tat cag agg ggt agg ctt gtc tc 100

TNFa cgg ggt gat cgg tcc cca aag gga ggg cgt tgg cgc gct gg 151

IL-1B cct ctc cag cca agc ttc ct ttt gga agc agc cct tca tc 150

IL-6 tce tac ccc aat ttc caa tgc cat aac gca cta ggt ttg ccg 150
TNFR1p55 tac ctc ctc cgc ttg caa at gag tag act tcg ggc ctc cac 151

Tab. 2.1. Primerpaare fiir Real-time RT-PCR.

2.5.7 Western Blot

Die Regulation der CD14- und HIF-1a-Proteinexpression wurde im Western Blot

nachgewiesen.

80 ug Protein je Probe, gewonnen wie unter 2.5.3 beschrieben, wurden auf einem
7,5 % SDS-Polyacrylamid-Gel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und
durch Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-C super) Ubertragen
und fur die nachfolgende Immundetektion immobilisiert. Die Membran wurde bei 4°C
uber Nacht in 5 % Milchpulver-TBST-Losung (Tris-HCI, NaCl, 0,05% Tween 20)
inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Zur Immun-
detektion wurde die Membran 1 h mit dem Primarantikérper (CD14 bzw. HIF-1a)
inkubiert. Als Zweitantikorper wurde ein monoklonaler Antikorper (Anti-Ratte bzw.
Anti-Kaninchen) verwendet.

36



MATERIAL UND METHODEN

2.5.8 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Um die TNF-, IL-1B- und IL-6-Proteinexpression zu bestimmen, wurde ein ELISA

durchgefuhrt.

Tiefgefrorene Organe wurden mit 1 ml ELISA-Puffer (PBS, 1 yl/ml Triton X-100,
1 ul/ml PMSF (250 mM in Isopropanol), Proteaseinhibitoren) homogenisiert. Die
Proben wurden fur 20 min auf Eis inkubiert, homogenisiert, 15 min bei 16.110 x g und

4°C zentrifugiert und der Uberstand im ELISA eingesetzt.

Die ELISAs wurden dem Herstellerprotokoll (R&D Systems) entsprechend durch-
gefuhrt. Dabei wurden Antikorper-beschichtete Mikrotiterplatten verwendet, die das
relevante Antigen banden, so dass andere nicht gebundene Konstituenten weg-
gewaschen werden konnten. Mit Hilfe der an den Antikérper gekoppelten Enzyme
wurde anschlieRend eine Farbreaktion ausgelost und die Starke der Farbreaktion
photometrisch mittels eines ELISA-Readers gemessen. Die Starke der Farbreaktion

war proportional zur Konzentration des untersuchten Proteins in der Probe.

2.5.9 Zymographie

Zwischen zwei Glasplatten wurde ein 1 mm dickes, 7,5 %iges Trenngel mit 0,3 %
Gelatine gegossen und flr ca. 2 h zur Polymerisation in den Kuhischrank gestellt
(Trenngel: 1,9 ml 30 % Acrylamid, 1,87 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8.6), 62,5ul 10% SDS,
3,5 ml Aqua dest., 11,25 mg Gelatine A, 11,25 mg Gelatine B, 62,5ul Temed, 62,5l
APS). Dieses wurde anschlieRend mit einem 3 %igen Sammelgel Uberschichtet, in
welches der Kamm eingeflhrt wurde (Sammelgel: 1,58 ml Aqua dest., 0,63 ml 0,5 M
Tris-HCI (pH 6.8), 0,25 ml 30 % Acrylamid, 37,5 yl 10 % APS, 1,88 pl Temed, 25 pl
10 % SDS). Nach vollstandiger Polymerisation wurde das Gel in der Elektrophorese-
kammer mit 1x Laufpuffer Uberschichtet und der Kamm entfernt (10 x Laufpuffer pH
8.3 (1 L): 29 g Tris-Base, 144 g Glycin, 10 g SDS, auffullen mit Aqua dest.). Der
Proteingehalt der Proben wurde mit einem BCA-Kit bestimmt (siehe 2.5.3). 40 g
Protein je Probe wurden 3:1 mit 2x Probenpuffer vermischt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert (2 x Probenpuffer (10 ml): 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6.8,
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4,0 ml 10 % SDS, 2,0 ml 4 % Glycerin (w/v), 0,5 ml 0,1 % Bromphenolblau, auffullen
mit Aqua dest.). Bei dem hinzugefugten SDS handelt es sich um ein anionisches
Detergenz, das die Eigenladungen der Proteine Uberdeckt, so dass Micellen mit
konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen (ca. 1,4 g SDS/ g Protein),

um ein gleichartiges Laufverhalten bei der Elektrophorese zu erreichen.

Proben, Proteinstandard sowie Positivkontrolle (murine MMP-9) wurden auf das Gel
aufgetragen. AnschlieBend liefen sie bei 40V ein und wurden 90 min bei 125V
aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das Sammelgel mit einem Skalpell
abgetrennt und das Trenngel zur Entfernung des SDS mit 1x Renaturierungspuffer
3 x 20 min im Schuttler gewaschen (10 x Renaturierungspuffer: 25 % TritonX-100 in
Aqua dest. (Volumen (v) / v)). Das Triton X wurde mit Inkubationspuffer 3 x 10 min
aus dem Gel entfernt (10 x Inkubationspuffer (1 L): 12,1 g Tris-Base, 63,0 g Tris-HCI,
117,0 g NaCl, 7,4 g CaCl,, 2,0 ml Brij 35, auffullen mit Aqua dest.). Im Anschluss
wurden die Gele mit Parafilm abgedeckt und im Inkubationspuffer fur maximal 72 h
bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Nach Abgiessen des Puffers wurde in Coomassie-
Farbeldésung fir 30 min gefarbt, die Farbelésung dann abgegossen und 30 min
entfarbt, bis weile Banden zu erkennen waren (Farbelosung: 450 ml Aqua dest. mit
0,1 % Brilliant Blau R 250, 450 ml Methanol, 90 ml Essigsaure; Entfarbelosung: 520
ml Aqua dest., 450 ml Methanol, 30 ml Essigsaure). Das Gel wurde auf einem
Weililichttisch liegend durchleuchtet und das Ergebnis mit einer Kamera fotografisch

festgehalten. Die Auswertung erfolgte mit AIDA.

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden bei allen Tiergruppen die Mittelwerte (M) und
Standardfehler (SEM) errechnet. Unter Verwendung des Statistikprogramms Prism
v4.0 wurden mit Hilfe einer ein- oder zweifaktoriellen ANOVA und anschlielfendem
Posthoc-Test nach Bonferroni Signifikanzen ermittelt. Differenzen mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,05 galten als signifikant. In besonderen Fallen wurden
die I/R-Werte zusatzlich als Berechnung des Vielfachen der jeweiligen SOP-Gruppe

angegeben. Hierbei wurde jeder einzelne mRNA-Wert der zwei korrelierenden
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Gruppen auf den mittleren mRNA-Gehalt der SOP-Gruppe normiert. Mit den
erhaltenen Einzelwerten wurde wie oben beschrieben weiter verfahren (ANOVA).
Dieses Verfahren ermdglichte eine isolierte Betrachtung des I/R-Effektes und
bericksichtigte Unterschiede in den SOP-Werten nach Vorbehandlung bzw.

zwischen verschiedenen Genotypen.
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2.7 Gerite

Tierhaltung

Kafige Makrolon, Typ Il L

Charles River Deutschland GmbH

Standarddiatfutter Maus und Ratte

Altromin GmbH und Co. KG

Tiereinstreu-Granulat

Altromin GmbH und Co. KG, Lage-Lippe,

Deutschland

Zuchttiere (C57BIl/6, C3H/HeN,
C3H/HeJ)

Charles River Deutschland GmbH,
Sulzfeld, Deutschland

Zuchttiere TLR4-Knockout

Dr. S. Akira (Osaka University, Japan)

In vivo-Eingriffe

Endotrachealkantile @ 1,0 und 1,2mm

Hugo Sachs Elektronik, March-

Hugstetten, Deutschland

Kalt-Nadeln, Grofte 3

Fine Science Tools, Inc.

MiniVent Typ 845

Hugo Sachs Elektronik

Operationsbesteck (Knopfpinzetten,

Augenschere, Castroviejo-Nadelhalter)

Allgaier Instrumente, Frittlingen,

Deutschland

Operationsmikroskop

OpMi-191294, Zeiss, Oberkochen,

Deutschland

Power Lab Data Acquisition System

ADInstruments, Spechbach, Deutschland

Warmebad

Rhema-Labortechnik, Hofheim,

Deutschland

Zentrifuge, Model 5415R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Molekularbiologische Arbeitsmittel

Biophotometer

Eppendorf AG

ELISA Reader, Expert

Asys HiTech, Eugendorf, Osterreich

Gelkammer

BioRad

Gene Amp 5700 Sequence Detection
System

Applied Biosystems

Maxi-Gelkammer

BioRad

Mini-Gelkammern

BioRad, Munchen, Deutschland

Phosphoimager FLA3000 Fuji, Dusseldorf
Power Supply Elektrophorese BioRad
Thermomixer comfort Eppendorf AG

Histologie

Rotationsmikrotom HM 355 S

Micron, Aschheim, Deutschland

Software

AIDA Geldokumentationssoftware

Raytest, Straubenhardt , Deutschland

Chart for Windows 4.2

ADInstruments

Primer Express Software

Applied Biosystems, Weiterstadt,

Prism v4.0

GraphPad Software, San Diego, USA
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2.8 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Anwendung Bezeichnung Hersteller

ELISA mIL-18 ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, USA
ELISA mIL-6 ELISA Kit R&D Systems

ELISA mTNF ELISA Kit R&D Systems

ELISA, Protein- |Phenylmethylsulfonyl (PMSF) [#P7626, 0,2M in |Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
isol. Isopropanol Minchen, Deutschland

ELISA Proteaseinhibitoren #1836153 Roche, D-Mannheim

ELISA, Zymogr.

TritonX-100

Sigma-Aldrich

EMSA

5 x "Binding Buffer"

60 mM Hepes, 20
mM Tris, 300 mM
KCI, 5 mM EDTA,
50 % Glycerol, 5
mM DTT, pH 7.9

Gibco BRL, Life Technologies,
Karlsruhe, Deutschland

EMSA AP-1 Oligonukleotide Santa Cruz Biotechnology
EMSA Borsaure #B-6768 Sigma-Aldrich
EMSA Forward Reaction Buffer Gibco
EMSA HEPES Merck, Darmstadt, Deutschland
EMSA Micro Bio-Spin® 6 BioRad, Minchen, Deutschland
Chromatography Columns
EMSA NFkB p50-Antikorper #sc-114 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, USA
EMSA NFkB p65-Antikdrper #sc-109 Santa Cruz Biotechnology
EMSA NFkB-Oligonukleotide #sc-2505, 5’-AGT |Santa Cruz Biotechnology
TGA GGG GAC
TTT CCC AGG CH
3
EMSA Poly(dl-dC) Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland
EMSA T4 Polynukleotidkinase Gibco
EMSA yP32-ATP Amersham
EMSA, Zymogr. [Tris-HCI Sigma-Aldrich
Histologie Anillinblau Division Chroma, Minster,
Deutschland
Histologie Deckglaser Menzel-Glaser
Histologie Entellan® Eindeckmedium |Merck
Histologie Eosin G, 0,5 % Merck
Histologie Formalin 4% Merck
Histologie Histowax Paraffin Reichert-Jung, Heidelberg,
Deutschland
Histologie Methylbenzoat Merck
Histologie Objekttrager Super Frost Plus Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland
Histologie Orange G Certistain ® Merck
Histologie Wolframatophosphorsaure Merck
Histologie Xylol Merck
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Anwendung Bezeichnung Hersteller
Operation 2-Methylbutan #277258 Sigma-Aldrich
Operation 6-0 Prolene Faden, BV-1 Ethicon GmbH, D-Norderstedt
Operation 8-0 Prolene Faden, BV-1 Ethicon
Operation Betaisodona ® Mundipharma GmbH, Limburg,
Deutschland
Operation Disoprivan ®, 1% Propofol Astra Zeneca, Wedel, Deutschland
Operation Formalin 4% verdiinnt mit PBS [Merck
Operation Isofluran (Forene®) Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden
Operation Lipopolysaccharid aus E.coli Sigma-Aldrich
0111:B4, #L.2630,
Phenol-Extraktion
Operation PBS Gibco
Operation PE-Schlauch, @ 0,5 mm Sims-Portex, Hythe, Kent, UK
Operation Phthaloblau Dispersionsfarbe |Heubach, Langelsheim, Deutschland
Operation Temgesic® Injektionslésung |Essex Pharma GmbH, Minchen,
0,3 mg/ml Bupre-|Deutschland
norphinhydro-
chlorid
Operation TTC Triphenyltetrazoli [Sigma-Aldrich
umchlorid
Proteinisolation [Aprotinin 2 mg/ml, #A6279 [Sigma-Aldrich
Proteinisolation |BCA Assay Kit #23225 Perbio Science, D-Bonn
Proteinisolation |Benzamidin 250 mg/ml, Sigma-Aldrich
#B2009
Proteinisolation |Bicinchinonsaure-Assay Perbio
Proteinisolation |Leupeptin #2884, 2 mg/ml |Sigma-Aldrich
Proteinisolation |NE-PER Kit Nuclear and Perbio
Cytoplasmic
Extraction Kit
RNA-Isolation DEPC Diethylpyro- Sigma-Aldrich
carbonat
RNA-Isolation  |Guanidin Thiocyanat GIT, #G6639 Sigma-Aldrich
RNA-Isolation TRIzol #15596-018 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
RNA-Isolation, |Ethanol Merck
RPA, Zymogr.
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Anwendung Bezeichnung Hersteller
RPA [a-P32] UTP Amersham
RPA Chloroform #C2432 Sigma-Aldrich
RPA Filterpapier Whatman, D-Dassel
RPA Isoamylalkohol #9392 Sigma-Aldrich
RPA Isopropanol #1096341011 Merck
RPA Mineralol #M5904 Sigma-Aldrich
RPA mouse CK-5 Multi-Probe Chemokin-Panel, |BD Biosciences, San Diego, CA,
Template Set #551943 USA
(RANTES, MIP-
1a, -B, MIP-2,
Eotaxin,
Lymphotactin,
MCP-1, L32,
GAPDH)
RPA mouse Custom Riboquant Set |iNOS, IL-18, IL-6, [BD Biosciences
TNF, TLR2,
TLR4, L32,
GAPDH
RPA mouse MMP-1 Multi Probe MMP-Panel, BD Biosciences
Template Set #551276 (MMP-1,
-2,-3,-8, -9,
TIMP-1-4, L32,
GAPDH)
RPA Phenol, Citrat-gepuffert AppliChem GmbH, D-Darmstadt
RPA RiboQuant RPA Starter enth. RNAsin, BD Biosciences
Package GACU-Pool, DTT,
Transkriptions-
puffer, T7-RNA-
Polymerase,
DNAse, EDTA,
Ammonium-
acetat,
Hybridisierungs-
puffer, RNAse-
Puffer, RNAse A
+ T1, Proteinase
K, Yeast-tRNA,
Proteinase K-
Puffer, Loading
Buffer
RPA SequaGel-6 #EC-836 Biozym Diagnostics, Hessisch
Oldendorf, Deutschland
RPA SigmaCote Sigma-Aldrich
RPA, Zymogr. [Polyacrylamidlésung 29:1 BioRad
RPA, Zymogr. [Temed #161-0800 BioRad
rtPCR Avian Myeloblastosis Virus Promega, Mannheim, Deutschland
Reverse Transkriptase
rtPCR DNA-Purification Kit Roche
rtPCR Primer Invitrogen
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Anwendung Bezeichnung Hersteller

Western Blot Anti-HIF-1a rabbit polyclonal NB 100-449 Novus Biologicals, Littleton, CO,
USA

Western Blot Anti-rat, HRP PO162 DAKO Cytomatation GmbH,
Hamburg, Deutschland

Western Blot Bovine Serum Albumin PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Deutschland

Western Blot CD14-Antikorper #552738, BD Biosciences

monoklonaler
Ratte anti-Maus
CD14 Antikérper

Western Blot

Chromatographiebdgen

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Western Blot

Goat-anti-rabbit

Sigma

Western Blot

Hybond-C extra,
Nitrocellulosemembran

GE Healthcare, D-Miinchen

WB, Zymogr. Precision Blue Standard BioRad
Western Blot Qentix Western Blot Signal Perbio
Enhancer
Western Blot Tween-20 VWR
Zymographie Ammoniumpersulfat APS, #161-0700 |BioRad
Zymographie Brij 35 Sigma-Aldrich
Zymographie Brilliant Blau R 250 BioRad
Zymographie Bromphenolblau BioRad
Zymographie Essigsaure Merck
Zymographie Gelatine A Herkunft: Sigma-Aldrich
Schwein
Zymographie Gelatine B Herkunft: Rind Sigma-Aldrich
Zymographie Glycerin Merck
Zymographie Glycin Merck
Zymographie Methanol VWR
Zymographie murine MMP-9 #cc069 Chemicon, Hamphire, UK
Zymographie SDS Sodiumdodecylsul[Sigma-Aldrich
fat
Zymographie Tris-Base Sigma-Aldrich
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3 Ergebnisse

3.1 Tierzahlen

Insgesamt gingen die Daten von 600 Tieren in die Arbeit ein. Die Mortalitatsraten
unterschieden sich je nach Versuchsprotokoll und Vorbehandlung und werden in den

jeweiligen Kapiteln dargestellt (3.2.1 und 3.3.1).

3.2 LPS-Vorbehandlung

Um den Einfluss einer LPS-Vorbehandlung auf eine nachfolgende myokardiale
Ischamie zu untersuchen, wurden insgesamt bis zu acht verschiedene Gruppen
miteinander verglichen (siehe 2.3.2.1). Die Versuche wurden mit verschiedenen
Genotypen durchgefuhrt und jeweils vier Gruppen untersucht: 1. SOP PBS, 2. I/R
PBS, 3. SOP LPS und 4. I/R LPS. Die verwendeten Genotypen werden im Detail in

den einzelnen Kapiteln erortert.

3.2.1 Mortalitatsraten

Die Letalitat wahrend der Instrumentierung war im Wesentlichen auf die Faktoren In-/
Extubation und auf einen Pneumothorax zurickzuflhren. Bei der Infarzierung spielte
insbesondere die Verabreichung des Propofols eine Rolle, welches je nach
Vorbehandlung in unterschiedlichen Dosierungen injiziert werden musste und in
einigen Fallen zu Atemdepression fuhrte. Die Gesamtzahl der verwendeten Tiere
sowie die Letalitatsrate in den jeweiligen Studienabschnitten wird in Tab. 3.1

dargestellt.

Bei der Entwicklung des Modells der LPS-Vorbehandlung musste zunachst eine
geeignete LPS-Dosierung gefunden werden. In Anlehnung an die Studie von
Zacharowski et al. sollte die Vorbehandlung 16 h vor Infarkt stattfinden (Zacharowski

et al., 2000). In dem bereits etablierten Sepsismodell unserer Arbeitsgruppe wurde
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Gesamtzahl der Mause 382
Planimetrie:
Farbungen gesamt 58
davon verwertbar 48
Organentnahmen fir Molekularbiologie 212
Todesfalle 64
bei Instrumentierung 13
nach Instrumentierung 5
nach LPS-Stimulation 2
bei Infarkt 42
wahrend Reperfusionsphase 2

Tab. 3.1: Tierzahlen im Projekt LPS-Vorbehandlung.

mit einer LPS-Dosierung von 20 mg/kg Korpergewicht flr einen maximalen Zeitraum
von 6 h stimuliert (Baumgarten et al., 2006c). Diese LPS-Konzentration bewirkt ein
Sepsis-ahnliches Krankheitsbild mit sehr schlechtem Allgemeinzustand. Deshalb
musste eine geringere Dosis, die jedoch eine prakonditionierende Wirkung aufweisen
sollte, gefunden werden. Erste Versuche mit 5 mg LPS/kg Koérpergewicht flhrten
noch immer zu einem stark verschlechterten Allgemeinbefinden der Tiere sowie zum
schnellen Tod unter Propofol und Ischamie. Eine Reduktion der LPS-Dosis auf

1 mg/kg Korpergewicht wurde erfolgreich getestet und daraufhin beibehalten.
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3.2.2 TTC-Farbung und planimetrische Auswertung

[%0]  *
60+
1 CWT
T B TLR4-D
40- ]
204
O_ L] L] L |
- - + + - - + + LPS
Infarkt/AAR AAR/LV

Abb. 3.1: Planimetrische Vermessung der Infarktareale. Verhaltnis von Infarktgréfe zu Area-
at-risk und AAR zu linkem Ventrikel (LV). * p < 0,05.

Die Infarktgréfle wurde nach 60 min Okklusion der LAD und 24 h Reperfusion
vermessen. Die Okklusion der LAD fuhrte in dem verwendeten Modell zu einer
durchschnittlichen AAR-GrofRe von 45 % des linken Ventrikels (LV) in beiden Maus-
stammen (C3H/HeN, C3H/HeJ). Die Unterschiede in der GroRRe variierten nur gering-
flgig zwischen 42,6 und 47,7 % / LV. Dies deutet auf eine gute Reproduzierbarkeit

der experimentell initiierten Malperfusion hin.

TLR4-D-Mause wiesen mit 30,3 % + 4,81 (Mittelwert + SEM; n = 17) gegenuber WT-
Mausen mit 49,8 % £ 6.66 (n = 13) ein signifikant kleineres |IA auf (Abb. 3.1). Eine
LPS-Vorbehandlung bewirkte eine signifikante Verkleinerung des IA bei WT-Mausen
(24,8 % = 5,28; n = 10), wahrend eine LPS-Injektion bei TLR4-D keine Verande-
rungen des |A herbeifuhrte. Diese Daten zeigen, dass LPS in dem verwendeten
Mausmodell zu einer veranderten Antwort auf ein Ischamie-Reperfusions-Ereignis
fuhrt. Ein solcher Einfluss wurde bei TLR4-D-Mausen jedoch nicht gefunden. TLR4-

Defizienz und LPS-Vorbehandlung reduzierten das IA in vergleichbarem Ausmal3.
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3.2.3 Azanfarbung

Nach 14 d Reperfusion wurden einige Herzen von WT- und TLR4-D-Mausen
entnommen und mit Azan gefarbt um eventuelle Unterschiede im Ausmal} der
fibrotischen Areale kenntlich zu machen. In Ubereinstimmung mit der TTC-Farbung
zeigten TLR4-D-Herzen lokale, auf die Vorderwand begrenzte Infarktbereiche,
wahrend sich das grolere Fibroseareal von WT-Mausen nahezu durch den ganzen
linken Ventrikel zog (Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Azanfarbung von Herzen nach 60 min Okklusion und 14 d Reperfusion. Links:

aufeinanderfolgende Serienschnitte des gleichen TLR4-D-Herzens, rechts: WT-Herz.
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3.2.4 CD14-Proteinexpression

WT TLR4 -D
SOP I'R SOP I/R

A PBS g Wl @B __.-_,.' ~ CD14
.

B LPS
....- ™ . 8 - CDh4

Abb. 3.3: CD14-Proteinexpression. Western Blot, A: PBS (Expositionsdauer 1'15%) B: LPS
(Expositionsdauer 10%). Die unterschiedliche Bandenintensitdt von schein-operierten TLR4-D-

Mausen nach PBS und LPS-Stimulation ist auf verschiedene Expositionsdauern zurtickzufiihren.

Die CD14-Proteinexpression von WT und TLR4-D-Herzen wurde mithilfe eines
Western Blots untersucht (Abb. 3.3). I/R induzierte nach 6 h Reperfusion einen
geringen Anstieg der CD-14-Proteinexpression. Nach LPS-Vorbehandlung zeigten
nur WT-, nicht jedoch TLR4-D-Mause, eine verstarkte CD14-Proteinexpression,

welche durch I/R nochmals gering erhéht wurde.
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3.2.5 TLR2 und TLR4 - mRNA-Expression

Der Einfluss der LPS-Vorbehandlung auf die TLR4 mRNA-Expression und eine
mogliche Kreuzinduktion der TLR2-Expression wurde im RPA untersucht. Zudem
interessierten die Rezeptoren aufgrund ihrer Eigenschaft, neben bakteriellen

Zellwandbestandteilen endogene Liganden zu binden.

TLR2

| | * C—1SOP
* “ | * /R

AU TLR2 / L32 mRNA
n e
|_|

WT TLR4-D

Abb. 3.4: TLR2 mRNA-Expression. * p < 0,05, n = 5.

Die TLR2 mRNA-Basalexpression unbehandelter WT und TLR4-D-Mause unter-
schied sich nicht. Bei scheinoperierten WT-Mausen induzierte die LPS-Applikation
eine vermehrte TLR2 mRNA-Expression (0,63 + 0,09 (WT SOP PBS) vs. 1,94 £ 0,10
(WT SOP LPS), p < 0,05) (Abb. 3.4). Ein Effekt durch LPS war bei TLR4-D-Mausen
nicht zu beobachten. Beide WT-Gruppen (SOP, I/R) wiesen nach LPS-Gabe gegen-
Uber LPS-stimulierten TLR4-D-Mausen eine signifikant erhdhte TLR2-Expression auf
(1,94 £ 0,10 (WT SOP LPS) vs. 0,65 *+ 0,43 (TLR4-D SOP LPS); 2,22 + 0,10 (WT I/R
LPS) vs. 1,35 £ 0,36 (TLR4-D I/R LPS)). Die TLR2 mRNA-Expression wurde durch
I/R erhdht und erreichte sowohl bei PBS-behandelten WT als auch TLR4-D-Mausen
das Signifikanzniveau (0,63 £ 0,09 (WT SOP PBS) vs. 1,85 = 0,21 (WT I/R PBS);
0,80 + 0,04 (TLR4-D SOP PBS) vs. 2,04 + 0,16 (TLR4-D I/R PBS)).

51



ERGEBNISSE

TLR4
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Abb. 3.5: TLR4 mRNA-Expression. * p < 0,05, n = 5.

In der Basalexpression des exprimierten TLR4 unterschieden sich WT und TLR4-D-
Mause nicht, da es sich bei TLR4-D um einen TLR4-exprimierenden Phanotyp mit
Punktmutation der intrazytoplasmatischen Domane des TLR4 handelt (4,05 £ 0,80
(WT SOP PBS) vs. 3,80 + 1,50 (TLR4-D SOP PBS), ns) (Abb. 3.5). Die LPS-
Applikation hatte keinen Einfluss auf die TLR4 mRNA-Expression. Insgesamt unter-
schied sich die mMRNA-Expression des TLR4 zwischen I/R- und SOP-Gruppen (2-
Wege ANOVA, p < 0,05), wies jedoch im Vergleich der Einzelgruppen keine
Signifikanz auf (4,05 £ 0,80 (WT SOP PBS) vs. 6,44 £ 1,36 (WT I/R PBS), ns).
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3.2.6 Aktivitat der Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1

NFkB

WT TLR4-D
PBS LPS PBS LPS

A SOP ‘_‘ 1 a4 .

B IR
- ‘ I g
AP-1
C SOP '
D IIR

Abb. 3.6: DNA-Bindungsaktivitat von NFkB und AP-1 im EMSA. Expositionsdauer; A >> 96 h,
B und C 96 h, D 120 h.

Um die DNA-Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren und etwaige Einflisse von
LPS-Vorbehandlung, I/R bzw. des TLR4 feststellen zu kdnnen, wurden Herzen nach
60 min Okklusion und 60 min Reperfusion entnommen. Da es bei diesem Experiment
keinen internen Standard gab, und es sich nur um ein einzelnes, wegweisendes
Experiment handelte, eigneten sich die erhobenen Daten nicht fur eine statistische
Auswertung. Stattdessen wurde eine Autoradiographie angefertigt, auf der Unter-
schiede jedoch kaum erkennbar sind (Abb. 3.6). Hinsichtlich der NFkB-Aktitivtat
waren zwischen SOP-Gruppen keine Unterschiede zu erkennen. Die WT PBS I/R-
Gruppe variierte sehr stark wahrend die WT LPS I/R-Gruppe durchgehend eine
schwache NFkB-Aktivitat entwickelte. Die AP-1-EMSAs zeigten trotz langer
Expositionszeiten keine deutlichen Banden und werden deshalb nicht weiter
diskutiert. Um verwertbare Ergebnisse zur Transkriptionsfaktoraktivitat zu erhalten,

sind weitere methodische Experimente notwendig.
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3.2.7 HIF1a-Regulation

Um die Prozesse nach LPS-Stimulation, Ischamie und etwaige TLR4-Einflisse auf
den Transkriptionsfaktor HIF und seine Zielgene ADM und iNOS untersuchen zu

konnen, wurden Herzen aus WT (C57BI/6) und TLR4-KO-Mausen entnommen.

6hLPS 16 h LPS

10.0+ I

-

o

o
J

N
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N
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HIF1a cDNA

T

[fg/ng GesamtRNA]
[3,]
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[fg/pg GesamtRNA]
N 3
T T

0.0
- + - + LPS ' - + - + LPS
WT TLR4-KO WT TLR4-KO

=)
<

Abb. 3.7: HIF1a mRNA-Expression nach 6 und 16 h LPS-Stimulation. * p < 0,05, n = 5.

Nach 6 h war die HIF1a mRNA-Expression in allen Gruppen, auler in der WT-
Gruppe nach PBS-Injektion, niedrig (Abb. 3.7). Demgegenuber erhdhte LPS die
Proteinexpression in WT-Herzen (Abb. 3.8). Die Herzen von TLR4-KO-Mausen
zeigten keine signifikanten Unterschiede in der HIF-Expression in Abhangigkeit von
PBS oder LPS.

Zum Zeitpunkt der Infarktinduktion nach 16 h LPS-Wirkung bewirkte LPS in beiden
Genotypen eine Reduktion der mRNA-Expression um die Halfte (ns) (Abb. 3.7). Die
Proteinexpression unterschied sich zwischen den Gruppen zu diesem Zeitpunkt nicht

mehr.

Nach beendeter Ischamie fanden sich keinerlei Unterschiede in Abhangigkeit von
LPS-Vorbehandlung oder Genotyp (vgl. Abb. 3.7, Abb. 3.9). In allen Gruppen stieg
die HIF1a mRNA-Expression, im Vergleich zu den 16 h-Daten, auf den gleichen Wert
an bzw. blieb im Fall der TLR4-KO-Gruppe gleich hoch (WT PBS: 3,3 £ 1,4 (SOP) vs.
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4,7 +0,5 (IR); WT LPS: 1,1 £ 0,7 (SOP) vs. 4,5 + 0,5 (I/R); TLR4-KO PBS: 4,6 + 1,4
(SOP) vs. 4,5 £ 0,4 (I/R)).

C57BI/6 TLR4-KO

- - + + - - + + LPS

HIF g — | S s s

Ladungskontrolle —» | P D GNP TP TP GNP SN S

Abb. 3.8: HIF1a-Proteinexpression nach 6 h LPS-Stimulation. Nur die untere Bande der
sichtbaren Doppelbande stellt die HIF1a-Expression dar. Diese ist lediglich nach LPS-
Stimulation von WT-Mause nachweisbar.

HIF post I/R
10.0-
<
qE
s $ 504 —I— —
L3
I = J
E’ 2.5
0.0-
WT WT TLR4-KO
PBS LPS PBS

Abb. 3.9: HIF-1a mRNA-Expression nach 60 min Ischdmie und 180 min Reperfusion. WT:
n =95, TLR4-KO: n = 3.

55



ERGEBNISSE

3.2.8 Adrenomedullin - mMRNA-Expression
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Abb. 3.10: ADM mRNA-Expression nach 6 und 16 h PBS oder LPS-Stimulation. * p < 0,05,
n=>5.

Nach 6 h LPS-Wirkung war die Genexpression des HIF1-Zielgens ADM gegenuber
PBS bei WT-Mausen signifikant erhoht (3,09 + 0,77 (WT PBS) vs. 5,14 + 0,28 (WT
LPS)5, n = 5)(Abb. 3.10). Herzen ohne TLR4 zeigten unabhangig von LPS eine
niedrige ADM-Expression.

Zum Zeitpunkt der Infarktinduktion nach 16 h LPS-Wirkung wies die ADM-Expression

zwischen den Gruppen keine signifikante Unterschiede auf (Abb. 3.10).

Im Vergleich zu diesen Werten vor Infarkt bewirkte I/R eine Erhéhung der ADM-
Expression um das 3,7-fache (WT PBS: 1,5 £ 0,3 (SOP) vs. 5,5 + 2,8 (I/R) fg ADM
cDNA/ug Gesamt-RNA) bzw. 4-fache (WT LPS: 1,0 £ 0,4 (SOP) vs. 4,1 + 1,0 (I/R)).
Am starksten fiel die ADM-Induktion durch I/R jedoch in Herzen von TLR4-KO-
Mausen aus, welche eine um den Faktor 20 gesteigerte mMRNA-Expression
aufwiesen (1,2 £ 0,2 vs. 24,4 + 8,8), die sich signifikant von der WT ADM-Expression
unterschied (vgl. Abb. 3.10, Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: ADM mRNA-Expression nach 60 min Ischamie und 180 min Reperfusion.
*p < 0,05 WT: n=5, TLR4-KO: n = 3.

3.2.9 INOS - mRNA-Expression

LPS induziert die NO-Produktion via iNOS. Aus diesem Grund wurde die iINOS-

Expression mittels real time RT-PCR untersucht.

Die Basalexpression unterschied sich zwischen WT und TLR4-KO nicht (Abb. 3.12).
LPS induzierte in WT-Herzen nach 6 h eine Verstarkung der INOS mRNA-Expression
um den Faktor 40 wahrend in den Ubrigen Gruppen die Werte an der Detektions-
grenze lagen. Nach 16 h war in der LPS-Gruppe die iINOS-Expression ebenfalls unter
die Detektionsgrenze zuruckgegangen. Auch in Folge von Ischamie und 3 h

Reperfusion erfolgte keine INOS-Expression uber die Detektionsgrenze hinaus.
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Abb. 3.12: iINOS mRNA-Expression. * p < 0,05. n = 5.

3.2.10 Zytokinregulation

Die Aktivierung von TLR4, Endotoxinamie und Ischamie induzieren die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine. Deshalb wurde die myokardiale Zytokinexpression
im Herzen und Serum zu verschiedenen Zeitpunkten nach LPS-Vorbehandlung und
Okklusion-Reperfusion bestimmt. Die Quantifizierung der mRNA-Expression im
Herzen erfolgte mittels Real time RT-PCR und RPA, die Proteinexpression in Herz
und Serum durch ELISA.

3.2.101 MRNA-Expression

Nach 6 und 16 h LPS-Stimulation von WT und TLR4-KO-Mausen wurde die Zytokin-
Expression mittels real-time RT-PCR untersucht (n=5). Die Quantifizierung der
Zytokine TNF, IL-18 und IL-6 deutete nach 6 h LPS-Prakonditionierung auf eine
deutliche TLR4-abhangige LPS-Induktion aller drei Zytokine hin. Die mRNA-

Expression erhdhte sich gegenuber unstimulierten WT-Mausen (C57BI/6) um ein
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Abb. 3.13: TNF mRNA-Expression nach 6 und 16 h PBS bzw. LPS-Stimulation.
*p<0,05n=5.

Vielfaches. TLR4-KO-Mause wiesen nach LPS keine Veranderungen der Zytokin-

expression auf und unterschieden sich in der Basalexpression nicht vom WT.

Die TNF-Expression der LPS-behandelten WT war nach 6 h gegenuber allen
anderen Gruppen signifikant erhdht (Abb. 3.13). Im Vergleich zu PBS-behandelten
WT stieg die Expression um das 13-fache an (2,28 £ 0,62 (WT PBS) vs. 28,74 + 3,05
(WT LPS)). Nach 16 h LPS zeigte sich ein signifikanter Ruckgang gegenuber dem
6 h-Wert (WT 6 h LPS 28,74 £ 3,05 vs. 4,59 + 0,99 (16 h)), jedoch bestand nach 16 h

LPS noch immer ein signifikanter Unterschied zu den Ubrigen Gruppen.
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Abb. 3.14: IL-1B mRNA-Expression nach 6 und 16 h PBS bzw. LPS-Stimulation.
*p<0,05n=5.

Ahnlich verhielt sich die IL-1B-Expression (Abb. 3.14). LPS induzierte nach 6 h einen
signifikanten, 28-fachen IL-1B-Anstieg in WT von 0,64 + 0,28 (WT PBS) auf 17,68 *
1,99 (WT LPS). Nach 16 h LPS war die IL-1 B-Expression rucklaufig (2,09 = 0,58)

und unterschied sich nicht mehr signifikant von PBS WT.
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Abb. 3.15: IL-6 mRNA-Expression nach 6 und 16 h PBS bzw. LPS-Stimulation.
*p<0,05n=5.

WT exprimierten nach 6 h LPS signifikant mehr IL-6 als unbehandelte WT und TLR4-
KO-Mause (1,48 £ 0,84 (WT PBS) vs. 23,96 + 3,56 (WT LPS))(Abb. 3.15). Nach 16 h
war die Expression in einzelnen LPS-vorbehandelten WT-Tieren noch immer hoch

(14,98 + 7,49), unterschied sich jedoch im Mittel nicht von anderen Gruppen.
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Die TNF, IL-1B und IL-6 mRNA-Expressionen gemessen im RPA nach 16 h LPS-
Vorbehandlung, 60 min Ischdmie und 3 h Reperfusion wurde durch den Einfluss-
faktor I/R signifikant erhoht (2-Wege ANOVA) (Abb. 3.16). Im Einzelgruppenvergleich
der mRNA-Expression (Bonferroni Posthoc-Test, n = 5) resultierten jedoch nur aus
der IL-6 Induktion signifikante Unterschiede. Die Regulation erfolgte unabhangig von
den Genotypen WT (C3H/HeN) und TLR4-D (C3H/Hed). Eine signifikante

Einflussnahme durch LPS-Vorbehandlung konnte nicht nachgewiesen werden.

Die TNF-Expression scheinoperierter Mause (PBS) betrug 0,39 + 0,03 (WT) bzw.
0,57 + 0,12 (TLR4-D) und lag unter den Werten LPS-vorbehandelter SOP-Mause
(WT: 0,69 £ 0,16; TLR4: 1,0 £ 0,29). Durch I/R stieg die Expression jeweils auf einen
Mittelwert von 1,5 (WT, TLR4-D) an, bzw. nach LPS auf 1,83 + 0,79 (WT) und 1,90 %
0,28 (TLR4-D).

Unbehandelte (PBS SOP) Mause wiesen einen IL-1B3-Spiegel von 0,87 + 0,31 (WT)
und 1,60 £ 0,45 (TLR4-D) auf. Nach LPS-Vorbehandlung lag dieser in WT mit 2,33 +
0,62 hoher (ns) und veranderte sich bei TLR4-D nicht (1,034 + 0,24). Den hochsten
Anstieg nach I/R verzeichnete die WT PBS-Gruppe mit 10,53 + 4,82 (ns). Die
Ubrigen (WT LPS, TLR4-D PBS und LPS) zeichneten sich durch gesteigerte, gemit-

telte Expressionswerte von 5,08 bis 7,10 aus.

Die Quantifizierung der IL-6 mRNA-Expression lieferte signifikante Unterschiede aller
I/R-Gruppen verglichen mit dem jeweiligen SOP-Wert. WT PBS exprimierte nach I/R
am meisten IL-6 (1,97 £ 0,13 (SOP) vs. 11,25 + 2,72 (I/R)). Der Anstieg durch I/R
innerhalb der weiteren Paarungen fiel etwas geringer aus (WT LPS: 2,246 £ 0,37 vs.
9,04 + 1,97; TLR4-D PBS: 1,82 £ 0,19 vs. 9,44 + 1,41; TLR4-D LPS: 1,80 + 0,22 vs.
7,44 £ 0,49).

Die Normierung der I/R-Werte auf die SOP-Daten ermdglichte eine isolierte
Betrachtung des |/R-Effektes auf die Zytokinexpression und berucksichtigte
Vorbehandlung und Genotyp. Bei allen |/R-Gruppen kam es zu einem |L-6-
Zytokinanstieg (Bonferroni Posthoc-Test). Die Analyse von TNF und IL-1B ergab
jedoch, dass im Einzelgruppenvergleich lediglich in der WT PBS-Gruppe ein
signifikanter Anstieg nach I/R erfolgte (Bonferroni Posthoc-Test). LPS-vorbehandelte
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und TLR4-D-Mause wiesen keinen signifikanten Unterschied zwischen SOP und I/R
hinsichtlich der TNF und IL-18 mRNA-Expression auf.
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Abb. 3.16: mRNA-Expression der Zytokine TNF, IL-1B und IL-6 nach 60 min Ischamie und
180 min Reperfusion. * p < 0,05 vs. SOP. Die linke Grafik zeigt die mRNA-Quantifizierung
nach Normierung auf L32 in allen acht untersuchten Gruppen. In der rechten Abbildung ist die

Berechnung des Vielfachen der jeweiligen SOP-Gruppe dargestellt.
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3.2.10.2 Proteinexpression

Die Quantifizierung der Zytokin-Proteinexpression erfolgte im ELISA. Zunachst soll
die Situation im Herzen besprochen werden. Generell wurde die IL-6-Expression am
starksten durch I/R beeinflusst. Bei beiden Genotypen flihrte I/R zu einem
signifikanten Anstieg, der bei TLR4-D geringer ausfiel, wobei sich zwischen den
Gruppen signifikante Unterschiede ergaben (8,0 £ 1,1 pg/mg Protein (TLR4-D PBS
I/R) vs. 16,0 = 3,2 pg/mg Protein (WT PBS I/R), p < 0,05, n = 5). Vergleichbare
Effekte zeigten sich auch bei IL-1B und TNF, jedoch waren die Unterschiede in der
Regel nicht signifikant. Eine Ausnahme stellt der signfikante Anstieg des IL-1(3-
Proteins bei WT nach I/R dar. Zwischen SOP-Gruppen gab es keine genotyp-
abhangigen Unterschiede in Bezug auf TNF und IL-1B, allerdings lag die IL-6-
Expression bei TLR4-D-Mausen signifikant Gber der der WT-Mause (1,85 £ 0,23 vs.
0,94 £ 0,22 pg/mg Protein, p < 0,05).

Alle untersuchten Zytokine wurden im Serum der WT-Mause nach I/R um ein Viel-
faches starker exprimiert als bei TLR4-D-Mausen. Der TNF-Serumspiegel von WT-
Tieren lag um das 11,9-fache Uber dem der TLR4-D-Mause (491,1 £ 138,6 pg/ml
(WT I/R) vs. 41,2 £ 9,6 pg/ml (TLR4-D), p < 0,05). Die IL-1B-Expression war in der
WT-Gruppe 3,7-fach hoher als bei TLR4-D (314,9 + 76,3 pg/ml vs. 85.9 + 32.2 pg/ml,
p<0,05). Die TNF- und IL-1B-Serumspiegel von TLR4-D unterschieden sich in Folge
von I/R nicht von denen nach SOP. Die IL-6-Expression der WT-Mause nach I/R war
1,6 mal héher im Vergleich zu TLR4-D-Mausen (1890,6 + 78,6 pg/ml (WT) vs. 1178,1
t+ 314,2 pg/ml (TLR4-D), ns). Beide Mausstamme wiesen signifikante Unterschiede
nach I/R im Vergleich zu SOP auf.
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Abb. 3.17: Proteinexpression der Zytokine IL-18, TNF und IL-6 in Herz und Serum nach

SOP und I/2h Rep.
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3.2.11 Zytokinrezeptorregulation - TNFR1 mRNA-Expression

Die mRNA-Expression des TNFR1 wurde ausschlie3lich nach I/R in den Herzen von
WT und TLR4-KO-Mausen untersucht. Die Expression unterschied sich nicht
zwischen den Genotypen und wurde auch durch eine vorangegangene LPS-

Vorbehandlung nicht beeinflusst.

3.2.12 Chemokin-mRNA-Expression

Die ,early response cytokines” TNF, IL-1 und IL-6 induzieren die Ausschuttung von
Chemokinen. Hierbei handelt es sich um chemotaktisch wirkende Zytokine, die eine

Einwanderung von Immunzellen ins Entzindungsgebiet bewirken.

Die Chemokinexpression innerhalb der einzelnen Gruppen war sehr variabel.
Deswegen wurde im Bonferroni Posthoc-Test fur keines der untersuchten
Chemokine ein signifikanter Unterschied gefunden. Eine Gesamtanalyse aller
Chemokinwerte in Abhangigkeit von I/R, LPS und Genotyp ergab jedoch, dass I/R in
WT- nach PBS und in TLR4-Mausen sowohl nach PBS als auch nach LPS einen
Anstieg der Chemokinexpression bewirkte. LPS induzierte nur bei WT eine verstarkte

Chemokinexpression. Diese stieg nach I/R nicht weiter an.

Die mRNA-Expression von Lymphotactin war im Verhaltnis zu den ubrigen
Chemokinen um ein Vielfaches geringer. Die hdochste mRNA-Expression wiesen
RANTES, MIP-2 und MCP-1 auf (Tab. 6.4).
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Abb. 3.18: mRNA-Expression von MIP-1a.

Die Ergebnisse des 2-Wege-ANOVAs deuten auf eine Induktion der mRNA-
Expression von MIP-1a und MCP-1 durch I/R unabhangig vom Genotyp hin (Abb.
3.18, Abb. 3.19; p < 0,05). Die hochste Differenz zwischen SOP und I/R hinsichtlich
der MIP-1 a-Expression wiesen WT PBS auf (0,26 + 0,19 (SOP) vs. 2,19 + 0,85 (I/R),
ns). Die MIP-1a-Expression von LPS-behandelten WT war in der SOP Gruppe
bereits hoch (1,74 £ 0,92) und steigerte sich durch I/R nicht nenneswert (2,32 *
0,66). Die mRNA-Werte der TLR4-D-Mause nach I/R waren vergleichsweise
niedriger (0,60 + 0,38 (PBS SOP) vs. 1,00 + 0,17 (PBS I/R); 0,97 + 0,51 (LPS SOP);
1,76 £0,15 (LPS I/R)).
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Abb. 3.19: mRNA-Expression von MCP-1.

Die MCP-1 mRNA-Expression von WT-Mausen stimmte mit den genannten
Verhaltnissen bei MIP-1a uberein (1,23 + 0,42 (PBS SOP) vs. 16,42 + 3,80 (PBS
I/R); 16,07 + 11,0 (LPS SOP) vs. 15,71 £ 5,51 (LPS I/R)). Die MCP-1-Expression von
TLR4-D-Mausen entsprach in etwa den jeweiligen WT PBS-Daten.

WT und TLR-D unterschieden sich signifikant in der Eotaxin-Expression, welche bei
TLR4-D unabhangig von der Behandlung erhéht war (WT: 1,05 - 1,56; TLR4-D: 2,37
- 3,07; 2-Wege-ANOVA, p<0,05) (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: mRNA-Expression von Eotaxin.
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Abb. 3.21: Vielfaches der SOP Chemokin mRNA-Expression. * p < 0,05 vs. PBS SOP und

weitere Gruppen wie angegeben.
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Wie in Kapitel 3.2.10.1 wurde auch fur die Chemokin mRNA-Expression nach I/R das
Vielfache der SOP-Werte errechnet (Abb. 3.21). Denn die Gesamtanalyse der
Chemokindaten ergab, dass sich WT und TLR4-D in der basalen Chemokin-
expression unterschieden. Die Darstellung des SOP-Vielfachen tragt diesem
Umstand Rechnung und berucksichtigt zudem, dass es nach LPS-Prakonditionierung
zu einer Verstarkung der Chemokin mRNA-Expression kam, I/R jedoch nur eine
geringe Chemokininduktion bewirkte. MIP-1a, -B, -2, MCP-1 und TCA-3 wurden nur
in der WT PBS-Gruppe durch I/R signifikant gegentber SOP erhéht. Daruberhinaus
unterschied sich der Expressionsanstieg der genannten Chemokine bei WT PBS I/R

auch signifikant von den meisten anderen I/R-Gruppen.

3.2.13 MMP- und TIMP-Regulation
3.2131 MmRNA-Expression

Das MMP / TIMP System spielt eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen
im Allgemeinen und beim kardialen Remodelling nach Ischamie im Besonderen (Lalu
et al., 2004); (Lindsey et al., 2003). Um den Einfluss von MMPs auf die Infarktgréfie
zu untersuchen, wurde die mRNA-Expression von MMPs und TIMPs gemessen. Alle
Gruppen wurden nach 3 h Reperfusion untersucht. Erganzend wurde eine Messreihe
nach 24h Reperfusion durchgefuhrt. Allerdings beschrankte sich diese Analyse
lediglich auf die Unterschiede zwischen WT und TLR4-D-Mausen und liel} LPS-
Effekte aulRer Acht.

Der potentielle Einfluss einer Okklusion auf MMPs wurde durch Quantifizierung der
mRNA-Expression von MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8 und MMP-9 untersucht
(Abb. 3.22, Tab. 6.2). Die basale MMP- und TIMP-Expression der Herzen aller
untersuchten Mause unterschied sich zwischen WT- und TLR4-D-Gruppen nicht,
wohl aber z.T. zwischen den Wildtypstammen. MMP-1 mRNA wurde im Vergleich zu
den Ubrigen MMPs am niedrigsten exprimiert. Durch Okklusion wurde die MMP-1
MRNA-Expression sowohl in WT als auch TLR4-D-Herzen unabhangig von der
Vorbehandlung verstarkt, erreichte jedoch nur in der WT LPS I/R- und der TLR4-D
PBS I/R-Gruppen im Vergleich zur jeweiligen SOP-Gruppe das Signifikanzniveau.
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Trotzdem blieb auch in diesen Gruppen die Menge des exprimierten MMP-1 hinter
den ubrigen MMPs zurlck. Die MMP-1-Expression fiel nach 24 h Reperfusion sogar
unter den Ausgangswert von SOP-Mausen und war signifkant geringer als 3 h nach

dem Infarkt.

Unter den analysierten MMPs wies MMP-2 die hochste mRNA-Expression auf, die
jedoch von LPS-Vorbehandlung und Okklusion unbeeinflusst blieb. Die MMP-2

MRNA-Expression veranderte sich auch nach 24 h Reperfusion nicht.

LPS-Vorbehandlung erhdhte die Expression von MMP-3-mRNA in SOP WT-Mausen
um das dreifache, I/R hatte jedoch keine Auswirkung. Im Vergleich zur SOP-Gruppe
war MMP-3 hingegen in beiden Genotypen nach 24 h Reperfusion, in TLR4-D-
Mausen aullerdem in Relation zur dreistindigen Reperfusion signifikant erhdht.
Zudem wiesen TLR4-D-Mause nach Ischamie und 24h Reperfusion eine hoéhere
MMP-3-Expression auf als WT.

Die MMP-8 und MMP-9 mRNA-Expression veranderte sich in ahnlichem Male wie
MMP-3 und wurde durch LPS-Stimulation signifikant erhéht. Zudem stieg MMP-8 mit
zunehmender Reperfusionsdauer signifikant an. Sowohl WT als auch TLR4-D-Mause
zeigten eine gesteigerte mMRNA-Expression im Vergleich zu SOP. Ausserdem war
der Unterschied zwischen 3 und 24 h Reperfusion bei TLR4-D signifikant. Sowohl
MMP-8 als auch MMP-9 wurden TLR4-abhangig reguliert und stiegen in WT nach I/R
weniger stark als in den vergleichbaren TLR4-D-Gruppen. Die MMP-9 mRNA-
Expression unterschied sich nach 24 h in beiden Genotypen signifikant sowohl von

SOP als auch 3 h reperfundierten Tieren.

Die Gesamt-MMP-Expression erreichte nur nach LPS-Gabe bei WT-Mausen das
Signifikanzniveau und war auf die expressionssteigernde Wirkung von LPS auf MMP-
3, -8 und -9 zuruckzuflihren. Nach 24 h Reperfusion konnte eine TLR4-abhangige
Regulation von MMP-3, -8, -9 beobachtet werden, die durch WT-Mause signifikant

geringer exprimiert wurden.

71



ERGEBNISSE

S0P
MMP1 MMP2 N 1/3h Rep
BEE 1/24h Rep
a
< 0.4 ac < 507
4 Z
Eo3{ © £ 0
s 0‘:‘) 30
= dJ
~ 0.2 N
% % 20
=
0.0- @ 0 mmm HH
- - - + + - - - + + LPS - - - + + - - - + + LPS
WT TLR4-D WT TLR4-D
MMP3 MMP8
15+ i 5 q
< <
Z Z 1
€ £
a &
il <
[xd -]
o o
= =
= =
) )
< <
- - - + + - - - - + + + + LPS
WT WT
MMP9 Gesamt MMP
< 154
10.0- > 15 d
s £ L
(4 o
E 3
N
g S
=) =
a -
= £
= 2
2 S
< - - - + + - - - + + LPS
WT TLR4-D

Abb. 3.22: mRNA-Expression von MMPs. P-Werte der einzelnen Gruppen untereinander
wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet (2-Wege ANOVA). a: (p < 0,05) 1/3h Rep
vs SOP; b: 1/24h Rep. vs SOP, c: 1/24h Rep vs 1/3h Rep, d: PBS vs. LPS; e: WT vs. TLR4-D.
Mittelwerte £ SEM; n=5; auller PBS SOP-Gruppen und WT 24h Rep: n=3).
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Abb. 3.23: mRNA-Expression von TIMP 1-4 und Gesamt-TIMP-Expression. P-Werte der
einzelnen Gruppen untereinander wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet (2-Wege
ANOVA). a: (p < 0,05) I/3h Rep vs SOP; b: 1/24h Rep. vs SOP, c: 1/24h Rep vs 1/3h Rep, d: PBS
vs. LPS; e: WT vs. TLR4-D. Mittelwerte £ SEM; n=5; aul’er PBS SOP-Gruppen und WT 24h Rep:
n=3).
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Die statistische Untersuchung der Gesamt-TIMP mRNA-Expression ergab keine
Unterschiede. Nur die separate Analyse der jeweiligen TIMPs deutete auf Verande-
rungen hin. Die mRNA der TIMPs 1-4 konnte unter Kontrollbedingungen (SOP PBS)
in den Herzen beider Genotypen nachgewiesen werden. TIMP-2 mRNA am starksten

und das herzspezifische TIMP-4 am niedrigsten exprimierte (Abb. 3.23).

LPS behandelte SOP WT-Mause wiesen eine erhdohte TIMP-1 mRNA-Expression
auf, die sich durch Okklusion nicht weiter veranderte. In allen Ubrigen Gruppen
induzierte I/R eine erhéhte TIMP-1 mRNA-Expression. In Relation zum 3 h Reperfu-
sionswert sank die TIMP-1 mRNA- Expression (TLR4-D) nach 24 h, war jedoch noch
immer hoher als in SOP-Tieren (WT).

Der hohe basale TIMP-2 mRNA-Wert wurde durch keine der angewendeten Inter-
ventionen verandert. Im Allgemeinen wurde die TIMP-3 mRNA-Expression durch
Okklusion erhoht (2-Wege ANOVA p < 0,05). Jedoch liessen sich im Post Hoc Test

keine einzelnen Unterschiede nachweisen.

Die herzspezifische TIMP-4 mRNA-Expression verdoppelte sich bei WT-Mausen
durch LPS-Stimulation und blieb in TLR4-D-Mausen unverandert. TIMP-4 wurde
nach 24 h Reperfusion ausschlieRlich in TLR4-D-Mausen induziert und erhdhte sich

sowohl im Verhaltnis zur SOP als auch zu 3 h reperfundierten Tieren signifikant.

3.2.13.2 MMP / TIMP-Quotienten

Fur die Regulation der EZM-Degradation und das Remodelling ist das Verhaltnis der
MMPs zu TIMPs entscheidend (Kaden et al., 2003, Lanchou et al., 2003,
Pagenstecher et al., 2000). Aus diesem Grund wurden die Quotienten errechnet und

einige reprasentative Kombinationen in Abb. 3.24 sowie Tab. 6.3 gezeigt.

In den Herzen von WT-Mausen war ein Anstieg des MMP / TIMP-Gesamt-
verhaltnisses nach LPS-Vorbehandlung zu beobachten, der im Wesentlichen auf
einen Anstieg der Quotienten von MMP-2/TIMP-2, MMP-3/ TIMP-1 und MMP-
9/ TIMP-3 zurtckzufihren war. Demgegenuber bewirkte LPS in TLR4-D-Herzen

keine Veranderung. Die Ischamie gefolgt von 3 h Reperfusion beeinflusste das
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Abb. 3.24: MMP-TIMP-Quotienten. P-Werte der einzelnen Gruppen untereinander wurden mit
einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet (2-Wege ANOVA). a: (p < 0,05) I/3h Rep vs SOP; b:
I/24h Rep. vs SOP, c: 1/24h Rep vs 1/3h Rep, d: PBS vs. LPS; e: WT vs. TLR4-D. Mittelwerte +
SEM; n=5; aulRer PBS SOP-Gruppen und WT 24h Rep: n=3).
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MMP / TIMP-Verhaltnis nicht. Nach 24 h Reperfusion war der MMP/TIMP-
Gesamtquotient hingegen bei beiden Genotypen in ahnlichem Male erhoht wie
durch LPS-Behandlung bei WT-Mausen. Auf diesen Gesamtwert nahm das
signifikant erhdhte MMP-2/TIMP-2-Verhaltnis einen wesentlichen Einfluss.

3.213.3 Zymographische Aktivitat

Mit Hilfe von Zymographie-Assays wurde untersucht, ob die beobachteten
Veranderungen in der mRNA-Expression mit der zymographischen Aktivitat der
MMPs korrelierten. In der Gelatine-Zymographie konnte die Aktivitat von MMP-2 und

-9 nachgewiesen werden.

Obwohl MMP-2 auf mRNA-Ebene in grolierem Malde exprimiert wurde als MMP-9,
unterschied sich die Aktivitat der beiden Enzyme in SOP-Tieren nicht (Abb. 3.25A).
Nach LPS-Stimulation kam es beim WT zu einem signifikanten Anstieg der
enzymatischen MMP-2-Aktivitat im Vergleich zu TLR4-D-Mausen (128,6 + 17,74 vs.
74,14 £ 5,29 AU). I/R-Bedingungen beeinflussten die MMP-2-Aktivitat nicht.

Eine Veranderung der MMP-9-Aktivitat nach LPS-Vorbehandlung war bei SOP-
Mausen unabhangig vom Genotyp nicht nachweisbar. In allen Gruppen stieg die
MMP-9-Aktivitat nach I/R an (Abb. 3.25B). In PBS-behandelten WT-Mausen fiel
dieser Anstieg starker aus als bei TLR4-D-Mausen. Zwischen PBS- und LPS-
stimulierten WT-Mausen traten in Folge einer I/R keine Unterschiede zu Tage. In
infarzierten TLR4-D-Mausen entwickelte sich nach LPS-Vorbehandlung jedoch eine
signifikante MMP-9-Aktivitatssteigerung im Vergleich zu nicht vorbehandelten
Mausen (Abb. 3.26).
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WT TLR4-D
A PBS LPS PBS LPS

MMP9Q
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MMP2
B
/R - .,.--‘._-‘i, | ‘. MMP9
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Abb. 3.25: Zymographische Aktivitat auf Gelatinegelen nach SOP (A) und I/R (B). Die
72 kDa-Bande entspricht MMP-2, 92 kDa entsprechen MMP-9. Banden mit groferen
Molekillmassen (< 92 kDa) sind typisch fir MMP-9, welches von Neutrophilen freigesetzt wird
(Passi et al., 1999). n=3.
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Abb. 3.26: Quantifizierung der zymographischen MMP-2- und -9-Aktivitidt. Die densito-
metrische Auswertung und Normierung der Banden erfolgte fiir jedes Gel und die beiden

MMPs getrennt, so dass kein Vergleich zwischen den einzelnen Grafiken méglich ist.
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3.3 Ischamische Prdkonditionierung

Da zum Zeitpunkt der Experimente zur ischamischen Prakonditionierung ein TLR4-
KO-Mausmodell auf C57BI/6-Hintergrund zur Verfugung stand, wurde die Versuchs-
reihe mit C57BI/6 und TLR4-KO-Mausen und nicht mit C3H/HeN- und C3H/HeJ-Mau-
sen durchgefihrt. Durch den vollstandigen Knockout des TLR4-Rezeptors konnte
eine verbleibende Restaktivitat des mutierten TLR4-Rezeptors, wie es bei TLR4-D-

Mausen der Fall ist, ausgeschlossen werden.

Vor Erstellung des endgultigen IPC-Protokolls war eine Reihe von Vorversuchen
notwendig. In der Literatur wurden unterschiedliche Prakonditionierungszeiten an
verschiedenen Tiermodellen wie Ratte, Schwein, Kaninchen, Hund und Maus be-
schrieben (Behrends et al., 2000, Belosjorow et al., 1999, Fisher und Marber, 2002,
Guo et al., 1998, Hiasa et al., 2001). In den meisten Studien wurden Open-Chest-
Modelle verwendet. Die Prakonditionierungsmodelle verwendeten einen einmaligen
Okklusions-Reperfusions-Schritt bis hin zu 6 intermittierenden Zyklen. Weiterhin
unterschied sich die Dauer der anschliel3enden Ischamie, welche je nach Spezies 30

bis 90 Minuten betrug.

Im Gegensatz zu dem Protokoll, das bei C3H/HeN und -J-Mausen nach der LPS-
Vorbehandlung Anwendung fand, erwies sich eine 60minutige Okklusion bei
C57Bl/6-Mausen im Anschluss an die ischamische Prakonditionierung als weniger
geeignet. Denn aus den intermittierenden Ischamie-Reperfusionszyklen sowie der
anschliessenden 60 min dauernden Ischamie resultierte eine stark verlangerte
Gesamtversuchsdauer, die zu einer erhohten Mortalitatsrate fuhrte und bei den uber-
lebenden Tieren zudem keine prakonditionierenden Effekte erkennen liel3. Zunachst
erfolgten Vorversuche (n = 5 - 8) mit einigen ausgewahlten Prakonditionierungszeiten
aus der Literatur, bis schlieRlich ein reproduzierbarer prakonditionierender Effekt zu
beobachten war und das Protokoll beibehalten wurde (siehe Punkt 3.). Gemal des
Versuchsprotokolls von Fisher (Fisher und Marber, 2002) wurde die Ischamiedauer

auf eine 30 minatige Okklusionsphase verkulrzt.

1. 10 min Okklusion, 15 min Reperfusion, 60 min Okklusion, 24h Reperfusion: >
kein prakonditionierender Effekt nachweisbar
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2. 6 x 4 min Okklusion, 6 x 4 min Reperfusion, 1 x 10 min Reperfusion, 60 min
Okklusion, 24 h Reperfusion: - keine prakonditionierender Effekt nachweis-

bar

3. abwechselnd je 3 x 5 min Okklusion / Reperfusion, 10 min Reperfusion, an-
schliessend 30 min Okklusion, 24 h Reperfusion: Endfassung des Versuchs-

protokolls zur ischamschen Prakonditionierung

3.3.1 Mortalitatsraten

Die in Abschnitt 3.2.1 dargestellten Risikofaktoren treffen auch auf dieses Projekt zu.
Die Gesamtzahl der verwendeten Tiere sowie die Letalitatsrate in den jeweiligen

Studienabschnitten sind in Tab. 3.2 dargestellt.

Gesamtzahl der Mause 192
Planimetrie:

Farbungen gesamt 45
davon verwertbar 45
Organentnahme fir Molekularbiologie 108
Todesfalle 39
bei Instrumentierung 23
nach Instrumentierung 3
bei Infarkt 13

Tab. 3.2: Tierzahlen im Projekt ,,Ischamische Prakonditionierung“

3.3.2 TTC-Farbung und planimetrische Auswertung

Zunachst wurde die InfarktgréRe ohne vorhergehende IPC nach 30 min Ischamie und
24 h Reperfusion vermessen, um den Befund aus 3.2.2 auch in den hier unter-

suchten Mauslinien bestatigen zu kdnnen. Die AAR unterschied sich zwischen WT
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und TLR4-KO mit 47,4 % / LV bzw. 46,9 % / LV nicht, was wiederum auf eine gute
Reproduzierbarkeit der Instrumentierung hindeutet (Abb. 3.27).

WT-Mause wiesen im Verhaltnis zur AAR ein IA von 14,6 % + 2,2 auf (n = 9), das

sich gegenuber TLR4-KO mit 9,3 % + 1,9 (n = 12) jedoch nicht signifikant unter-

[%]
60
* awT
Ii i I TLR4-KO
404+
20—
10+ |
T Mees URL
- -+ o+ - -+ 4+ - - ++ |IPC
Infarkt/AAR Infarkt/LV AAR/LV

Abb. 3.27: Planimetrische Vermessung der Infarktareale. Verhaltnis von Infarktgréfe zu Area-
at-Risk (AAR) bzw. linkem Ventrikel (LV) und AAR zu LV. * p < 0,05 (One-Way-ANOVA).

schied. Wurde allerdings der Quotient IA / LV gebildet, manifestierte sich mit 6,7 % +
0,7 zu 4,2 % £ 0,8 ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p < 0,05, t-
Test).

Die Vorbehandlung nach einem IPC-Protokoll fihrte zu einem signifikant kleineren IA
in der WT-Gruppe (n = 9; 7,1 % = 1,8 (IA/AAR)(ns) bzw. 3,5 % £ 0,8 (IA/LV), p <
0,05, ANOVA). Bei TLR4-KO fuhrte die Prakonditionierung zu keiner signifikanten
Reduktion der InfarktgroRe (n = 8; 7,2 % £ 1,7 (IA/AAR) bzw. 3,3 % = 0,7 (IA/LV)).
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3.3.3 CD14-Proteinexpression

SOP und I/R-Gruppen wiesen, anders als in 3.2.4 gezeigt, keine nennenswerten

Unterschiede in der CD14-Proteinexpression auf (Abb. 3.28). Allerdings wurden die

untersuchten Herzen bereits nach 3 h Reperfusion entnommen, was den Zeitraum

der Proteinexpression einschrankte. Nach IPC veranderte sich das Expressions-

muster verglichen mit I/R alleine nicht. Auch die beiden Genotypen zeigten eine
vergleichbare CD14-Expression (Abb. 3.29).
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Abb. 3.28: CD14-Proteinexpression. Densitometrische Auswertung der myokardialen CD14-
Expression nach IPC und I/R bei WT und TLR4-KO-M&usen. n = 3.
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3.3.4 TLR2 und TLR4 - mRNA-Expression

TLR2 TLR4
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Abb. 3.30: TLR2 und -4 mRNA-Expression. * p < 0,05. SOP n = 8, iibrige n = 5.

Der Einfluss von I/R auf die Rezeptorexpression von TLR2 und TLR4 mRNA wurde
auch in den fur das IPC-Projekt verwendeten Genotypen untersucht, um etwaige
Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausstdmmen bestimmen zu kdnnen
und den Einfluss der IPC zu testen (Abb. 3.30).

Die Basalexpression von TLR2 mRNA unterschied sich zwischen WT und TLR4-KO
nicht signifikant und stimmte mit dem Niveau von C3H/HeN und -J-Mausen Uberein
(siehe 3.2.5). Die TLR2 mRNA-Expression wurde durch IPC + I/R oder I/R alleine bei
WT nicht reguliert (Abb. 3.30). Lediglich bei TLR4-KO-Tieren erreichte der Anstieg in
der IPC-Gruppe das Signifikanzniveau (1,70 £ 0,19 (TLR4-KO IPC) vs. 0,85 £ 0,04
(TLR4-KO SOP)).

Die Mittelwerte der TLR4 mRNA-Expression bei WT SOP unterschieden sich nicht
von denen der C3H/HeN und -J-Mause (siehe 3.2.5). Die TLR4-Expression bei WT-

Mausen wurde sowohl in der IPC + I/R- als auch in der I/R-Gruppe signifikant
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verstarkt. Die Prakonditionierung selbst verursachte keine veranderte TLR4-Regu-

lation unter Ischamiebedingungen.

3.3.5 Zytokine - mRNA-Expression

TNF

* *

—1
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0.8
0.6

T T

0.4
0.2 §
oo %,

SOP IPC IR SOP IPC IR
WT TLR4-KO

Abb. 3.31 : TNF mRNA-Expression. * p < 0,05. SOP n = 8, Ubrige n = 5.

Sowohl Herzen aus WT als auch TLR4-KO-Mausen wiesen nach I/R eine signifikant
erhohte TNF-Expression auf, divergierten untereinander jedoch nicht (Abb. 3.31).
Wahrend sich die TNF-Werte prakonditionierter WT-Mause weder von SOP noch von
I/R-Mausen signifikant unterschieden, war die TNF-Expression der Gruppe TLRA4-
KO IPC signifikant unterschiedlich von unbehandelten TLR4-KO-Mausen.
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Abb. 3.32: IL-18 mRNA-Expression. * p < 0,05. SOP n = 8, Ubrige n = 5.
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Abb. 3.33: IL-6 mRNA-Expression. * p < 0,05. SOP n = 8, librige n = 5.

I/R fuhrte bei WT und TLR4-KO zu einer signifikant erhohten IL-1B mRNA-
Expression, die durch IPC nicht beeinflusst wurde (Abb. 3.32). In gleichem Malde
stieg die IL-18 mRNA von WT nach IPC + I/R an.

IL-6 wurde durch I/R induziert und fuhrte bei beiden Genotypen zu einer signifikanten
Steigerung der mRNA-Expression (Abb. 3.33). Unterschiede hinsichtlich der IL-1
und IL-6 mRNA-Expression wurden zwischen den Genotypen nicht nachgewiesen.
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3.3.6 Chemokine - mMRNA-Expression

Scheinoperierte Mause exprimierten nur geringe Mengen Chemokine. Die hdchste
basale Expression zeigten Rantes und TCA-3. Die Chemokine IP-10 und Lympho-
tactin lagen unterhalb der Nachweisgrenze und werden deshalb nicht in der Tabelle
aufgefuhrt (Tab. 6.4).

Alle untersuchten Chemokine mit Ausnahme von TCA-3 wurden unabhangig vom
untersuchten Genotyp durch IPC + I/R bzw. I/R moduliert (2-Wege-ANOVA).

RANTES MIP-1a
b
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<
% Z T
E 1.54 £ 1.54
;
m 1.0 \5 1.0
2 N
< 05- S 051 ab ab
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SOP IPC I/R SOP IPC IR SOP IPC I/R SOP IPC IR
WT TLR4-KO WT TLR4-KO

Abb. 3.34: RANTES und MIP-1a mRNA-Expression. a: (p < 0,05) IPC vs SOP, b: I/R vs SOP.
SOP n = 8, Uibrige n = 5.

Die mRNA-Expression von RANTES stieg nach Okklusion im Vergleich zur SOP-
Gruppe um das 2,6-fache (WT, ns) bzw. 5,8-fache an (TLR4-KO, p < 0,05)(Abb.
3.34). Eine vorangegangene IPC induzierte lediglich einen 1,7-fachen (WT, ns) bzw.
3,4-fachen (TLR4-KO, ns) Anstieg der Expression. Dieser Unterschied zwischen
prakonditionierten und nicht prakonditionierten Tieren nach I/R konnte im 2-Wege-
ANOVA bestatigt werden, erreichte jedoch im Einzelgruppenvergleich nicht das

Signifikanzniveau.

MIP-1a wurde durch I/R in beiden Genotypen signifikant vermehrt exprimiert (WT:
4,9-fach vs. SOP; TLR4-KO: 7,4-fach vs. SOP) (Abb. 3.34). In prakonditionierten
Tieren stieg die mMRNA-Expression sogar um das 5,7-fache (WT) bzw. 9,1-fache
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(TLR4-KO). Ahnlich verhielt sich die mRNA-Expression von MIP-13 und MIP-2. MIP-
18 wurde nach IPC gefolgt von I/R starker induziert als von I/R alleine. IPC fuhrte zu
einer 18,3-fachen (WT, ns) bzw. 75,7-fachen (TLR4-KO, p < 0,05), I/R zu einer 13,9-
fachen (WT, ns) bzw. 34-fachen Steigerung (TLR4-KO, ns). Noch hdher fiel die MIP-
2-Induktion aus, die sich nach IPC + I/R um das 202-fache (WT, p < 0,05) bzw.
210,5-fache (TLR4-KO, ns) und nach I/R alleine um das 173-fache (WT, p < 0,05)
bzw. 211-fache (TLR4-KO, ns) vermehrte.

MCP-1 Eotaxin

AU MCP-1/L32 mRNA
3
=
—
AU Eotaxin/L32 mRNA
5
—

0.5-
ab
0- 0.0 ===
SOP IPC I/R SOP IPC IR SOP IPC I/R SOP IPC IR
WT TLR4-KO WT TLR4-KO

Abb. 3.35: MCP-1 und Eotaxin mRNA-Expression. a: (p < 0,05) IPC vs SOP, b: I/R vs SOP.
SOP n = 8, {ibrige n = 5.

Eine ebenfalls stark erhdhte Expression im Vergleich zu unbehandelten Tieren wies
MCP-1 auf (IPC + I/R: 413-fach (WT, ns), 101-fach (TLR4-KO, ns), I/R: 567-fach
(WT, p < 0,05), 97-fach (TLR4-KO, ns)(Abb. 3.35). IPC und I/R beeinflussten die
TCA-3 mRNA-Expression nicht. Eotaxin stieg durch Prakonditionierung und Ischamie
um das 20,8-fache (WT, ns) bzw. 111-fache (TLR4-KO, p < 0,05) und nach I/R
weniger stark um das 9-fache (WT, p < 0,05) bzw. 89-fache (TLR4-KO, p < 0,05) an
(Abb. 3.35).
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3.3.7 MMPs und TIMPs
3.3.7.1 mRNA-Expression

Scheinoperierte Mause exprimierten MMPs nur in geringen Mengen. Die Modulation

durch IPC + I/R und I/R erfolgte unabhangig vom Genotyp.

Die MMP-1 mRNA-Expression war im Vergleich zu den tbrigen MMPs am geringsten
(Abb. 3.36, Tab. 6.5). Durch Ischamie (IPC gefolgt von I/R und I/R alleine) wurde die
MRNA-Expression in beiden Genotypen verstarkt, erreichte jedoch nur bei WT nach
I/R das Signifikanzniveau. Die hochste basale Expression zeigte MMP-2. Im
Gegensatz zu den dargestellten MMP-Ergebnissen der zuvorbeschriebenen Studie
(LPS und I/R, siehe 3.2.13.1), stieg die mRNA-Expression von MMP-2 nach I/R
signifikant an und vervierfachte sich unabhangig vom Genotyp und Prakonditionie-
rung. Auch MMP-3 reagierte auf I/R bzw. IPC mit einem Anstieg der Expression (ns).
Beide IPC-Gruppen wiesen eine signifikant erhohte Expression von MMP-8 auf.
Zudem unterschied sich die IPC TLR4-KO-Gruppe signifikant von der I/R-Gruppe
(1,00 = 0,30 (IPC) vs. 0,43 = 0,08 (I/R)). MMP-9 wurde in beiden WT-Gruppen
verstarkt exprimiert, bei TLR4-KO wurde die Signifikanz lediglich nach IPC erreicht.
Die Gesamtexpression aller MMPs unterschied sich sowohl nach IPC als auch nach
I/R in beiden Genotypen signifikant von SOP.
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Abb. 3.36: MMP mRNA-Expression. * p < 0,05.

89



ERGEBNISSE

25+

20

154

10+

AU TIMP1/L32 mRNA

60+

50

404

30

20

AU TIMP3/L32 mRNA

104

90+
80
704
60
50
40
30
20
104

AU Summe TIMP/L32 mRNA

TIMP1 TIMP2
20-
<
E 154 T
€ -
= 104
N
o
=
F 5
o]
<
= =y 0
SOP IPC I/R SOP IPC IR SOP IPC I/R SOP IPC IR
WT TLR4-KO WT TLR4-KO
TIMP3 TIMP4
25- —*I
=
_ % 20
'|' N 154 T
<
5 10 T
=
= = L
— s ]
= <
0_
SOP IPC I/R SOP IPC IR SOP IPC I/R SOP IPC IR
wT TI R4-KO WT TLR4-KO
Gesamt TIMP
* *
: , A |
g | ]
SOP IPC I/R SOP IPC IR
WT TLR4-KO
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Die Auswertung der untersuchten TIMPs zeichnete sich durch eine grol3e Variabilitat
aus, so dass TIMP-1, -2 und -3 keine signifikanten Unterschiede des Einzelgruppen-
vergleichs zeigten (Abb. 3.37). TIMP-4 unterschied sich nur in Bezug auf die WT -
Gruppe nach I/R signifikant von SOP. Jedoch ergab die Errechnung der TIMP-
Gesamtexpression, dass IPC (WT) und I/R (WT, TLR4-KO) eine signifikante TIMP-

Induktion bewirkte.

3.3.7.2 MMP-TIMP-Quotienten

Aufgrund der hohen Variabilitat der TIMP-Expression innerhalb der untersuchten
Gruppen, ergaben die statistischen Untersuchungen der einzelnen MMP-TIMP-
Quotienten keine signifikanten Unterschiede. Lediglich der Quotient der Gesamt-
summe aller MMPs und TIMPs wies bei TLR4-KO-Mausen nach IPC und I/R einen
signifikant hoheren Wert im Vergleich zur SOP-Gruppe auf (Abb. 3.38).
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Abb. 3.38: Verhaltnis von MMP- zu TIMP-Gesamt-mRNA.
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4 Diskussion

Das vorliegende Projekt analysierte in einem sogenannten ,Closed-Chest“-Modell
den Einfluss von TLR4 und unterschiedlichen prakonditionierenden Mechanismen

auf die InfarktgroRle.

4.1 Maus- und Infarktmodell

Das Mausmodell vereint in sich die Vorzige einer hohen Reproduktionsrate bei
geringer Tragzeit und die Moglichkeit, transgene Tiere zu erzeugen. In Bezug auf die
ventrikulare Struktur ist das Mausherz dem Menschen vergleichbar (Doevendans et
al., 1998). Unterschiede finden sich im Bereich der Atria und deren vendsen
Zuflissen. Die Koronaranatomie differiert geringfligig zwischen unterschiedlichen
Saugetierspezies. Kleinsaugerherzen besitzen im Gegensatz zu Grol3saugern einen
hoheren Energiebedarf. Umgerechnet auf Korpergewicht und -oberflache unter-
scheiden sich Herzzeitvolumen und der kardiale Index zwischen Maus und Mensch
nicht (Barbee et al., 1992). Trotzdem finden sich zwischen verschiedenen Mauslinien
unterschiedliche Werte physiologischer Parameter wie Herz- und Korpergewicht,

Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck (Doevendans et al., 1998).

Das Closed-chest-Modell nach Nossuli birgt im Gegensatz zum haufiger
verwendeten Open-chest-Modell nicht die Gefahr unerwlinschter Einflisse durch
inflammatorische Mediatoren, die wahrend der Instrumentierung freigesetzt werden.
AuRerdem ermoglicht es die Verwendung unterschiedlicher Anasthetika bei
Implantation des Okkluders einerseits und spaterer Ischamie andererseits (Coetzee
et al., 1993, Ismaeil et al., 1999, Nossuli et al., 2000, Pagel et al., 1995). Isofluran ist
als volatives Anasthetikum leichter zu steuern als Injektionsanasthetika. Allerdings
wirkt es prakonditionierend und wurde deshalb nur bei der Operation zur Okkluder-
implantation verwendet. Versuche an Kaninchen und Hunden ergaben, dass ein
prakonditionierender Effekt bereits nach 15- bzw. 30 minutiger Isofluranbehandlung
unmittelbar vor Okklusion eintrat und zu einer Verminderung der Infarktgrofie in

gleichem Umfang, wie nach IPC fuhrte (Cason et al., 1997, Kersten et al., 1997).
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Prakonditionierende Effekte auf die Ischamie sollten jedoch vermieden werden.
Darum wurde hierbei Propofol eingesetzt, welches bei Infarktstudien an Kaninchen
einen geringeren Einfluss auf die InfarkigroRe nahm (Cope et al., 1997) und in
isoliert-perfundierten Rattenherzen das Infarktareal gegeniber unbehandelten
Herzen nicht beeinflusste (Ebel et al., 1999). Trotzdem wurde auch Propofol in
mehreren Studien eine kardioprotektive Wirkung zugeschrieben. Allerdings wurden
diese vorwiegend an isoliert perfundierten Rattenherzen vorgenommen und setzten
sehr hohe Dosierungen voraus, welche weit Uber der in vivo messbaren Plasma-
konzentration lagen (Kato und Foex, 2002, Ko et al., 1997, Kokita et al., 1998). Beide
Aniasthetika reduzieren freie Radikale, unterbinden den Ca?**-Einstrom und die
Neutrophilen-Aktivitat, jedoch wirkt Propofol nicht prakonditionierend (Cope et al.,
1997, Kato und Foex, 2002, Zaugg et al., 2002). Isofluran hingegen aktiviert ATP-
sensitive K'-Kanale, PKC und Adenosinrezeptoren genau wie die ischamische
Prakonditionierung (Cope et al., 1997, Ismaeil et al., 1999). Ein Zusammenhang von
Membranfluiditat und kardioprotektivem Effekt der Anasthetika wurde in der Literatur
mehrfach beschrieben (Kariko et al., 2004b). Anasthetika supprimieren die Immun-
antwort auf Endotoxin- und Zytokinapplikation (Plachinta et al., 2003). Dies deutet
darauf hin, dass unspezifisch mehrere Rezeptoren inhibiert werden. Auch Kariko et
al. postulierten, dass die Interaktion von Signaltransduktionsproteinen in Folge der
erhohten Membranfluiditat durch Anasthetika unterbunden wird. In der Lipid-
Doppelschicht befindliche Caveolae sind Mikrodomanen mit einer hohen Dichte an
Signaltransduktionsproteinen, deren Interaktion in Membranen mit hoherer Fluiditat
beeintrachtig wird. Daraus konnten eine Inhibition von Signaltransduktion und

Immunantwort und die schnelle ischamische Toleranz resultieren.

4.2 Einfluss von TLR4, LPS und IPC auf die InfarktgroBe

Die vorgestellten Daten zeigen, dass WT-Mause im Vergleich zu TLR4-defizienten
und KO-Tieren nach I/R einen etwa 50 % groReren Myokardinfarkt aufweisen. Das
Ausmaly der Infarktnarbe wurde in der vorliegenden Untersuchung nach 24 h
Reperfusion planimetrisch vermessen. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch von
Chong et al. nach 2 h Reperfusion (C3H/HeN (WT), C3H/HeJ (TLR4-D)) und Oyama
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et al. (WT: C3H/Oud, C57BI/10, TLR4-D: C3H/Hed, C57BI/10 ScCr) nach ebenfalls
24 h Reperfusion und TTC-Farbung erzielt (Chong et al., 2004, Oyama et al., 2004).
Allerdings nutzten beide Arbeitsgruppen ein  Open-chest-Modell welches
Instrumentierung und Okklusion in einem einzigen Arbeitsschritt vereint. Interessan-
terweise zeigten sich bei Chong et al. bereits nach 2 h Reperfusion die qualitativ
gleichen Infarktgroflenunterschiede wie in der vorliegenden Studie und in der Arbeit
von Oyama et al. nach 24 h Reperfusion. Da die Infarkigré3en zwischen den ver-
schiedenen Studien nicht direkt vergleichbar sind, lasst sich daraus nicht folgern,
dass Vorgange, die spater als 2 h nach Reperfusion ablaufen fur die InfarktgrofRe

irrelevant sind.

In Anlehnung an die Arbeiten von Zacharowski et al. wurde eine LPS-Injektion 16 h
vor Infarkt verabreicht (Zacharowski et al., 2000). Dies verringerte die Infarktgrofie
bei Ratten um 65 %. Sowohl durch LPS-Vorbehandlung als auch IPC halbierte sich
ausschlieBlich in WT-Mausen die InfarktgroRe im Vergleich zu unbehandelten Tieren.
Zur protektiven Wirkung von LPS im Zusammenhang mit TLR4-Defizienz liegen
keine vergleichbaren Studien am Mausmodell vor. Damit bestatigen und erweitern
die vorliegenden Ergebnisse kirzlich in der Literatur erschienene Daten (Chong et
al., 2004, Oyama et al., 2004). Die gezeigten Infarktreduktionen sind also als valide

einzuschatzen.

Ein ahnliches Ergebnis wie hier mit TLR4-defizienten Mausen gezeigt, prasentierten
Shishido et al. nach einer I/R-Studie an WT und TLR2-KO-Mausen, da TLR2-KO-
Mause kleinere Infarkte ausbildeten als WT-Tiere (Shishido et al., 2003).
Andererseits lieRen Versuche von Frantz et al. mit isolierten Hamsterkardiomyozyten
darauf schlieRen, dass die Blockade von TLR2 die Zytotoxizitat nach oxidativem
Stress sogar erhoht und TLR2 anti-apoptotische Effekte vermittelt (Frantz et al.,
2001).

Guo et al. fuhrten die ersten IPC-Studien im Mausmodell durch und konnten in der
frihen IPC-Phase eine Reduktion der Infarktgrofle um 75 % erzielen (Guo et al.,
1998). Die in der vorliegenden Studie mit der friihen IPC erzielten Infarktreduktionen
waren etwas geringer als die von Guo et al. vorgestellten was sicherlich an dem

eingesetzten Mausstamm und den etwas anderen Versuchsbedingungen lag. Uber
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die fruheren Ergebnisse hinausgehend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in
TLR4-KO keine IPC mdoglich war. Wie die fruhe, durch IPC-induzierte, ischamische
Toleranz mit der TLR4-Signaltransduktion zusammenhangt ist jedoch unklar. Beide
Genotypen zeigten nach IPC einen gleich grof3en Infarkt, doch nur bei WT-Mausen
stellte sich ein signifikanter Unterschied zu unbehandelten I/R-Tieren dar. Dies konnte
moglicherweise auch auf ein methodisches Problem zuruckzufuhren sein. Aus einer
30 minutigen Ischamie resultierte selbst bei unbehandelten WT-Mause nur ein relativ
kleiner Infarkt. Eine prozentual kleine weitere Verringerung eines ohnehin schon
kleinen Infarktes lasst sich nur schwer nachweisen, so dass ein zusatzlicher

protektiver Einfluss der TLR4-Defizienz hier evtl. nicht sichtbar wurde.

Die Daten demonstrieren die Abhangigkeit des Infarktareals von einer TLR4-Antwort.
Die in der Einleitung genannten TLR4-Liganden wie HSPs, HMGB1, Hyaluronsaure
Fibronektin und Fibrinogen konnen bei einer Ischamie sezerniert werden und durch
den TLR4-Signaltransduktionsweg Entzindungsmediatoren freisetzen (Hollestelle et
al., 2004, Izuishi et al., 2006, Kim et al., 2005, Smiley et al., 2001, Taylor et al., 2004,
Waldenstrom et al.,, 1991). Die TLR4-vermittelte Zellantwort auf diese Liganden
bestimmt moglicherweise die Grolke eines Infarktes. HierfUr sprechen auch die
Erkenntnisse einer aktuellen Studie von Shimamoto et al., in der durch eine Vorbe-
handlung mit dem TLR4-Antagonisten Eritoran ebenfalls eine Abschwachung des I/R-

Schadens erzielt wurde (Shimamoto et al., 2006).

Einerseits reduzierte eine LPS-Vorbehandlung TLR4-vermittelt die Infarktgrofe,
andererseits fuhrte die Defizienz des TLR4-Signalweges selbst auch zu einer
kleineren InfarktgrofRe. TLR4-D-Mause, die mit LPS prakonditioniert wurden, wiesen
keine weitere Verminderung des Infarktareals auf. Diese Beobachtungen scheinen
widersprichlich zu sein, da der LPS-Effekt durch TLR4 vermittelt wird, ein Verlust
dieses Rezeptors jedoch den gleichen Effekt auf die InfarktgroRe verursacht.
Trotzdem lassen sich beide Beobachtungen in einer einheitlichen Arbeitshypothese

zusammenfassen:
1. Die durch I/R induzierte Entzindungsantwort bestimmt die Infarktgré3e mit.

2. Eine verringerte Entzindungsantwort nach I/R fuhrt zu einem kleineren Infarkt.
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3. Ursache fur die verringerte Entzindungsantwort kann eine LPS-Prakonditionierung
sein, die die Antwort auf einen zweiten Reiz abschwacht. Ursache kann auch ein
Funktionsverlust des TLR4-Signalwegs sein, der per se zu einer geringeren

Entztindungsantwort fihrt.

In der folgenden Diskussion sollen die Vorgange wahrend der Prakonditionierung und
Entstehung eines Infarktes in Bezug auf die vorgestellte Hypothese besprochen
werden. Dabei wird der zeitlichen Abfolge der Veranderungen im infarzierten Gewebe
gefolgt, die hier nochmals kurz beschrieben ist. Wahrend der Ischamie kommt es zu
den in der Einleitung (Kap. 1.1.1) erwahnten lonenverschiebungen, die jedoch in
Bezug auf die Fragestellung dieser Untersuchung eine untergeordnete Rolle spielen.
Wichtiger sind hierbei entztindliche Vorgange, die offensichtlich ihren Startpunkt in der

Aktivierung des TLR4 nehmen.

Daher werden zunachst die direkt mit TLR4 gekoppelten Vorgange in der Membran
besprochen. Durch die Aktivierung von TLR4 werden NFkB-abhangige Gene induziert
z.B. HIF, iNOS und Zytokine. Zytokine kdnnen neben vielen anderen Wirkungen auch
die Expression von Chemokinen auslésen. Chemokine selbst fuhren zur Chemotaxis
von Zellen des Immunsystems. Diese Zellen sind am Umbau der Infarktnarbe beteiligt
und sezernieren dabei MMPs.

4.3 Expressionsanalyse molekularer Marker - Vorgdnge an der

Zellmembran

4.3.1 CD14-Proteinexpression

In unbehandelten WT- und TLR4-D-Herzen war die CD14 Expression niedrig (Kap.
3.2.5). In WT-Herzen wurde die CD14-Expression durch LPS-Stimulation massiv
erhoht, in den TLR4-D Herzen reagierte die CD14-Expression nicht auf LPS. In beiden
Genotypen wurde die CD14-Expression durch I/R in geringem Malde verstarkt.
Allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass zum Organentnahmezeitpunkt die
LPS-Stimulation bereits 23 h zurtick lag wahrend die Ischamie 6 h zuvor stattfand. Die

Proteinexpression in Folge von I/R kénnte also durchaus zu einem spateren Zeitpunkt
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ansteigen. Im IPC-Projekt wurde ein ahnlich geringer Einfluss auf CD14 durch
Ischamie allein beobachtet. Jedoch erfolgte die Proteinmessung schon nach 3 h
Reperfusion an einer geringen Tierzahl weshalb die Unterschiede der Expression hier
moglicherweise nicht signifikant waren. Dies kdnnte auch der Grund fur den fehlenden

Einfluss der ischamischen Prakonditionierung auf die CD14-Expression sein.

Die Induzierbarkeit von CD14 durch LPS wurde bereits vielfach beschrieben
(Comstock et al.,, 1998, Knuefermann et al., 2002). Eine Steigerung der CD14-
Expression durch einen anderen Reiz in Form einer Druckuberlastung des Herzens in
Folge einer transaortalen Konstriktion (TAK) konnte kurzlich erstmals von unserer

Arbeitsgruppe publiziert werden (Baumgarten et al., 2006a).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zwar eine deutliche CD14-Induktion in den LPS
prakonditionierten Tieren mit kleinem Infarkt, jedoch ist CD14 in den TLR4-D-Tieren
mit kleinem Infarkt niedrig. Die prakonditionierende Wirkung von LPS Iasst sich nicht
durch die erhdohte CD14-Expression erklaren; denn hierdurch kdnnte man eine
verstarkte Immunantwort erwarten, wie sie auch unter ahnlichen Bedingungen von
unserer Arbeitsgruppe kurzlich gezeigt wurde (Baumgarten et al., 2006a). Allerdings
ist auch bekannt, dass neben membrangebundenem CD14 eine l6sliche Form
(sCD14) vorkommt, welche neben LPS mdoglicherweise freie endogene Liganden
antagonisieren kann, die durch eine kardiale Schadigung freigesetzt werden. Ein
gehauftes Vorkommen von sCD14 kdénnte somit die Immunantwort reduzieren, da
weniger Liganden an membrangebundenem CD14 binden und eine Signaltransdukt-
ion bewirken konnen. Jedoch war es mit der in der vorliegenden Studie durch-
gefuhrten Technik nicht moglich, zwischen |6slichem und membranstandigem CD14

zu differenzieren.

4.3.2 TLR2- und TLR4-Expression

LPS fuhrte zu einer starkeren TLR2-Expression bei den WT SOP-Mausen, wahrend
TLR4 nicht signifikant erhéht wurde (Kap. 3.2.6). Bei den TLR4-D-Tieren blieb die
TLR2-Expression von LPS unbeeinflusst. Dagegen wurde sowohl TLR2- als auch
TLR4-mRNA durch I/R in beiden Genotypen vermehrt exprimiert. In den IPC-
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Experimenten zeigte sich wieder derselbe Einfluss von I/R, jedoch fuhrte die IPC zu

keiner weiteren Steigerung (Kap. 3.3.4).

Im Gegensatz hierzu berichten andere Publikationen von einer vermehrten LPS-
induzierten TLR4 mRNA-Expression, die nach 2h LPS anstieg, nach 4 h ihr
Maximum erreichte und nach 24 h noch immer Uber dem 0 h-Ausgangswert lag
(Baumgarten et al., 2001, Frantz et al., 1999). In einem murinen Infarktmodell wurde
erst nach 4 d permanenter Okklusion ein signifikanter Anstieg der TLR4 mRNA-
Expression beobachtet (Frantz et al., 1999). Immunhistochemische Farbungen von
Frantz et al. (1999) zeigten, dass sich das diffuse Muster angefarbten TLR4s in
normalem Myokard nach Ischamie veranderte und es zu einer TLR4-Konzentration

im Randbereich des Infarktes kam.

Die Induktion der TLR2 mRNA- und Proteinexpression wurde bislang nur in I/R-
Versuchen an Niere und Leber gemessen (Kim et al., 2005, Zhang et al., 2004b). In
der Niere fand sich nach I/R eine konzertierte Expressionssteigerung von TLR2 und
TLR4. Dies stimmt mit dem Expressionsmuster in den vorgestellten Ergebnissen
weitgehend Uberein und ist womdoglich auf die Bildung bzw. Bindung endogener
TLR2- und -4-Liganden zuruckzufuhren, welche durch einen Myokardschaden frei-
gesetzt wurden. Fur eine Bindung endogener Liganden an TLR2 spricht auch der
hier vorgestellte Befund, dass I/R in TLR4-D-Tieren eine Steigerung der TLR2-

Expression bewirkt.

Zwar stellt LPS keinen TLR2-Liganden dar, induziert aber durch Kreuztoleranz sehr
wohl die Expression von TLR2 via TLR4 (Faure et al., 2001, Nilsen et al., 2004).
Mittlerweile wurde mehrfach beschrieben, dass die Stimulation mit Virulenzfaktoren,
z.B. LPS, nicht nur eine Endotoxintoleranz gegenlber einem zweiten gleichartigen
Stimulus bewirkt, sondern es zum Phanomen der Kreuztoleranz kommt. Dadurch
hatte ein zweiter Reiz z.B. in Form von LTA oder CpG ebenfalls eine abgeschwachte
Immunantwort zur Folge (Dalpke et al., 2005, Dobrovolskaia et al., 2003, Jacinto et
al., 2002). Allerdings korrelierte dieses Verhalten nicht mit einer Verstarkung oder
Verminderung der TLR-Expression, sondern induziert vielmehr distale Verande-

rungen auf der Ebene von Adapterproteinen.
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Die in dieser Studie gezeigte LPS- und I/R-abhangige Expressionserhohung von
TLR2 kann die prakonditionierende Wirkung von LPS und die protektive Wirkung von
TLR4-Defizienz nicht erklaren; denn eine erhohte TLR2-Expression wirde eher zu
einer verstarkten Immunantwort fihren und nicht zu der hier in der Arbeitshypothese

vorgeschlagenen verringerten Immunantwort.

4.4 Expressionsanalyse molekularer Marker - intrazellulédre

Prozesse und Regulation von Entziindungsmediatoren

4.4.1 Transkriptionsfaktor NFxB

Der in Abbildung 1.1 vorgestellte TLR4-abhangige Signalweg fuhrt zur Aktivierung
von NFkB. Eine LPS-Stimulation, wie bei der Prakonditionierung, sollte also zu einer
NFkB-Aktivierung flihren. Dies wurde auch schon von unserer Arbeitsgruppe und
anderen mehrfach gezeigt (Baumgarten et al., 2006b, Baumgarten et al., 2001,
Frantz et al., 1999). Dabei wurde die NFkB-Aktivitat transient fir ca. 6 h mit einem
Maximum nach 1 h erhoht. Vergleichbare Experimente wurden hier nicht durch-
gefuhrt, da die Befunde als gesichert angesehen wurden. In dieser Studie wurde ein
darUberhinausgehendes Experiment geplant und die NFkB-Aktivitat nach der I/R
verfolgt. Entsprechend der Arbeitshypothese sollte die LPS-Prakonditionierung zu
einer verringerten NFkB-Aktivitat bei einem zweiten Stimulus in Form der I/R fuhren.
Bei TLR4-D-Tieren wirde man per se eine verringerte NFkB-Aktivitat erwarten. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese ist die Beobachtung, dass eine Inhibierung
der NFkB-AKktivitat die Infarktgro3e vermindern kann (Kis et al., 2003, Morishita et al.,
1997). Also sollte auch in den vorgestellten Experimenten die NFkB-Aktivitat in den
Gruppen mit kleinem Infarkt reduziert sein. Eine Regulation der NFkB-Aktivitat war

jedoch nicht zweifelsfrei feststellbar.

Im Gegensatz zu dem hier vorgestellten beispielhaften Experiment stehen die
Ergebnisse von Hiasa et al.,, die an Ratten nach LPS-Gabe und auch nach
ischamischer Prakonditionierung zunachst eine erhohte NFkB-Aktivitat vor Beginn

des Infarktes beobachteten. Darlberhinaus kam es in der Reperfusionsphase zu

99



DISKUSSION

einer Reduktion der NFkB-Aktivitat, die mit einer Infarktgrof3enverminderung
einherging (Hiasa et al., 2001). Chong et al. verglichen WT und TLR4-D-Mause nach
I/R und fanden eine reduzierte NFkB- und AP1-Bindungsaktivitdt bei defizienten
Tieren (Chong et al., 2004).

4.4.2 HIF1a-Regulation

Folgt man dem TLR4-abhangigen Signalweg, so stellt HIF1a flir NFKB ein Zielgen
dar; denn Frede et al. konnten zeigen, dass LPS eine hohere mRNA- und Protein-
expression durch Bindung von NFkB am HIF1a-Promoter bewirkte (Frede et al.,

2006). Daher erschien es sinnvoll, eine Beteiligung von HIF1a zu untersuchen.

Arbeitshypothese der Untersuchungen war es, Hinweise auf eine potentiell
veranderte HIF1a-Aktivitdt zum Zeitpunkt der Infarktinduktion nach 16 h LPS bzw.
Unterschiede zwischen den Genotypen zu finden. In den vorgestellten Ergebnissen
war das HIF1a-Protein bei WT-Mausen 6 h nach der LPS-Prakonditionierung erhoht.
Nach 16 h, also zu Beginn der Ischamie, war das HIF1a-Protein bereits wieder auf
die Ausgangskonzentration zuriickgegangen (Kap. 3.2.8). Bei den TLR4-KO Tieren
blieb das HIF1a-Protein sowohl 6 als auch 16 h nach LPS-Prakonditionierung
unbeeinflusst. Die ebenfalls untersuchte HIF1a mRNA-Expression war in allen
Gruppen, auler der WT-Kontrolle 6 h nach PBS-Injektion, relativ niedrig. Inwiefern
dieser erhohte Wert in der WT-Kontrolle, der nicht mit der Proteinexpression

korrellierte, zu Stande kommt, lasst sich nicht erklaren.

Der Transkriptionsfaktor HIF1 besteht aus einer konstitutiv exprimierten B- und einer
regulierten a-Untereinheit. Unter normoxischen Bedingungen wird das HIF1a-Protein
post-translatorisch hydroxyliert, nach Bindung an das von Hippel-Lindau-Protein
ubiquitiniert und anschlielend proteolytisch abgebaut (Lee et al., 2004). Unter
hypoxischen Bedingungen wird die Hydroxylierung unterbunden, was zu einem
Anstieg des HIF1a-Proteins und Expression von HIF1-Zielgenen fuhrt. Diese
regulieren Angiogenese, Sauerstofftransport, Glukosemetabolismus und Gefaldtonus
(Bracken et al., 2003). Neben Hypoxie fordern inflammatorische Stimuli die HIF1a-
Anreicherung und Aktivitat (Frede et al., 2006, Hellwig-Burgel et al., 2005). Die pro-
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inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF sowie LPS induzierten in humanen
Leberzellen und Monozyten sowie murinen Makrophagen eine vermehrte HIF1a
MRNA-Expression und Proteinstabilitat unter normoxischen Bedingungen (Blouin et
al., 2004, Frede et al., 2006, Hellwig-Burgel et al., 1999).

Nach I/R unterschied sich die HIF1a mRNA-Expression nicht zwischen WT-, LPS-
vorbehandelten und TLR4-KO-Mausen und korrelierte damit nicht mit der Infarkt-
groflke. Vergleicht man in den WT-Tieren die HIF1a-mRNA vor der Ischamie mit dem
Wert danach, dann sieht man einen Anstieg nach I/R. Dies stimmt mit den Angaben
aus der Literatur Uberein, dass die HIF1a-Transkription in vivo nach wenigen Minuten
Ischamie lang anhaltend verstarkt wird (Guerra et al., 2006, Jurgensen et al., 2004).
Wie schon oben erwahnt ist die alleinige Betrachtung der HIF1a-mRNA nicht so

aussagekraftig wie die Messung der Proteinkonzentration, die noch aussteht.

In der Literatur wird HIF1a ein protektiver Einfluss bei einer Ischamie zugeschrieben.
In in vivo und in vitro Versuchen wurde durch vorangehende Hypoxie ein prakonditio-
nierender Effekt via HIF1a erzeugt (Cai et al., 2003, Date et al., 2005, Liu et al.,
2003). Aus einer Uberexpression von HIF1a sowie der Inhibition von HIF1a
denaturierenden Proteinen resultierte ein verminderter |/R-Schaden und die
vermehrte Expression der HIF1a-Zielgene VEGF, GLUT-1 und -4, HSP70 und iNOS
(Date et al., 2005, Kido et al., 2005, Natarajan et al., 2005, Ockaili et al., 2005). Da in
der vorliegenden Studie zwar 6 h nicht jedoch 16 h nach dem LPS-Stimulus ein
HIF1a-Proteinanstieg zu beobachten war, erschien es sinnvoll, die Zielgene von
HIF1a zu untersuchen. Hier wurden ADM und iNOS betrachtet.

4.4.3 ADM-Expression

Beim HIF1-Zielgen ADM handelt es sich um ein hypotensiv, vasodilatierend und
immunmodulierend wirkendes Peptid, welches in Kardiomyozyten (Bell et al., 2006),
Endothel-, glatten Muskel- und Tumorzellen sowie Monozyten und Makrophagen
identifiziert wurde und durch Hypoxie induzierbar ist (Beltowski und Jamroz, 2004).
ADM erhohte in vivo die linksventrikulare Kontraktilitat (Nagaya et al., 1999, Parkes

und May, 1997) und Ubte in vitro einen positiv inotropen Einfluss aus (Szokodi et al.,
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1998). Es wird in kardiovaskularem Gewebe durch inflammatorische Zytokine (Horio
et al.,, 1998), NO, Angiotensin Il, Endothelin-1 und metabolische Faktoren wie
Ischamie und Hyperglykamie reguliert (Eto et al., 2003).

In den hier vorgestellten Experimenten bewirkte LPS eine vermehrte ADM mRNA-
Expression nach 6 h, die nach 16 h nicht mehr nachweisbar war. Dies bedeutet
allerdings nicht, dass auch das ADM-Protein zu diesem Zeitpunkt schon wieder
erniedrigt war. Die hier gezeigte LPS-abhangige ADM-Expression steht im Einklang
mit der Beobachtung erhdhten ADMs im Plasma von Sepsispatienten. Auch murine
Makrophagen sowie humane Monozyten exprimierten ADM nach LPS-Stimulation
(Frede et al., 2006, Hirata et al., 1996, Zaks-Zilberman et al., 1998).

Nach der Ischamie stieg die ADM mRNA-Expression im Vergleich zum 16 h-Wert in
allen Gruppen an, signifikant am hdchsten in den TLR4-KO-Herzen. Erhdhtes
Plasma-ADM fand sich auch bei Patienten nach Myokardinfarkt (Eto et al., 2003).
Chao et al. beschrieben, dass Ratten nach adenoviralem Gentransfer von ADM vor
Myokardschaden durch I/R geschutzt waren (Chao und Chao, 2002). Die hier
beobachtete hohe ADM-Expression in TLR4-KO-Herzen nach I/R steht in Uber-
einstimmung mit dem beschriebenen kardioprotektiven Einfluss von ADM. In isoliert
perfundierten Rattenherzen aktivierte Ischamie die ADM-Ausschuittung, welche durch
Vasodilation der Koronarien die myokardiale Durchblutung verbessern kann (Belloni
et al., 2004). Die Verbesserung der myokardialen Durchblutung kénnte auch den
prakonditionierenden LPS-Einfluss erklaren; denn bislang unveroffentlichte Daten
unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die ADM mRNA-Expression nach 6 und 16 h
LPS in der Aorta sehr hoch war. Es ist zu vermuten, dass ADM durch LPS auch in
den Koronargefassen erhoht wird. Dadurch konnte wahrend der Okklusion durch
zeitgleiche Vasodilatation der Koronarien im Randbereich des Infarktgebietes mehr

Sauerstoff die AAR versorgen und somit die Infarktgrof3e positiv beeinflussen.

4.4.4 iNOS-Expression

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass LPS eine vermehrte myokardiale iNOS

MRNA-Expression nach 6 h induzierte. Nach 16 h, zu Beginn der Ischamie, war
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keine INOS mRNA-Expression mehr messbar. Ebenso wenig konnte nach I/R eine

INOS-Induktion nachgewiesen werden.

Sepsis bzw. Endotoxinamie fuhren bekanntermalien zu Vasodilatation und myokar-
dialer Dysfunktion und bewirken eine vermehrte NO-Produktion via iINOS. Kontrovers
diskutiert wird der Einsatz von iNOS-Inhibitoren, um den Verlauf einer Sepsis durch
Erhdhung des peripheren Widerstandes und bessere Organperfusion positiv zu
beeinflussen (Lee et al., 2005). Trotzdem wird vermutet, dass die kardioprotektive
Wirkung von LPS bei I/R wesentlich durch iINOS begrindet ist, weil es vasodilatativ,

antiadhasiv und -oxidativ wirken kann (Muller et al., 2002).

Wang et al. fuhrten eine 24 h LPS-Vorbehandlung von Ratten mit anschlieRender I/R
durch. Bei unbehandelten Tieren stieg die INOS mRNA- und Proteinexpression nach
4 bzw. 6 h LPS signifikant an, nicht jedoch bei Tieren, die iINOS-Inhibitoren erhalten
hatten. Nach 24 h, also direkt vor der Ischamie, waren iINOS-mRNA und -Protein
nicht mehr nachweisbar (Wang et al., 2002), was mit den hier erhobenen Daten nach
16 h LPS Ubereinstimmt. LPS-behandelte Tiere mit inhibierter iINOS unterschieden
sich in der InfarktgréRe nicht von ganzlich unbehandelten Wildtypmausen. Demzu-
folge ist die LPS-induzierte iNOS-Aktivitat notwendig fur die kardioprotektive
Wirkung, obwohl zu Beginn der I/R kein erhdhtes Protein mehr nachweisbar war.

Zhao et al. und Tosaki et al. untersuchten an Kaninchen- und Rattenherzen die
kardioprotektive Wirkung des TLR4-Liganden Monophosphoryl Lipid A (MLA), einem
LPS-Derivat, und fanden ebenfalls heraus, dass dem kardioprotektiven Effekt eine
INOS-Aktivierung mit einem Maximum nach 6 - 8 h zu Grunde liegt (Tosaki et al.,
1998, Zhao et al., 1997). Xi et al. untermauerten diese Bedeutung in Versuchen an
INOS-Knockout-Mausen, die nicht durch MLA prakonditionierbar waren (Xi und
Kukreja, 2000).

Die positiven und negativen Einflisse von NO und seinen Reaktionsprodukten
sowohl im Zusammenhang mit Sepsis als auch MI sind vielfaltig und noch immer
nicht vollstandig aufgeklart. NO inhibiert die Adhasion und Infiltration von Neutro-
philen und kann dadurch die Infarktgrof3e reduzieren (Lefer et al., 1993, Simpson et

al., 1990). Die Zell-Zell-Interaktion aktivierter Neutrophiler mit Kardiomyozyten bzw.
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Endothelzellen hat proteolytische und zytotoxische Folgen, da die Freisetzung von
ROS durch Neutrophile andere Zellen oxidativ schadigen kann (Simpson et al.,
1990). Jedoch ist mittlerweile bekannt, dass NO in Immunzellen einen biphasischen
Effekt auf die NFkB-Aktivitat ausibt: Niedrige NO-Konzentrationen steigern die
Zytokin- und iINOS-Expression durch Verstarkung der NFkB-Aktivitat wahrend hohe
Dosen die iINOS-Expression durch Nitrosierung der p50 Einheit von NFkB und
Stabilisierung der IkB-mRNA inhibieren (Connelly et al., 2001). Bei einer Infektion
oder zellularen Schadigung ermdglicht dieser Mechanismus durch vermehrte NO-
induzierte NFkB-Aktivierung zunachst die Expression von Adhasionsmolekilen und
Zytokinen und die Rekrutierung von Immunzellen, welche wiederum iINOS
exprimieren und durch vermehrte NO-Synthese die NFkB-Aktivitat wieder reduzieren.
Dies konnte der Grund fur den nur voribergehenden Anstieg der INOS-Expression
im Herzgewebe sein. Wie unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten, war
die iINOS-Expression nach 16 h LPS in Aorten sehr hoch, was auch fir andere
Gefasse wie die Koronarien gelten sollte. Dies kdnnte die schon im vorigen Kapitel

beschriebene Wirkung von ADM unterstutzen.

Unklar ist, wie die fehlende iINOS-Induktion nach I/R in den gezeigten Daten zu
erklaren ist. Zingarelli et al. beobachteten wahrend 60 min Reperfusion eine sukzes-
sive Erhohung der iINOS mRNA-Expression in murinen Herzen (Zingarelli et al.,
2002). Plasmanitrit stieg bereits nach 60 min Okklusion signifikant an. Vielleicht
wurde die iINOS-mRNA in der hier vorgestellten Studie zu spat bestimmt. Feng et al.
wiesen im nicht-infarzierten Areal muriner, allerdings permanent okkludierter, Herzen
auch noch nach funf Tagen erhdhte INOS mRNA-Expression sowie nach 5 und 30

Tagen erhdhte Plasma-Nitrit- bzw. Nitratspiegel nach (Feng et al., 2001).

Bei der friihen ischamischen Prakonditionierung spielt INOS keine Rolle und wurde
auch nicht untersucht. Wahrend die frihe IPC-Phase durch die Aktivierung zellularer
Kinasen (PKC, MAPK) und weitere beschriebene Mechansimen zustande kommt
(Kapitel1.2.2), ermoglicht eine vermehrte Expression kardioprotektiver Gene die
Entwicklung einer spaten IPC-Phase (Guo et al., 1998). Sowohl die vermehrte
Aktivierung von NOS durch spate IPC als auch eine pharmakologisch induzierte NO-
Produktion schutzte vor den Auswirkungen einer Ischamie (Bolli et al., 1998, Dawn
und Bolli, 2002).
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4.4.5 Zytokine

Die Aktivierung von NFkB induziert die Expression inflammatorischer Zytokine. Die
MRNA-Expression von TNF, IL-1f und IL-6 wurde nach LPS bzw. IPC und I/R in
Abhangigkeit von TLR4 untersucht. Zytokine werden sowohl wahrend einer Endo-
toxinamie und Sepsis als auch nach MI frihzeitig induziert (Blackwell und Christman,
1996, Nossuli et al.,, 2000). Eine wesentliche Entdeckung der aktuellen Forschung
war, dass beide Prozesse via TLR4 reguliert werden kénnen (Baumgarten et al.,
2001, Chong et al., 2004, Oyama et al., 2004). Gemal unserer Arbeitshypothese
erwarteten wir in Folge einer LPS-Prakonditionierung einen Anstieg der Zytokin-
expression vor der Ischamie und eine Verringerung der Expression wahrend der
Reperfusion. Weiterhin sollte nach unserer Hypothese eine verminderte Zytokin-
induktion nach I/R auch in Folge einer Prakonditionierung durch IPC sowie bei TLR4-

defizienten Tieren auftreten.

Die vorgestellten Daten weisen eine massive LPS-Induktion der untersuchten
Zytokine ausschliel3lich bei WT-Mausen auf, welche nach 6 h am héchsten und nach
16 h rucklaufig war. Dies entsprach unserer Arbeitshypothese. Jedoch hatte weder
die LPS-Vorbehandlung noch die IPC eine Auswirkung auf die myokardiale Zytokin-
expression nach I/R. Im Anschluss an die Ischamie stieg in allen Gruppen die mMRNA-
Expression an. Auch auf Proteinebene zeigte sich nach I/R eine Zytokininduktion im
Herzen, die bei TLR4-D-Mausen deutlich schwacher ausfiel. Im infarzierten Herzen
war die Menge des |L-6-Proteins in TLR4-D- signifikant geringer als in WT-Mausen.
Zwischen unseren mRNA- und den Proteinexpressionsdaten gibt es also eine
Divergenz. Mdglicherweise war der Zeitpunkt der Messung der mRNA in dieser
Studie mit drei Stunden zu spat gewahlt, so dass vorher vorhandene Differenzen sich

bereits wieder ausgeglichen hatten.

Um einen direkten Vergleich mit den in der Literatur veroffentlichten Daten zu ermdg-
lichen, wurden die Werte in gleicher Weise normiert wie bei Chong et al. (Chong et
al., 2004, Shimamoto et al., 2006). Dabei werden die Werte nach I/R als ,Vielfaches*
der jeweiligen SOP angegeben, man sieht also den durch I/R hervorgerufenen
Anstieg isoliert von der Vorbehandlung. In unbehandelten WT fuhrte I/R zu einem

signifikanten Anstieg von TNF, IL-13 und IL-6, wahrend in den Gruppen mit kleinem
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Infarkt, also dem LPS prakonditionierten WT und den beiden TLR4-D Gruppen,
weder TNF noch IL-1 durch den Infarkt signifikant Uber das Ausgangsniveau hinaus
erhdht wurden. Lediglich IL-6 stieg in allen Gruppen unabhangig von der Infarktgréflie
an. In der Studie von Chong et al. wurden nur die beiden Gruppen WT und TLR4-D
miteinander verglichen. Dabei waren die Ergebnisse generell mit den vorliegenden
vergleichbar. Durch Gruppen mit LPS-Prakonditionierung und den zusatzlichen
Nachweis der Proteinexpression im Herzen und im Serum geht die vorliegende
Studie allerdings Uber die Befunde von Chong et al. (Chong et al., 2004) deutlich
hinaus. Die Proteinexpression aller Serumzytokine war bei TLR4-D- gegenuber WT-
Mausen nach I/R signifikant reduziert, wie man es nach unserer Arbeitshypothese

auch erwarten wirde.

Hiasa et al. verglichen die einer I/R folgende Zytokinexpression nach vorhergehender
LPS- oder ischamischer Prakonditionierung von Ratten (Hiasa et al., 2001). In der
Kontrollgruppe wurde keines der Zytokine vor I/R detektiert. Nach 1 h Reperfusion
begann eine vermehrte mRNA-Expression, die ihr Maximum nach 2 h erreichte.
Nach 3 h Reperfusion fielen die Werte fur IL-1B und TNF mRNA ab wahrend die IL-6-
Expression hoch blieb. In den vorbehandelten Gruppen fielen bereits vor I/R hohe
Zytokinspiegel auf, die in der LPS-Gruppe nach 30 min, bei der IPC-Gruppe nach
60 min Reperfusion unter den Werten der Kontroligruppe lagen. Die Ergebnisse
dieser Studie entsprechen weitgehend unserer Arbeitshypothese, allerdings wurde in
dieser Studie eine mogliche Beteiligung von TLR4 nicht berlcksichtigt, die hier im
Vordergrund steht. Aus den Ergebnissen von Hiasa et al. ergibt sich ein
verhaltnismallig schneller Anstieg und Abfall der Zytokin-mRNA nach I/R. Dies
konnte dazu fuhren, dass Differenzen der mRNA-Expression zu anderen als den hier
gemessenen Zeitpunkten ausgepragter sein konnten. Die Wichtigkeit des zeitlichen
Verlaufes der Zytokinexpression zeigte sich auch in Befunden an Patienten, die vor
Beginn einer kardiopulmonaren Bypassoperation einer IPC unterzogen wurden.
Diese exprimierten in der post-interventionellen Reperfusionsphase genau so viel
TNF, IL-6, -8 und -10 wie Patienten in der nicht prakonditionierten Vergleichsgruppe.
Jedoch resultierte aus der IPC nach 20 h Reperfusion eine signifkante IL-6-
Reduktion im Plasma (Wei et al., 2001).
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In der vorliegenden Studie kam es trotz der TLR4-Defizienz auch in den TLR4-D
Tieren zu einer Zytokininduktion nach I/R. Die deutet darauf hin, dass neben TLR4
weitere Rezeptoren an der Signaltransduktion beteiligt sind. Wie bereits erwahnt,
existieren zahlreiche endogene Liganden die z.B. via TLR2 erkannt werden und
gleichfalls eine inflammatorische Antwort auslosen konnten. Es ist bekannt, dass
TLR2-KO-Mause ebenfalls verminderte Infarkte bilden (Shishido et al., 2003). Dies

erklart, weshalb auch TLR4-D-Mause eine Reaktion auf I/R zeigen.

Die bisher diskutierten Befunde geben die jeweiligen Zytokinspiegel wieder, ohne auf
deren Wirkung im Einzelnen einzugehen, daher soll im folgenden Abschnitt die
Funktion der verschiedenen Zytokine im Geschehen der I/R erlautert werden. Das
frih synthetisierte, proximal in der Signalkaskade stehende TNF spielt eine wichtige
Rolle bei der Koordination inflammatorischer Antworten u.a. auf Endotoxine und
Ischamie. Im Zentrum der Regulation weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren wie
IL-18 und IL-6 stehend, lenkt es auch Remodellingprozesse durch Induktion von
MMPs, TIMPs, VEGF, u.a., und kann sich durch positive Ruckkopplung via NFkB
selbst amplifizieren (Nian et al., 2004). Ferner findet eine Zytokinamplifikation durch
infiltrierende Entzindungszellen statt. Gemeinsam mit weiteren Mitgliedern der TNF-
Familie, dem Fas-Liganden und TRAIL, wird es als ,death inducing ligand® mit
zytotoxischer Wirkung bezeichnet (Nakajima et al., 2003). In in vitro-Versuchen
induzierte TNF die Aktivierung pro-apoptotischer Gene (Bajaj und Sharma, 2006,
Chen und Tu, 2002). Belosjorow et al. bewirkten durch Einsatz eines TNF-
Antikorpers eine InfarktgroRenreduktion (Belosjorow et al., 2003). Auch die
antagonistische Wirkung insbesondere des I6slichen TNF-Rezeptors reduzierte die
TNF-Bioaktivitat und damit die InfarktgroRe (Sugano et al., 2004). Die biologische
TNF-Aktivitat ist jedoch ambivalent. So konnten in vivo und in vitro Studien zeigen,
dass TNF in der Lage ist, Kardiomyozyten vor hypoxischen und ischamischen
Schaden zu bewahren (Eddy et al., 1992, Nakano et al., 1998). Auch IL-1j3 ist ein
frih exprimiertes Zytokin, welches in seiner biologischen Aktivitat der von TNF ahnelt
und ebenfalls durch I/R und Endotoxine induziert wird (Baumgarten et al., 2001, Nian
et al., 2004). IL-6 induziert die Expression von ICAM-1 auf der Zelloberflache von
Myozyten. Dies befahigt Neutrophile zur Adhasion an und Schadigung von

Kardiomyozyten auf drei unterschiedliche Weisen: 1) Freisetzung von ROS, 2)
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Degranulation von Proteasen / Elastasen, 3) Freisetzung von Arachidonsduremeta-
boliten und Thrombozyten aktivierenden Faktoren (Gwechenberger et al., 1999);
(Jordan et al., 1999). IL-6 wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen
produziert zu denen Kardiomyozyten, Monozyten / Makrophagen, Fibroblasten,
Endothelzellen, Mastzellen, Neutrophile und viele andere gehodren (Birdsall et al.,
1997, Gwechenberger et al., 1999). Die Proteinexpression von TNF, IL-1 und IL-6 in
Herz und Serum TLR4-defizienter Tiere fiel in den vorgestellten Ergebnissen nach
I/R deutlich geringer aus. Somit ist auch die pro-apoptotische Bioaktivitat von TNF
und IL-1B reduziert. Der verringerte IL-6-Spiegel im Herzen kdnnte zu einer vermin-
derten Infiltration von Immunzellen fuhren. Dadurch wirde der schadigende Einfluss
auf das Myokardgewebe kleiner, was wiederum mit einer kleineren Infarktgroe Uber-

einstimmt.

Unterschiedlichen Literaturangaben zufolge unterdricken sowohl LPS als auch IPC
die Zytokinexpression von TNF, IL-6 und IL-1B nach I/R. Insbesondere die Asso-
ziation der LPS-Wirkung mit TNF wurde in einigen in vitro und in vivo Studien unter-
sucht. Mehrere Autoren beschrieben als Folge einer Prakonditionierung einen
Anstieg der TNF-Expression und dadurch eine Rekrutierung und Aktivierung inflam-
matorischer Zellen und Prakonditionierung (Belosjorow et al., 1999, Smith et al.,
2002b, Smith et al., 2002a). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte durch Prakondi-
tionierung mit LPS ein TNF-Anstieg hervorgerufen werden. Eine Applikation von TNF
allein ohne vorherige Gabe von LPS wirkte auch prakonditionierend (Belosjorow et
al., 2003). Dies deutet darauf hin, dass TNF einen wichtigen Schritt in der Signal-
transduktion der Prakonditionierung darstellt. Allerdings ist TNF nur partiell verant-
wortlich fur den LPS-Effekt, d.h. LPS wirkt auch kardioprotektiv, wenn TNF neutra-
lisiert oder dessen Expression unterbunden wird (Meng et al., 1997). Wie im voran-
gehenden Abschnitt erwahnt, nimmt die Schadigung des Myokards in Folge einer

reduzierten Zytokinausschuttung nach I/R vermutlich ab.

Ein kardioprotektiv wirkender Stimulus kann nicht nur die Synthese pro-inflam-
matorischer, sondern auch die anti-inflammtorischer Zytokine induzieren, die jedoch

in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurden.
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4.4.6 Zytokinrezeptoren

Die Wirkung der Zytokine wird nicht allein durch ihre Konzentration bestimmt sondern
auch durch die Bindung an Zytokinrezeptoren. Man kann zwei Klassen von
Zytokinrezeptoren unterscheiden, solche die eine intrazellulare Signalkaskade
auslosen und nicht signalisierende, die durch Bindung die Menge des aktiven
Zytokins reduzieren und damit deren Aktivitat vermindern koénnen. Nicht signali-
sierende Rezeptoren, auch ,Decoy“-Rezeptoren genannt, wurden bislang flr
verschiedene Interleukine und TNF identifiziert. Eine hohe Zytokinkonzentration kann
also durch eine gleichzeitig hohe Konzentration von ,Decoy“-Rezeptoren anta-
gonisiert werden. Ein LPS-Stimulus induziert, wie oben beschrieben, Zytokine,
zusatzlich vermag er eventuell auch die Konzentration von deren Rezeptoren zu
beeinflussen. Auch im Falle einer TLR4-Defizienz kann eine veranderte Rezeptor-
regulation Einfluss auf die Zytokinsignalwege nehmen. Deshalb erschien es sinnvoll,

auch die Expression von Zytokinrezeptoren am Beispiel des TNFR1 zu untersuchen.

Die TNFR1-Spiegel unterschieden sich nicht zwischen WT und TLR4-KO nach I/R
und auch eine LPS-Vorbehandlung beeinflusste ihre Expression nicht. In einer
vergleichbaren Studie untersuchten Baumgarten et al. die Auswirkung einer myokar-
dialen Schadigung in Folge einer TAK auf die Zytokinrezeptorexpression von TNFR1
und -2, und konnten in keinem Fall eine signifikante Veranderung beobachten
(Baumgarten et al., 2002). Semenza et al. beschrieben erhdhte TNFR2-Werte nach
Myokardinfarkt (Semenza, 1998).

An die Transmembrandomanen schlie3t sich bei TNFR1 eine intrazellulare ,death
domain“ an, die nach TNF-Aktivierung das Adapterprotein TRADD rekrutiert und die
Apoptose einleitet oder den anti-apoptotischen, pro-inflammatorischen NFkB-Signal-
transduktionsweg einschlagt. Im Gegensatz hierzu besitzt TNFR2 eine intrazellulare
Bindungsstelle fur TRAF-Molekule. Die beiden Rezeptoren unterscheiden sich in
ihrer Affinitat zu 16slichem und membranstandigem TNF: TNFR1 bindet I6sliches TNF
besser wahrend TNFR2 membranstandiges TNF bevorzugt (Grell et al., 1998). Bei
pathologischen Prozessen steigt die Menge von gelostem TNFR1 und TNFR2 durch
Abspaltung von der Membran an (Schroder et al., 1995). Das , TNF-alpha converting
enzyme“ (TACE/ADAM-17) treibt diesen proteolytischen Prozess, hervorgerufen
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durch die Prasenz von TNF und LPS, voran. Obwohl die TNFR1-Expression in den
vorgestellten Ergebnissen gleich blieb, ist es dennoch modglich, dass sich das
Verhaltnis von ldslichen zu membranstandigen Rezeptoren anderte und damit zu
einer verminderten Entziindungsreaktion fuhren konnte. Wang et al. demonstrierten,
dass bei Endotoxintoleranz sTNFR1 hochreguliert und das Verhaltnis von TNF zu
TNFR1 im Vergleich zu einer singularen LPS-Injektion umgekehrt wird (Wang et al.,
2004). Ein in vivo Anstieg von sTNFR1 verbesserte die kardiale Funktion und
reduzierte die Infarktgrofle in einem Ratten-I/R-Modell (Sugano et al., 2004). Ein
TNFR1/TNFR2-Doppelknockout fuhrte bei Mausen zu einer 40 % Infarkt-
vergroRerung. Zudem beschleunigte und verstarkte sich die Apoptoserate dieser
Tiere (Kurrelmeyer et al., 2000). Somit konnte die sTNFR-Expression auch in der hier
vorgestellten Studie von Relevanz sein. Um festzustellen, ob eine Korrelation von
TNFR und InfarktgroRe in Prakonditionierungsmodellen und in Abhangigkeit von

TLR4 besteht, sind jedoch weitergehende Untersuchungen notwendig.

4.4.7 Chemokine

Pathologische Einflisse auf das Myokard induzieren in Folge einer inflammatori-
schen Antwort auch die Expression von Chemokinen. Entsprechend hat in den
vorliegenden Experimenten I/R die Gesamtchemokinexpression sowohl in WT als
auch in TLR4-D Tieren erhdht. Eine LPS-Vorbehandlung als weiterer pathologischer
Stimulus bewirkte in WT-Tieren ebenfalls eine Verstarkung der Expression aller
untersuchter Chemokine, wie auch schon von Kadokami et al. gezeigt (Kadokami et
al., 2001). Der LPS-abhangige Chemokinanstieg ergab sich nur bei einer Gesamt-
betrachtung aller Chemokine. Auf der Ebene einzelner Chemokine zeigten sich keine
Unterschiede. Im Fall der TLR4-D-Tiere fuhrte die LPS-Gabe nicht zu einer
veranderten Chemokinexpression. In LPS-behandelten WT Tieren steigerte I/R die
Chemokinexpression nicht Uber das Niveau einer alleinigen LPS-Stimulation hinaus.
Das bedeutet, dass der eigentlich zu erwartende Effekt der I/R nicht eintrat. Nach
Normierung der Anstiege auf das ,Vielfache® nach Chong et al (Chong et al., 2004)
(vgl. Kap.) zeigte sich in der Kontrollgruppe in den meisten Chemokinen auch im
einzelnen (MIP-1a, -B, MIP-2, MCP-1 und TCA-3) ein signifikanter Anstieg hervor-
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gerufen durch I/R. Im Gegensatz dazu verhinderte die LPS-Prakonditionierung in
allen untersuchten Chemokinen den I/R-abhangigen Anstieg genau wie es unsere
Arbeitshypothese vorhersagt. Die Art der Normierung lasst also mdgliche Unter-

schiede deutlicher hervortreten als der alleinige Vergleich der mRNA-Expression.

Auch bei den Experimenten mit IPC erhohte I/R generell die Chemokinexpression
unabhangig vom Genotyp. Im Gegensatz zu den Infarktgro3en ergab sich in der
Chemokinexpression zwischen der WT I/R und der WT IPC I/R-Gruppe kein Unter-
schied. Dies stimmt nicht mit unserer Arbeitshypothese Uberein, nach der eine verrin-
gerte Chemokinexpression in der Gruppe WT IPC I/R und TLR4-KO I/R zu erwarten

gewesen ware.

3 - 4 h nach I/R kommt es zur Chemotaxis, Rekrutierung und Aktivierung von Immun-
zellen, wobei die Anzahl infiltrierender Zellen mit der Masse infarzierten Gewebes
korreliert (Simpson et al., 1990). Dabei dienen Chemokine als chemotaktisch wirken-
de Zytokine, die die Wanderung von Leukozyten ins Entzindungsgebiet regulieren.
Sie induzieren u.a. die Infiltration von Neutrophilen und die anschliefende Degranu-
lation von MMP-9 aus Neutrophilen. Aul3erdem regulieren sie die Aktivitat von
Fibroblasten und somit die Kollagensynthese (Gharaee-Kermani et al., 1996,
Opdenakker et al., 2001). Versuche mit humanen Fibroblasten zeigten, dass MCP-1
die MMP-1, MMP-2 und TIMP-1 mRNA- und Proteinexpression regulierte (Yamamoto
et al., 2000)(vgl. Kap. 4.4.8). Chemokine ermdglichen durch die Infiltration von
Makrophagen und Mastzellen und darauffolgende Zytokin- sowie Wachstumsfaktor-
expression die Fibroblastenproliferation und die Neovaskularisierung, was Voraus-
setzung fur effektive Reparaturprozesse und Narbenbildung ist. Weiterhin kann eine
langanhaltende Chemokininduktion und inflammatorische Antwort eine Myokard-

schadigung bewirken (Hayashidani et al., 2003b).

Die Expression von MIP-1a, -3, -2 und MCP-1 stieg in unterschiedlichen MI-Modellen
gleichermalRen an (Frangogiannis et al., 2002, Frangogiannis et al.,, 2001,
Frangogiannis, 2004, Kukielka et al., 1995, Kumar et al., 1997, Massey et al., 1995).
Dies gilt auch flur die in der vorliegenden Studie prasentierten Versuche. Aus der
Literatur ist bekannt, dass MIPs zu den fruh induzierten Chemokinen gehéren
(Chandrasekar et al., 2001, Frangogiannis und Entman, 2005) und MIP-2 die
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nachfolgende MCP-1-Expression reguliert (Tarzami et al., 2002). Eine Reduktion der
MCP-1 Konzentration durch Anti-MCP-1 Gentherapie oder durch MCP-1 Knockout
reduzierte nach I/R die Dilatation des LV, die kontraktile Dysfunktion, die interstitielle
Fibrose, die Makrophagenrekrutierung und die Expression von myokardialem TNF
und TGFB (Frangogiannis und Entman, 2005, Hayashidani et al., 2003b). Daraus
l&Rt sich schlulfolgern, dass eine durch Ischamie hervorgerufene MCP-1-Erhéhung
den Infarktschaden verstérkt. In Ubereinstimmung damit beobachteten verschiedene
Arbeitsgruppen, dass TLR4-Defizienz bzw. TLR4-Antagonisierung die Induktion von
MCP-1 und MIPs sowie die Neutrophileninfiltration nach I/R verminderte und auch zu
einem verringerten Infarkt fuhrte (Chong et al., 2004, Oyama et al., 2004, Shimamoto
et al.,, 2006). Die vorliegende Studie bestatigt diese Befunde und stellt den
Zusammenhang erstmals vollstandig far MIP-1qa, -3, MIP-2, MCP-1 und TCA-3 dar.

Chemokine scheinen im Gegensatz zu ihrer schadigenden Wirkung nach I/R bei
einer Erhdhung vor der Ischamie eher einen positiven Einfluss auf das Infarkt-
geschehen auszulben; denn eine LPS-Vorbehandlung im Rahmen der Prakon-
ditionierung bewirkte in WT-Tieren eine verstarkte Expression der Chemokine vor
dem Infarkt bei gleichzeitiger Reduktion der Infarktgrof3e. Ein vergleichbarer Mecha-
nismus liegt moglicherweise den Ergebnissen von Martire et al. (2003) zugrunde, die
durch eine myokardiale MCP-1-Uberexpression eine Verringerung der InfarktgroRe
erreichten. lhre transgenen Mause mit einer auf Kardiomyozyten beschrankten MCP-
1 Uberexpression wiesen eine chronische Infiltration und Aktivierung von Leukozyten
im Herzen auf (Martire et al., 2003). Ein in-vitro Experiment mit Kardiomyozyten
zeigte, dass die Expression von MCP-1 den Hypoxie-induzierten Zelltod herabsetzen
konnte (Tarzami et al., 2002), auf diese Weise konnte ein erhéhter MCP-1-Spiegel
vor Ischamie protektiv wirken. Gleichzeitig ist auch bekannt, dass LPS die
Expression von Adhasionsmolekulen vermindert und dadurch die Einwanderung von
Immunzellen ins Myokard unterdruckt (Lipton et al., 2001). Die LPS-Gabe flhrte
Lipton et al. zufolge nach I/R zu einer reduzierten Infiltration und inflammatorischen

Immunantwort von Immunzellen.

Cheng et al. fuhrten eine LPS-Stimulation an Mausen mit unterschiedlichem
Eotaxinstatus aus. Hierbei beobachteten sie, dass die Anwesenheit von Eotaxin die

Infiltration von Neutrophilen verringert und schlussfolgerten, dass die konstitutive
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Eotaxin-Expression in Lunge, Herz und weiteren Organen akute inflammatorische
Prozesse madglicherweise abschwacht (Cheng et al., 2002). Die erhdhte Eotaxin-
Expression von TLR4-D-Mausen in der vorliegenden Studie kénnte demnach ihre
verminderte Infarktgrofle begunstigen. Jedoch besteht kein unmittelbarer Zusam-
menhang zwischen Eotaxinexpression und Funktion des TLR4, da TLR4-KO-Mause

eine normale Eotaxinexpression aufwiesen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ein Anstieg der Chemokine vor
Ischamie sich eher protektiv auf das Infarktgeschehen auswirkt, wahrend der durch
die Ischame selbst induzierte Chemokinanstieg mit der GroRe des Infarktschadens
korreliert. Interessanterweise hat I/R nach Prakonditionierung mit LPS keinen
weiteren Anstieg der Chemokinexpression zur Folge gehabt. Die Chemokin-
expression folgt also unserer Arbeitshypothese, LPS Prakonditionierung verhindere
den I/R abhangigen Chemokinanstieg. TLR-4-Defizienz verringert ebenfalls den I/R

abhangigen Chemokinanstieg.

Die Ergebnisse der IPC zu Chemokinen lassen sich nicht im Rahmen unserer
Arbeitshypothese erklaren; denn es bestand keine Korrelation zwischen der Infarkt-

grofRe und der Chemokinexpression.

4.4.8 MMPs und TIMPs

Nach LPS-Applikation war eine generelle Erhéhung des kardialen MMP/TIMP-
MRNA Quotienten bei WT-Mausen zu beobachten, welche vor allem auf den Anstieg
der Einzelwerte von MMP-3, -8, -9 sowie TIMP-1 und TIMP-4 zurlckzufihren war.
Dabei wird TIMP-4 ausschlieBlich im Herzen exprimiert (Li et al., 2002b, Liu et al.,
1997). Verstarkte myokardiale MMP-3, -8 und -9 mRNA-Spiegel in Folge einer LPS-
Behandlung wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Lalu et al.,
2004, Warner et al., 2004). Aullerdem erhdohte LPS hier den MMP-2/TIMP-2-
Quotienten, der mit der erhdhten zymographischen Aktivitat nach 23 h LPS korreliert.
Wenige Studien haben die Funktion des myokardialen MMP-2 wahrend einer
Endotoxindmie untersucht. Lalu et al. fanden im Gegensatz zu den vorgestellten

Ergebnissen nach LPS eine verringerte Proteinaktivitat und Expression sowohl in
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Herzen als auch im Plasma von Ratten. Innerhalb von 24 h gingen die Werte auf das
Ausgangsniveau zurick (Lalu et al., 2004). Wie erwartet induzierte LPS
Veranderungen der MMP mRNA-Expression nur in WT-Herzen. Allerdings korre-
lierten die Unterschiede der mMRNA-Expression nicht mit entsprechenden
Veranderungen der zymographischen Aktivitat von MMP-2 und -9. Dies mag darauf
zuruckzufuhren sein, dass MMPs auf Ebene der Transkription, Translation,
Sekretion, Aktivierung der Zymogene zu aktiven Proteasen sowie schlie3lich durch

Proteaseinhibitoren reguliert werden.

Nach 3 h Reperfusion war in keiner Gruppe eine Veranderung des Gesamtver-
haltnisses von MMP/TIMP zu beobachten. Vor allem TIMP-1 und TIMP-3 reagierten
nach 3 h Reperfusion mit einem Expressionsanstieg in beiden Genotypen. TIMP-3 ist
ein wichtiger Regulator inflammatorischer Reaktionen, der auch verantwortlich
zeichnet fur die TNF-Signalinduktion (Fedak et al., 2004). In den vorliegenden
Experimenten wurde der Anstieg der TIMPs ausgeglichen durch eine Verstarkung
der MMP-1 mRNA-Expression, MMP-2, -3, -8 und -9 blieben nahezu unverandert.
Eine MMP-2-Induktion wurde in einigen Studien erst im spateren Verlauf des
Remodelling beobachtet (Hayashidani et al., 2003a, Lindsey, 2004). Cheung et al.
beschrieben jedoch dass in einem Ischamiemodell am isoliert-perfundierten
Rattenherzen schon nach wenigen Minuten vermehrt pro-MMP-2 und MMP-2-Protein
gemessen werden konnten (Cheung et al., 2000). Trotz der erhdhten TIMP-
Expression forderte I/R einen Anstieg der MMP-9-Aktivitdt nach 3 h Reperfusion,
welche bei WT starker ausfiel als bei TLR4-D. Dies ist moglicherweise auf technische
Schwierigkeiten bei der Zymographie zuruckzufuhren, die im folgenden Abschnitt

diskutiert werden.

Wahrend in den WT C3H-Mausen nach 3 h Reperfusion noch keine Veranderung
des MMP/TIMP-Verhaltnisses eingetreten war, kam es nach 24 h zu einem
deutlichen Anstieg, was auf die verstarkte Expression aller MMPs mit Ausnahme von
MMP-1 zuridckzufihren war. Die nach 3 h Reperfusion erhdohte TIMP-1 und -3
MRNA-Expression war nach 24 h wieder rucklaufig. Die TIMP-2-Expression fiel nach
24 h Reperfusionszeit unter das Ausgangsniveau ab. AuRerdem konnte zu diesem
Zeitpunkt ein TLR4-abhangiger Anstieg von MMP-3, -8, -9 und TIMP-4 beobachtet

werden.
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Ein Anstieg des Gesamtquotienten zeigte sich im Fall der C57BI/6-Mause bereits
nach 3 h. Er war bei diesen besonders auf einen Anstieg der mRNA-Expression von
MMP-1, -2 und -9 sowie von TIMP-4 zurtckzufuhren. IPC Ubte keinen zusatzlichen

Einfluss auf die Expression nach I/R aus.

Von besonderem Interesse war die Kombination von LPS-Vorbehandlung und I/R.
Bei WT-C3H-Herzen, sowohl SOP als auch I/R, bewirkte LPS eine Erhéhung des
Gesamt-MMP/TIMP-Quotienten, wahrend dieser bei TLR4-D unbeeinflusst blieb.
Eine vorangegangende LPS-Applikation flihrte zu einem ausgepragteren Anstieg der
MMP-9-Aktivitat in TLR4-D-Herzen. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen
wurde bereits fruher von einer LPS-abhangigen MMP-9-Aktivierung in isolierten
Makrophagen aus TLR4-D-Mausen berichtet (Jin et al., 1999). Eine in vivo LPS-
Behandlung induzierte die MMP-3, -9 und TIMP-1-Expression in der Milz, jedoch
nicht in Gehirn, Leber oder Niere von TLR4-D-Mausen (Pagenstecher et al., 2000).
Weitere Studien zeigten in der Vergangenheit, dass C3H/HeJ-Mause nicht
vollkommen unfahig sind, eine LPS-Antwort zu entwickeln. Zellen dieser Tiere
konnen teilweise, verlangsamt oder schwach auf LPS durch NFkB-Aktivierung,
Mangan-Superoxid-Dismutase- oder Secretory Leukocyte Protease Inhibitor-Expres-
sion reagieren (Ding et al., 1995, Gibbs et al., 1992, Jin et al., 1997).

Daruberhinaus besteht nach 6 h Reperfusion ein Missverhaltnis zwischen
Genexpression und gelatinolytischer Aktivitat von MMP-2 und -9 in den vorgestellten
Daten. Dieses ist modglicherweise darauf zurlckzufiihren, dass MMP-9 aus
infiltrierenden Immunzellen sezerniert wird, was eine Neusynthese und damit eine
MRNA-Transkription unnétig macht (Masure et al., 1991, Opdenakker et al., 2001).
Darlber hinaus konnte die unter Zymographiebedingungen beobachtete Aktivitat
Uber der tatsachlichen im intakten Gewebe liegen, da inaktive MMP-TIMP-Komplexe

wahrend der Prozedur dissozieren und MMPs freigeben (Pagenstecher et al., 2000).

InfarktgroRe und MMP bzw. TIMP mRNA-Expression korrelierten nicht, da Tiere
ohne Vorbehandlung die grofdten Infarkte entwickelten, obwohl ihre MMP/TIMP-
Quotienten denen von TLR4-D-Mausen mit kleinen Infarktarealen glichen. Im Gegen-
satz dazu zeigten LPS-behandelte WT-Mause kleine Infarkte bei gleichzeitig hohen

MMP/TIMP-Quotienten. Dies stimmt mit der Annahme Uberein, dass eine frihzeitige

115



DISKUSSION

MMP-Induktion wahrend der Reperfusionsphase zur Entfernung von Matrix-
bestandteilen und nekrotischen Myozyten, Ausschuttung von Wachsstumsfaktoren,
Induktion inflammatorischer Mediatoren und erhdhter Permeabilitat der Kapillaren
fuhrt (Lindsey et al., 2001). Lindsey et al. berichteten, dass MMP-9 innerhalb der
ersten 60 min Reperfusion im Myokard ausgeschuttet wird, zusatzlich beobachteten
Lalu et al. einen schnellen MMP-9-Anstieg nach 60 min LPS (Lalu et al., 2004,
Lindsey et al., 2001). Jedoch bleibt die Funktion von MMP-9 bei der LPS-Antwort
unklar. Neben seinen Funktionen beim EZM-Abbau kann MMP-9 aullerdem die
Aktivierung von pro-IL-13 zu IL-1( einleiten. Ferner ist es in der Lage, das humane
CXC-ELR-Chemokin IL-8 zu aktivieren, was zu einer Neutrophilenaktivierung und
Chemotaxis fuhrt. Andere humane CXC-Chemokine wurden durch MMP-9 degradiert
wahrend CC-Chemokine unbeeinflusst blieben (Opdenakker et al., 2001).

4.5 Besonderheiten der ischamischen Préakonditionierung

In einem Teil dieser Studie wurde der Zusammenhang zwischen friher IPC und
TLR4 untersucht. In diesen Experimenten wurde in Wildtypmausen eine IPC-
induzierte Verminderung des Infarktareals auf das Niveau von TLR4-KO-M&usen
beobachtet. In TLR4-KO-Mausen fuhrte die fruhe IPC zu keiner weiteren Reduktion
des Infarktareals. Die IPC hatte keinen deutlichen Einflu auf die inflammatorische
Antwort nach I/R. Dieser Befund spricht dafur, dass die in der Literatur beschrie-
benen Mechanismen wie Aktivierung ATP-abhangiger K'-Kanale sowie PKC und
MAPK bei der kardioprotektiven Wirkung der IPC im Vordergrund stehen. Die hier
vorgestellten Befunde, dass IPC und TLR4-KO nicht additiv wirken, sprechen zwar
fur eine Beteiligung des TLR4 Signalweges auch am Mechanismus der frihen IPC.
Dies ist jedoch aus methodischen Grunden unsicher, da die TLR4-KO Tiere unter
den gewahlten Versuchsbedingungen nur ein Infarktareal von 9,3% aufwiesen. Eine
weitere Verringerung des Infarktareals ist nur schwer nachzuweisen. Sollten beide
Wege unabhangig sein ware durch IPC eine Verminderung der Infarktgrofe auch bei
TLR4-KO zu erwarten gewesen. Aus ihrem Fehlen kann man, einerseits wegen der
methodischen Probleme und andererseits auch wegen der bisher bekannten

Mechanismen der IPC, nicht auf einen gemeinsamen Signalweg schliel3en.
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Die bislang beschriebenen, durch myokardiale Schadigung freigesetzten endogenen
TLR4-Liganden geraten durch Nekrose nach einer dauerhaften Ischamie von
mindestens 10 — 15 min in den Kreislauf. Intermittierende, prakonditionierende I/R-
Zyklen bewirken zwar oxidativen Stress, setzen aber vermutlich noch keinen der
bekannten TLR4-Liganden frei. Wie bereits erwahnt, tragt die Entstehung von ROS,
die durch I/R generiert werden, zur IPC bei. ROS bewirken eine posttranslationelle
Modifikation redox-sensitiver Proteine in der frihen IPC-Phase, andererseits fihren
sie durch eine vermehrte Lipidperoxidation zu einer veranderten Membranfluiditat,
was unspezifisch Rezeptoren und Signaltransduktion inhibiert und die inflam-
matorische Reaktion auf eine MI abschwacht (Otani, 2004, Oxhorn und Buxton,
2003, Sergent et al., 2005). Die positive Korrelation von Membranfluiditdt und
Kardioprotektivitat steht jedoch im Widerspruch zu einer aktuellen Studie, bei der sich
herausstellte, dass der kardioprotektive Effekt von IPC mit der Membranintegritat
verknUpft war (Patel et al., 2006). Unter Berucksichtigung dieser aktuellen Daten ist
es mit dem derzeitigen Wissensstand folglich nicht mdglich, eine schlissige
Erklarung abzugeben. Jedenfalls scheint sich die kardioprotektive Wirkung der IPC

nicht mit der hier formulierten Arbeitshypothese erfassen zu lassen.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorgestellte Studie zeigt, dass die Aktivierung der TLR4-Signaltransduktion fur
das Ausmal} einer kardialen Schadigung und die Intensitat der inflammatorischen
Antwort mitverantwortlich ist. WT-Mause weisen im Vergleich zu TLR4-D- und —KO-
Tieren einen 50% grofReren Infarkt auf. Sowohl durch LPS-Vorbehandlung als auch
IPC halbierte sich ausschlieBlich in WT-Mausen die Infarkigrof3e im Vergleich zu

nicht prakonditionierten Tieren.

Um dieses Phanomen zu erklaren, wurde die Expression von Membranproteinen,
NFkB-assoziierten Genen wie HIF, iNOS, Zytokinen, Chemokinen und MMPs
untersucht. Dabei wurde der Arbeitshypothese gefolgt, dass eine verringerte

Entzindungsantwort nach I/R zu einem kleineren Infarkt fuhrt.
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Die untersuchten PRRs, CD14, TLR4 und TLR2, wurden zwar durch LPS- und I/R
reguliert, jedoch lie® sich kein direkter Zusammenhang zwischen dem Ausmal des
myokardialen Schadens und ihrer Expression erkennen. Im Gegensatz dazu zeigte
sich eine Ubereinstimmung zwischen dem Infarktareal und einer reduzierten
Synthese von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen; denn beide wurden
sowohl nach LPS-Prakonditionierung wie auch bei TLR4-Defizienz durch I/R
vermindert induziert. Nachdem eine Vielzahl endogener TLR4-Liganden beschrieben
wurde, die durch Zelltod und EZM-Degradation nach I/R freigesetzt werden, erklart
sich womaglich, weshalb die inflammatorische Antwort bei TLR4-defizienten Mausen

geringer ausfallt.

Erstmals wurde in diesem Kontext die Funktion von HIF und seinen Zielgenen
untersucht. LPS induzierte einen transienten Anstieg von HIF, ADM und iNOS.
Inwieweit die HIF-Zielgene ursachlich mit der InfarktgroRe verknupft sind, lasst sich
an Hand der vorliegenden Daten noch nicht entscheiden. Daher erscheint es
sinnvoll, in weiteren Versuchen die Funktion dieser und weiterer HIF-Zielgene wie

GLUT ausfuhrlicher zu untersuchen.

Potential fur zukinftige Studien Uber prakonditionierende Effekte und TLR4 konnte
die Analyse von anti-inflammatorischen Mediatoren, sCD14, Zytokinrezeptoren und
TACE sowie Feedbackinhibitoren der TLRA4-Signaltransduktionskette bieten, die
bisher nicht untersucht wurden und moglicherweise durch Gegenregulation das

Ausmal der Inflammation eindammen.

In der prasentierten Arbeit wurden erstmals Mediatoren wie Chemokine und MMPs,
die wesentlich mit dem Remodelling verknupft sind, im Zusammenhang mit
prakonditionierenden Mechanismen und TLR4 untersucht. Da die MMP-Expression
und die InfarktgroRen in dieser Studie nicht korrelierten, lasst sich aus den vorlie-
genden Ergebnissen kein direkter Einfluly der MMP-Expression auf den myokardialen

Schaden herleiten.

Die vorgestellten Daten zeigen, dass TLR4 ein Mediator des Ischamie-Reperfusions-
Schadens ist. TLR4-Defizienz und TLR4-vermittelte LPS-Prakonditionierung reduzie-
ren die Infarktgro3e und die inflammatorische Antwort. Damit stellt TLR4 ein thera-
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peutisches Ziel bei der Behandlung von Myokardinfarkt und sepsis-ahnlichen
Krankheitsbildern dar. In klinischen Studien kam der TLR4-Antagonist E5564, ein
strukturelles Lipid A-Analogon des LPS, bei der Behandlung von Sepsis und in
kardiovaskularen Interventionen bereits zum Einsatz. Die Verwendung von E5564 in
zukunftigen Ischamie-Reperfusions-Studien konnte Aufschluss dartuber geben, ob

der Einsatz eines TLR4-Antagonisten den Myokardschaden positiv beeinflusst.
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5 Zusammenfassung

TLR4 vermittelt als Rezeptor fur LPS aber auch endogene Komponenten wie
Fibronektin, HSPs und Hyaluronsaure die Immunantwort auf Endotoxinamie und
myokardiale Ischamie-Reperfusions-Schaden. Es ist bekannt, dass verschiedene
Interventionen vor einer Ischamie den Grad der Schadigung abschwachen kénnen.
Eine Vorbehandlung (Prakonditionierung) mit dem TLR4-Liganden LPS wirkt kardio-
protektiv und vermindert die Infarktgroe. Auch eine ischamische Prakonditionierung
in Form kurzer intermittierender Ischamie-Reperfusions-Zyklen unmittelbar vor einer
Ischamie reduziert den Myokardschaden. In der vorgestellten Studie sollte zunachst
die Rolle des TLR4 bei der Ischamie-Reperfusion geklart werden und zudem seine
Funktion bei der Vermittlung kardioprotektiver Mechanismen eingehend untersucht

werden.

Zur Erzeugung einer transienten Ischamie durch Verschluss der linken anterioren
deszendierenden Koronararterie wurde Wildtyp- und TLR4-defizienten Mausen ein
Okkluder implantiert. Nach abgeschlossener Wundheilung (,closed chest‘-Modell)
wurde 5-7 Tage nach Instrumentierung ein Myokardinfarkt induziert. In zwei weiter-
gehenden Teilstudien wurde die Ischamie entweder 16 h nach vorheriger LPS-
Stimulation oder aber unmittelbar nach ischamischer Prakonditionierung eingeleitet.
Nach erfolgreicher Reperfusion wurden die Herzen histologisch untersucht oder die

Expression inflammatorischer Mediatoren in den Organen bestimmt.

TLR4-defiziente Mause bildeten kleinere Infarkte als Wildtypmause aus und
exprimierten nach I/R mehr ADM-, jedoch kam es zu einem geringeren Zytokin-
(TNF, IL-1B, IL-6) und Chemokinanstieg (MIP-1a, MIP-183, MIP-2, MCP-1 und TCA-3)
in Herz und Serum als bei WT. Die Aktivierung von TLR4 ist also maldgeblich
verantwortlich fir das Ausmal der myokardialen Schadigung und die Intensitat der
inflammatorischen Antwort. Eine LPS-Applikation verringerte die InfarktgroRe bei
Wildtypmausen. Die LPS-Injektion alleine erhdhte voribergehend die Expression von
HIF1a-Protein, ADM-, INOS-, TNF-, IL-1B- und IL-6-mRNA. AulRerdem bewirkte LPS
TLR4-abhangig eine Reduktion der inflammatorischen Antwort auf I/R in Form eines
verringerten Zytokin- und Chemokinanstiegs. Unabhangig von der Ischamie wurde

bei Wildtypmausen nach LPS eine verstarkte Expression von CD14-Protein, TLR2-,
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MMP-3, -8 und -9 mRNA, sowie MMP-2-Aktivitdt gemessen. Diese korrelierte jedoch

nicht mit der InfarktgroRle.

In der IPC-Studie stellte sich heraus, dass IPC die InfarktgréfRe von Wildtyp-, nicht
jedoch TLR4-KO-Mausen verminderte und die inflammatorische Antwort reduzierte.
Dies schlug sich in einer geringeren Expression von TNF, IL-6, Chemokinen, MMPs
und TIMPs nieder. Nach IPC unterschieden sich WT- und TLR4-KO-Mause hinsicht-
lich der Infarktgrof3e und Mediatorexpression nicht. Hinsichtlich einer Bedeutung von

TLR4 fir die IPC bedarf es jedoch weitergehender Untersuchungen.

Die vorgestellten Daten zeigen, dass TLR4 ein Mediator des Ischamie-Reperfusions-
Schadens ist. Aus einer TLR4-Defizienz resultiert eine geringere inflammatorische
Antwort auf eine Ischamie und auch die TLR4-vermittelte LPS-Prakonditionierung
bewirkt eine reduzierte Expression inflammatorischer Mediatoren nach dem zweiten,
ischamischen Reiz. Diese verringerte Entzindungsreaktion fuhrt in beiden Fallen zu
einer verminderten InfarktgroRe. Damit stellt TLR4 ein therapeutisches Ziel bei der

Behandlung von Myokardinfarkt und sepsis-ahnlichen Krankheitsbildern dar.
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6 Tabellenanhang

PBS LPS Two-way
Genotype  Sham IR Sham IR ANOVA
Wr 0,01 + 0,19 + 0,06 0,02 +
Lymphotactn 0,01 0,16 0,03 0,01
rap  001% 0,00 £ 0,05 ¢ 0,03 ¢
0,01 0,00 0,03 0,01
T 066%  4595%  2306%  43,02¢%
RANTES 0,24 28,46 9,56 30,66
rap L3t 140 7455 11,46+
0,05 1,09 6,54 5,04
T 0,14 ¢ 2,85 2,63 % 31 %
MIP-16 0,08 1,11 1,92 0,83
e 040% 1,06 128+ 2,92 %
0,22 0,17 0,54 0,59
0,26 ¢ 219 ¢ 174 ¢ 232+
Pt VT 019 0,85 0,92 0,66 R1
rap  060% 1,00 £ 0,97 ¢ 176 ¢ R
0,38 0,17 0,51 0,15
wr 014%  1134%  1312%  11,15¢
P2 0,09 5,60 11,80 4,86
rap  08% 6,65 ¢ 578 1536+
0,59 176 4,82 2,09
T 0,01 0,79 ¢ 0,92 150 £
10 0.0 0,54 0,30 113
rap  013% 0,03 ¢ 022+ 0,37 £
0,02 0,00 0,21 0,19
123t 1642%¢  1607%  1571¢%
MCPA wT 0,41 3,80 10,99 5,51 VR1
map 257  1785% 876%  19,71¢% R
0,80 4,84 4,92 4,74
T 0,07 £ 172+ 214 ¢ 6,05 ¢
oA 0,03 0,83 0,58 4,88
rap  056% 0,48 £ 0,74 ¢ 121¢
0,36 0,07 0,37 0,22
1,05 = 147 104 = 156 =
Eotaxin WT 0,54 0,33 0,60 0,30 TLR4 |
e 271% 237 238 3,07 ¢
1,31 0,56 0,98 0,38

Tab. 6.1: Chemokin mRNA-Expression bei WT- und TLR4-D-Mausen. Die Einflisse der
Parameter LPS, Okklusion und Genotyp (TLR4) wurden im 2-Wege-ANOVA getestet und in der
letzten Zeile zusammengefasst. I/R t verdeutlicht eine Induktion durch I/R zwischen den Gruppen
in einer Zeile. TLR4 t symbolisiert eine vermehrte Expression in den WT PBS Gruppen verglichen
mit TLR4-D PBS. n = 4.
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TABELLENANHANG

PBS LPS Zwei-Weg-
Genotyp Sham 1/3h Rep 1/24h Rep Sham IIR ANOVA
WT 015 £ 023 & 004t _ 012% 034t I/3h Rep 1
MMPA 0,03 0,05 0,02 0,01 0,10 I/24h Rep |
011 £ 032 * 0,08 £ 015 £ 0,24 % 1/3h Rep 1
TLR4D o3 008 2 005 © 002 0,03 I/24h Rep |
Wy 2765 % 2847 % 33,87 % 38,44 % 34,00 %
P2 T e a0 T e T T
TLR4-D 8,69 9,00 4,74 7,51 4,96
WT 438 £ 592 * 919f = 1258 % _ 941% TLR4+| LPS1{
VP 0,36 0,34 0,82 1,75 1,04 I/24h Rep 1
565 * 692 * 12,27 % 582 * 6,50 %
TLR4D ¢ Tao @ 124 bC gag 057 /24h Rep 1
+ + + + +
WT 132% 194% - 307% - 386% | 342% TLR4+| LPS1{
MMPS 025 0,25 0,35 0,63 0,88 I/24h Rep 1
149 * 319 % 461 % 172 % 2,82 %
TLRAD 0007 931 @ oar DC g2 052 /24h Rep 1
222 £ 261 £ 6,08 £ 462 % 501 % TLR4+| LPS1{
- wT 025 0,14 059 D€ a9 e 1/24h Rep 1
282 £ 457 £ 8,65 £ 352 % 3,78 £
TLR&D o3 076 085 ¢ 035 0,46 LPS 1
wr 3571 % 3917 % 52,25 % 5962 | 5217 %
Gesamt 1546 13,01 4,55 9,34 14,60
MMP TLRaD 4420 * 50,18 % 70,91 * 47,08 * 46,71 % I/3h Rep |
1557 23,76 6,98 18,67 11,62 /24h Rep 1
Wy 1049% 2199% 1887 ~ 1869% _ 2248 % LPS 1 /3h Rep 1
TV 1,70 2,69 2,24 0,67 2,25 I/24h Rep 1
981 £ 2107 15,15 & 11,78 % 24,68 % /3h Rep 1
TLR&D o4 250 @ 159 © 004 4,70 I/24h Rep 1
Wy 3133 % 3256 % 25,35 % 28,07 % 2381 %
TIVP2 453 356 3,30 3,75 4,12
TLRap O3762% 3858 % _ 31012 34,44 % 32,39 %
818  7.06 3,35 4,58 4,12
1448 *+ 2032 & 16,83 % 13,48 % 18,31 &
TIMP3 wT 162 239 1,99 0,64 2,81 /3h Rep
1424 2365 % 20,70 % 15,44 % 18,78 &
TLR4D o5 303 2 139 2,25 1,95 /3h Rep
206 £ 202 * 3.45 4,01 % 3,91 %
P4 wT 076 037 061 ° 086 1,07 TLR4+| LPST
247 £ 244 % 572 £ 2,08 £ 2,31 £
TLR4D 74 0,40 0.64 P° 056 0,39 l/24h Rep 1
Wy 5836 % 7688 % 64,50 % 64,26 % 67,72 %
Gesamt 14,15 13,68 3,66 9,87 11,82
TIMP TLRap ©414% 8573 % 72,58 % 63,73 % 78,16 £
11,82 28,62 3,47 15,90 22,26

Tab. 6.2: mRNA Expression von MMPs und TIMPs. Die Einflisse der Parameter LPS, Ischamie
gefolgt von 3 h und 24 h Reperfusion und Genotyp (WT, TLR4-D) wurden im 2-Wege-ANOVA
getestet und in der letzten Zeile zusammengefasst. 1/3h Rep t | verdeutlicht eine Induktion bzw.
Reduktion durch I/R (3h) im Vergeich zu SOP. Ebenso wird 24 h Rept| verwendet. LPS1t | gibt eine
Induktion durch LPS im Vergleich zur jeweiligen PBS-Gruppe wieder. TLR4 | verdeutlicht eine
Reduktion in der WT PBS Gruppe im Vergleich zu TLR4-D PBS. P-Werte des
Einzelgruppenvergleichs wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet. a: (p < 0,05) 1/3h
Rep vs SOP; b: 1/24h Rep. vs SOP, c: 1/24h Rep vs 1/3h Rep, d: PBS vs. LPS; e: WT vs. TLR4-D.
Mittelwerte £ SEM; n=5; aul’er PBS SOP-Gruppen und WT 24h Rep: n=3).
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TABELLENANHANG

PBS LPS Zwei-Weg-
Genotyp Sham 1/3h Rep 1/24h Rep Sham IIR ANOVA
254+ 136 ¢ 1,88 & 2,06 % 1,69 %
MMP2 / WT 0,41 0,28 0,34 0,31 0,50 VR TLR4 |
TIMP1 338 £ 163 & 315 2,99 £ 152 &
TLR4D  04g 031 2 043 © 045 0,30 3h Rep |
WT 085 £ 084 134 & 136 o 1423 LPS 1
MMP2 / 014 0,08 007 > 0,09 0,07 I/24h Rep 1
TIMP2 090 ¥ 088 148 % 17,01 % 1,05 &
TLR4D 006 042 043 P 009 0,15 24 Rep 1
WT 043 £ 028 * 051% _ 068 ¢% 043 * 1/3h Rep |
MMP3 / 0,05 0,03 0,09 0,09 0,05 TLR4 | LPS 1
TIMP1 0,59 £ 0,33 % 0,86 * 0,50 * 0,31 * I/3h Rep |
TLRAD 5 006 2 012 004 0,07 /24h Rep 1
WT 022 £ 013 % 034  025% 0,23 £ TLR4+| 1/3h Rep |
MMP / 0,03 0,02 010 °° 003 0,04 /24h Rep 1
TIMP1 029 ¥ 022 0,60 * 0,30 * 017 * 1/3h Rep |
TLR4D 5o 003 2@ o008 P° oo 0,02 I/24h Rep 1
WT 015 £ 013 & 036 ~ 035% 020t TLR4+, LPS{
MMPQ / 0,01 0,02 002 >° 004 0,05 1/24h Rep 1
TIMP3 021 £ 020 042 £ 0,24 % 0,20 £
TLR4D 004 0.01 003 P 003 0,02 V24h Rep 1
WT 060 ¥ 050 * 081 _ 093¢% 0,76 * TLR4+| 1/3h Rep |
Total MMP / 007 0,05 0,03 0,05 0,06 LPS 1 I/24h Rep 1
TIMP 069 £ 057 £ 0,97 £ 0,72 £ 0,61 £ 1/3h Rep |
TLR4-D 501 0,04 007 ®° o005 0,04 /24h Rep 1

Tab. 6.3: MMP-TIMP-Quotienten bei WT- und TLR4-D-Méausen. Die Einflisse der Parameter
LPS, Okklusion und Genotyp (TLR4) wurden im 2-Wege-ANOVA getestet und in der letzten

Zeile zusammengefasst. I/R 1 | verdeutlicht eine Induktion bzw. Reduktion durch I/R zwischen

zwei vergleichbaren Gruppen in einer Zeile. LPS t | wird in einer dhnlichen Weise verwendet.
TLR4 | verdeutlicht eine Reduktion in der WT PBS Gruppe im Vergleich zu TLR4-D PBS. P-
Werte der einzelnen Gruppen untereinander wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test
berechnet. a: (p < 0,05) 1/3h Rep vs SOP; b: 1/24h Rep. vs SOP, c: 1/24h Rep vs 1/3h Rep, d:
PBS vs. LPS; e: WT vs. TLR4-D. Mittelwerte £ SEM; n=5; auler PBS SOP-Gruppen und WT
24h Rep: n=3).
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TABELLENANHANG

Genotyp SOP IPC +I/IR IIR
0,45+ 077t 1,19%
WT ’ ’ ’
S Ea
TLR4-KO 0,10 0,17 0,40
0,25 ab 143+ 1,22
wT 0,08 0,44 0,26
MIP-Ta 014+ ab 128+ 1,03%
TLR4-KO 0,06 0,21 0,18
0,08 = 146+ 1112
WT ’ ' ’
g
TLR4-KO 0,02 0,68 0,33
0,03 ab 605 520t
WT ’ ' ’
T TR vy
TLR4-KO 0,00 1,08 0,28
002 b 826+ 11,33%
WT ’ ’ ’
T E T
TLRA-KO /03 303 150
0,59 = 038+ 0,550+
WT ’ ’ ’
ST ousT os:
TLR4-KO 0,16 0,21 0,33
0,04 = 0,83+ 054+
) wT 0,02 0,33 0,07
Eotaxin
0,01+ ab 111+ 089%
TLR4-KO 0,00 0,38 0,13

Tab. 6.4 Chemokin-mRNA-Expression bei WT- und TLR4-KO-Mausen. Die Einflisse der
Parameter IPC und I/R wurden mittels 2-Wege-ANOVA getestet. P-Werte der einzelnen Gruppen

untereinander wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet. Mittelwerte + SEM. a: (p <
0,05) IPC vs SOP, b: I/R vs SOP.( WT SOP, WT IPC, TLR4-KO SOP je n =4, TLR4-KO I/lR n = 5,

WT I/R, TLR4-KO IPC n = 6).
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TABELLENANHANG

Genotype SOP IPC + /R I/IR
0,003+ b 0,07 % 0,11 £
WT 0,003 0,03 0,04
MMP-1 0,01 % 0,05 * 0,05 *
TLR4-KO 0,00 0,02 0,02
348+ ab 13,95+ 1367
WT 0,26 3,05 1,74
MMP-2 364 apb 15,86 = 16,04 %
TLR4-KO 0,31 3,75 2,33
0,06 £ 0,55 + 0,54 +
WT 0,02 0,35 2,71
MMP-3 0,05 + 0,36 + 0,38 £
TLR4-KO 0,02 0,20 0,22
0,14+ a 0,83 £ 0,66 £
WT 0,04 0,16 0,11
MMP-8 019t a 1,00 % 0,43 £
TLR4-KO 0,02 0,30 0,08
017 ab 0,80 & 1,05 +
wT 0,05 0,11 0,19
MMP-9 022+ a 0,90 + 0,71 %
TLR4-KO 0,03 0,28 0,17
385+ ab 16,21+ 16,02 £
Gesamt WT 0,32 3,19 2,08
MMP 412+ ab 1817+ 17,61+
TLR4-KO 0,38 4,07 2,62
0,99 £ 945+ 1321+t
WT 0,05 3,63 474
TIMP-1 121+ 11,34 £ 8,85 +
TLR4-KO 0,11 4,70 2,10
13,46 £ 11,28 £ 8,84 £
WT 0,31 3,76 2,23
TIMP-2 15,25 £ 939+ 1168+
TLR4-KO 0,95 1,92 3,48
7,49 % 26,40+ 31,04 %
WT 1,29 5,35 7,15
TIMP-3 9,53 + 26,72+ 30,83 %
TLR4-KO 0,52 8305 10,94
5,36 b 11,97 15,58
WT 0,59 2,03 3,22
TIMP-4 6,29 8,12 9,78
TLR4-KO 0,47 1,71 1,79
27,30 a,b 59,09 68,67
Gesamt WT 1,34 3,81 7,31
TIMP 32,27 b 55,57 61,13
TLR4-KO 1,29 9,60 8,21

Tab. 6.5: MMP- und TIMP-mRNA-Expression bei WT- und TLR4-KO-Mausen. Die Einflisse
der Parameter IPC und I/R wurden mittels 2-Wege-ANOVA getestet. P-Werte der einzelnen

Gruppen untereinander wurden mit einem Bonferroni-Posthoc-Test berechnet. Mittelwerte

+

SEM. a: (p < 0,05) IPC vs SOP, b: I/R vs SOP, c: IPC vs I/R.( WT SOP, TLR4-KO SOP je n =4,
WT IPC, TLR4-KO I/R n =5, WT I/R, TLR4-KO IPC n = 6).
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