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Einleitung 1

1. Einleitung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Rolle der angeborenen Immunantwort (,innate
immunity“) bei der Entstehung einer septischen Kardiomyopathie, die durch bakterielle
DNA bzw. synthetische Oligonukleotide induziert wird. Die Sepsis stellt trotz
therapeutischer Fortschritte ein wichtiges Gesundheitsproblem der westlichen Welt dar.
Sie ist Haupttodesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen mit einer
Mortalitatsrate von 20 bis 80% bei schwer erkrankten Patienten (Rangel-Frausto et al.,
1995; Wheeler und Bernard, 1999). In den Vereinigten Staaten ist die Anzahl der
Patienten, die an einer Sepsis erkranken, von etwa 160.000 im Jahr 1979 auf 700.000 im
Jahr 2000 angestiegen (Martin et al., 2003). Dies entspricht einem jahrlichen Anstieg von
13,7%. Aktuelle Daten weisen daraufhin, dass in Deutschland jedes Jahr tber 150.000
Patienten an einer Sepsis leiden (Brunkhorst, 2006). Die kardiovaskuléare Dysfunktion ist
ein ernstzunehmendes Problem, die bei etwa 40% der Sepsis-Patienten auftritt (Parker et
al., 1984), und die Mortalitat auf 20 bis 80% erhoht (Parrillo et al., 1990).

In experimentellen Sepsis-Modellen konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen der
pro-inflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin (IL)-1B in
Herzen erhdht sind (Giroir et al., 1992; Kapadia et al., 1995). Es gibt Hinweise, dass diese
Zytokine wéahrend einer humanen Sepsis an der Entstehung einer kardialen Dysfunktion
beteiligt sind (Kumar et al., 1996; Cain et al., 1999). Ein weiteres Indiz ist die kardiale
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) (Ullrich et al., 2000), welches die Pumpfunktion
des Herzens verringert. Die Mechanismen, die zur Entstehung des Krankheitsbhildes der
septischen Kardiomyopathie filhren, sind noch nicht vollstandig verstanden. Es ist
bekannt, dass neben Bakterien bzw. Zellwandbestandteilen auch bakterielle DNA sowie
synthetische Oligonukleotide in der Lage sind, die Produktion von Zytokinen zu induzieren
und eine Entziindungsreaktion bis hin zum septischen Schock hervorzurufen (Kopp und
Medzhitov, 1999).

In diesem Zusammenhang ist die Beschreibung der Toll-Like Rezeptoren (TLRs) von
Bedeutung. Bisher wurden 13 TLRs beschrieben, von denen TLR2 und TLR4 am besten
charakterisiert sind (Akira et al., 2006; Kawai und Akira, 2006). Bei der Entstehung einer
linksventrikularen Dysfunktion, die durch Lipopolysaccharide (LPS) induziert wird, sind
TNF-a, IL-18 und NO im Herzen erhoht (Baumgarten et al., 2001; Knuefermann et al.,
2002; Baumgarten et al., 2006). Mause, die eine Defizienz fir TLR4 oder CD14 aufwiesen,
waren gegen die Applikation von LPS geschitzt (Knuefermann et al., 2002; Nemoto et al.,

2002). TLR9 wird ebenfalls im Myokard exprimiert und erkennt bakterielle DNA sowie
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synthetische CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) (Hemmi et al., 2000; Zarember und
Godowski, 2002, Rodriguez-Martinez et al., 2005). In dieser Arbeit wurde an Wildtyp- (WT)
und TLR9-defizienten (TLR9-D) Méausen nach Stimulation mit CpG-ODN die Rolle von
myokardialem TLR9 an der Entstehung einer septischen Kardiomyopathie untersucht.
Die Charakterisierung von TLR9 im Herzen als Rezeptor fur bakterielle DNA soll zu einem
besseren Verstandnis der septischen Kardiomyopathie beitragen und die Entwicklung
alternativer therapeutischer Ansatze ermoglichen.

1.1 Definition der Sepsis

Im Jahre 1991 wurde auf einer Konsensuskonferenz aus Vertretern der ,American College
of Chest Physicians® (ACCP) und der ,Society of Critical Care Medicine“ (SCCM) der
Begriff ,systemic inflammatory response syndrom*“ (SIRS) eingefuhrt. Die Krankheitsbilder
SIRS und Sepsis wurden in der Humanmedizin wie folgt definiert. Ein SIRS stellt eine
allgemeine, entzindliche Abwehrreaktion auf unterschiedliche Aggressionen dar und
manifestiert sich durch das Auftreten von zwei oder mehr der folgenden Reaktionen:

1. Temperatur Uber 38°C (oder unter 36°C)

2. Herzfrequenz tber 90 Schlage/min

3. Atemfrequenz uiber 20 Atemziige/min oder paCO; unter 32 mmHg,

4. Leukozytenzahl tiber 11.000/mm? oder unter 4.000/mm? oder mehr als 10% unreife

Neutrophile.

Dagegen wurde die Sepsis definiert als das Auftreten dieser allgemein entzindlichen
Antwort als Reaktion auf eine mikrobiologische Infektion. Der septische Patient ist
demnach der Patient mit einem SIRS aus infektioser Ursache. Des Weiteren wurden die
Begriffe schwere Sepsis, septischer Schock und ,multiple organ dysfunction syndrom*®
(MODS) eingefuhrt und prazise definiert (Bone, 1992a, Bone, 1992b).
Unter einer akuten septischen Kardiomyopathie versteht man eine Myokardschadigung im
Rahmen einer Sepsis mit der Folge einer im Verhaltnis zum systemischen
GefalRwiderstand verminderten Pumpfunktion des Herzens. Eine andere Definition der
Sepsis bei der weniger die Diagnosekriterien sondern die Pathophysiologie im Mittelpunkt
steht lautet wie folgt: ,Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen
Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Verdnderungen als Reaktion auf die
Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den

Blutstrom eindringen, die grof3en biologischen Kaskadensysteme und spezielle
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Zellsysteme aktivieren und die Bildung und Freisetzung humoraler und zelluléarer

Mediatoren auslosen® (Schuster und Muller-Werdan, 2000).

1.2 Epidemiologie der Sepsis

Die Sepsis ist ein haufiges und schweres Krankheitsbild, das mit einer hohen Mortalitat
einhergeht und von hoher sozialékonomischer Relevanz ist. In Deutschland leiden 0,8 bis
2% der stationar aufgenommenen Patienten an einer Sepsis (Rychlik und Pfeil, 2002).
In einer aktuellen Studie des Kompetenznetzwerks Sepsis geht man von 110.000 bis
154.000 Sepsis Patienten pro Jahr aus (Brunkhorst, 2006). Dies entspricht einer Inzidenz
von 161 bis 226 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Haufigkeit von
schwerer Sepsis und septischem Schock auf Intensivstationen wird auf 51.000 bis 75.000
Falle pro Jahr geschatzt, was einer Inzidenz von 76 bis 110 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner pro Jahr entspricht (Brunkhorst, 2006). Damit ist die Haufigkeit von schwerer
Sepsis und septischem Schock vergleichbar mit der Inzidenz des akuten Myokardinfarktes
mit 143 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Rychlik und Pfeil, 2002;
Brunkhorst, 2006). Die soziodkonomische Relevanz wurde in einer Studie in den USA
beziffert. Im Jahr 2000 verursachten 751.000 Sepsis-Patienten, die im Durchschnitt
19,6 Tage im Krankenhaus verbrachten, Gesamtkosten in Hohe von 16,7 Milliarden Dollar
pro Jahr (Angus und Wax, 2001; Angus et al., 2001).

Neben dem allgemeinen Krankheitsbild ist auch die Zahl der betroffenen Organsysteme
prognostisch wichtig und entscheidend fur die Therapie. Mit jedem zusatzlichen Organ mit
Funktionsversagen steigt das Letalitatsrisiko um 15-20% (HOrner et al.,, 2004).
In Deutschland liegt die Letalitat durch septischen Schock wéahrend des Aufenthalts auf
der Intensivstation bei 47%. Mit naherungsweise 40.000 Todesfallen ist die schwere
Sepsis oder septische Schock nach koronarer Herzkrankheit und akutem Myokardinfarkt
die dritthaufigste Todesursache auf deutschen Intensivstationen (Brunkhorst, 2006).

Auf Grund einer zunehmenden Anzahl immunsupprimierter Patienten, einer erhdhten
Verbreitung multiresistenter Erreger (z.B. ,Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus®
(MRSA)) sowie der weit verbreiteten Verwendung von Fremdmaterialien zur Implantation
hat die Inzidenz der Sepsis zugenommen. Derzeit geht man von einer jahrlichen Zunahme
von 1,5% aus (Angus et al., 2001).
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1.3 Septische Kardiomyopathie

1989 wurde fur die Schéadigung des Herzens wahrend einer Sepsis von Schuster der
Begriff der akuten septischen Kardiomyopathie eingefiihrt (Schuster, 1989). Sie ist durch
eine potenziell reversible Pumpfunktionseinschrankung und erhdhte ventriklulare
Dehnbarkeit der Herzwand (Compliance) charakterisiert. Bei 44% der Sepsis-Patienten
wurde eine septische Kardiomyopathie beobachtet (Schuster und Mduller-Werdan, 2000;
Charpentier et al., 2004). Haufig wird die Beteiligung des Herzen bei einer Sepsis
unterschatzt, da scheinbar die Pumpleistung des septischen Patienten im Vergleich zu
dem eines Gesunden nicht wesentlich eingeschrankt ist.

Das klinische Bild der akuten septischen Kardiomyopathie ist charakterisiert durch eine
frihzeitig dokumentierte Abnahme der Ejektionsfraktion und einer Zunahme des
enddiastolischen Volumen Index (EDVI) bei gleich bleibendem bzw. inadaquat
gesteigertem oder sogar leicht erniedrigtem Schlagvolumenindex. Weitere Charakteristika
der akuten septischen Kardiomyopathie umfassen eine regionale und globale
Kontraktionsstérung, eine Dilatation des Herzens, einen hohen Koronarfluss,
Rhythmusstérungen und autonome Dysfunktion.

Eine gut belegte negativ inotrope Mediatorkaskade beginnt mit der von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten gebildeten ,Myocardial depressant substance (MDS), die als
eine Kombination von TNF-a und IL-1B identifiziert wurde. Das Ausmald der kardialen
Dysfunktion konnte nach Immunoprazipitation dieser beiden Zytokine aus dem Serum von
Patienten verbessert werden (Kumar et al., 1996). Des Weiteren ist bekannt, dass beide
Zytokine die Bildung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS) steigern, die
Uber eine vermehrte Freisetzung von NO und via einer cGMP-regulierten Hemmung des
Calciumionen-Einstroms zur Kardiodepression fiuhrt (Kojda und Kottenberg, 1999). Fir die
weiteren Effekte von NO werden eine Desensibilisierung der Myofilamente gegeniber
Calcium und die Abnahme des zyklischen Adenosinmonophosphats (CAMP), welches Uber
die cGMP-abhangige Phosphodiesterase reguliert wird, verantwortlich gemacht.
NO gqilt als Ausléser des ,oxidative burst® (Produktion reaktiver zytotoxischer
Sauerstoffmetabolite) und schrénkt die mitochondriale Funktion ein. In Tierexperimenten
konnten fur TNF-a und IL-1 alternative Signaltransduktionswege nachgewiesen werden.
Kardiomyozyten aus Ratten bildeten nach Inkubation mit TNF-a aus Sphingomyelin
Sphingosin, das den Ryanodin-Rezeptor blockiert und so die Calcium-abhangige Calcium-
Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum verhindert (Oral et al., 1997).

Krown und Mitarbeiter konnten zudem zeigen, dass TNF-a den L-Typ Calcium-Strom
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blockiert (Krown et al., 1995). IL-18 aktiviert den Arachidonsaure-Stoffwechsel durch
Induktion von Cyclooxygenase-2 (COX-2) und Phospholipase A;. Durch COX-2 Inhibitoren
konnte die Produktion von Prostaglandin E, (PGE;) und die hamodynamische
Veranderungen durch IL-1B verhindert werden (Okusawa et al., 1988; Dinarello, 1996).
Es liegt daher sehr nahe, dass die Produktion dieser pro-inflammatorischen Mediatoren

malfigeblich an der Ausbildung der kardialen Dysfunktion bei einer Sepsis beteiligt ist.

1.4 Angeborenes Immunsystem und Toll-Like Rezeptoren

Das Eindringen von pathogenen Liganden oder anderen Fremdmaterialien wird durch das
Immunsystem erkannt, wobei man traditionell zwischen einer angeborenen,
nicht-adaptiven und einer erworbenen, adaptiven Immunantwort unterscheidet. Lange Zeit
konzentrierten sich die wissenschaftlichen Untersuchungen beziglich der Immunantwort
auf das erworbene, adaptive Immunsystem (,adapted immunity“), welches durch
B- und T-Lymphozyten reprasentiert wird, die sich durch klonale Proliferation, Spezifitat
und Gedachtnisfunktion auszeichnen. Die Erkennung der Fremdstoffe beruht auf der
zufalligen Bildung einer mannigfaltigen Anzahl unterschiedlicher Antigenrezeptoren und
anschlieender Selektion relevanter Rezeptoren. Diese Mechanismen tragen zur Bildung
eines ,immunologischen Gedéachtnisses® bei. Nachteilig hieran ist die Zeitdauer von
4 bis 7 Tagen bis der spezifische Klon in eine Effektorzelle umgewandelt ist (Janeway und
Medzhitov, 2002). In der Evolution hat sich diese Immunantwort zu einem spateren
Zeitraum als das angeborene Immunsystem (,innate immunity“) entwickelt und wurde nur
in dem komplexen Abwehrsystem bei Wirbeltieren nachgewiesen.

Die Bedeutung der angeborenen Immunantwort, welche bereits 1902 in Ansatzen von
Metchnikoff beschrieben wurde, erkannte man erst spater (Metchnikoff, 1902). Zuvor ist
man davon ausgegangen, dass das angeborene Immunsystem nur zur lokalen Erkennung
und Einddmmung einer Entziindungsreaktion dienen wirde bis die adaptive Immunantwort
erfolgt. Mittlerweile ist bekannt, dass die Interaktionen zwischen beiden Immunsystemen
wesentlich sind und die Aufgabe des angeborenen Systems in der Initiation der adaptiven
Immunantwort liegt.

Es wird sogar davon ausgegangen, dass 99% aller Infektionen Uber das angeborene
Immunsystem beherrscht werden (Horner et al.,, 2004). Fur diese Aufgaben stehen
humorale und zellulare Elemente zur Verfigung. Zu den humoralen Faktoren zahlen vor

allem das Komplementsystem, aber auch Lysozym und Akut-Phase-Proteine.
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Granulozyten und Zellen des retikulo-endothelialen Systems (RES), d.h. Makrophagen,
Monozyten, Langerhans-Zellen, dendritische Zellen (DC) und weitere
Antigen-prasentierende Zellen (APC) reprasentieren die zellulare angeborene Immunitat.
Im Gegensatz zu den klonalen Rezeptoren der B- und T-Lymphozyten bedient sich das
angeborene Immunsystem hierbei einer Gruppe nicht-klonaler Mustererkennungs-
rezeptoren, den sogenannten ,pattern recognition receptors® (PRRs). Diese Rezeptoren
erkennen konservierte molekulare Strukturen, die als ,pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) bezeichnet werden. Es handelt sich dabei um phylogenetisch
konservierte Strukturen, die nicht spezifisch flr einen bestimmten Krankheitserreger sind.
Sie erlauben die Unterscheidung zwischen pathogenen und korpereigenen Merkmalen, da
es sich um Strukturen handelt, die im Wirtsorganismus nicht vorkommen. Hierzu gehoren
Zellwandbestandteile und Strukturen von Mikroorganismen wie z.B. Lipopolysaccharide
(LPS) von gram-negativen Bakterien, Lipoteichonsaure (LTA) von gram-positiven
Bakterien oder auch bakterielle DNA (Messina et al., 1991; Krieg et al., 1995).
Die PRRs werden in zwei Gruppen unterteilt:
a) ,Scavenger‘ Rezeptoren fur die Phagozytose von Mikroorganismen (z.B. Mannose-
Rezeptor, das Mannan-bindende Lektin, DEC 205 und das Serum Amyloid Protein)
b) Toll-Like Rezeptoren zur Aktivierung von Abwehrzellen, die eine Entztindungsreaktion
hervorrufen.
Aufgrund der hohen Homologie zum Protein ,Toll“, welches erstmalig in Drosophila
melanogaster beschrieben wurde, wurde fir die letztgenannte Gruppe der PRRs der
Begriff ,Toll-Like Rezeptor” eingeflhrt (Gay, 1991). Im Embryonalstadium von Drosophila
steuert dieses Protein die dorsoventrale Polaritdt und ist bei adulten Tieren Bestandtell
eines primitiven Immunsystems, welches fur die Erkennung fungaler Proteine
verantwortlich ist (Anderson et al., 1985; Hashimoto et al., 1988). Fiur diese bahn-
brechenden Forschungsarbeiten wurde Frau Christiane Nusslein-Vollhard 1995 mit dem
Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet.
Toll-Like Rezeptoren sind Transmembran-Proteine mit einer extrazellularen, Leucin-
reichen Doméne, die fur das Erkennen der PAMPs (z.B. Lipopolysaccharid,
Lipoteichonsaure, CpG-Oligonukleotide) verantwortlich ist. Gay und Keith erkannten
erstmalig diese hohe Homologie zwischen der intrazellularen Doméane des Drosophila TLR
und des Interleukin-1 Rezeptors der Saugetiere (Gay und Keith, 1991), die zur
Bezeichnung Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Doméne fihrte. Bisher wurden 13 TLRs
beschrieben, wovon 10 im humanen und 12 im murinen Genom nachgewiesen werden
konnten (Tabeta et al., 2004; Beutler et al., 2005;).
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TLRs fiuhren ebenso wie der IL-1 Rezeptor zur Aktivierung des Nuklearen Faktors kB
(NFkB) und nutzen hierfur ahnliche Signaltransduktionskaskaden (Medzhitov et al., 1997;
Rock et al., 1998). Der am besten charakterisierte Rezeptor ist Toll-Like Rezeptor 4
(TLR4), ein membranstandiger Rezeptor, der Lipopolysaccharide (LPS), einem Zellwand-
bestandteil gram-negativer Bakterien, erkennt (Poltorak et al., 1998). TLR4 bildet mit dem
interagierenden Rezeptor CD14 und dem assoziierten Protein MD-2 einen Rezeptor-
komplex. Toll-Like Rezeptor 2 (TLR2) erkennt gram-positive Bakterien (z. B.
Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumniae) und deren Zellwandbestandteile
(Lien et al., 1999; Schwandner et al., 1999; Yoshimura et al., 1999, Knuefermann et al.,
2004), sowie bakterielle Lipoproteine und Hefen (Aliprantis et al., 1999; Underhill et al.,
1999). Erst kirzlich wurden Liganden auch fir weitere TLRs identifiziert (Doppelstrang-
RNA fur TLR3, bakterielles Flagellin fir TLR5, bakterielle DNA fir TLR9) (Hemmi et al.
2000; Alexopoulou et al.,, 2001; Hayashi et al., 2001). Jedoch besteht weiterhin
Forschungsbedarf hinsichtlich der Identifizierung von zusatzlichen, spezifischen Liganden
und der Aufklarung der intrazellularen Signalkaskade, die zur Induktion von Entziindungs-
mediatoren fuhrt. Die Einordnung der Funktion der verschiedenen TLRs in
unterschiedlichen Organen konnte vor allem zum Verstandnis bei der Abwehrreaktion

einer Infektion, SIRS oder Sepsis fuhren.
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Rezeptor | Ligand Ursprung des Liganden
TLR1 triacylierte Lipopetide Bakterien und Mycobakterien
Losliche Faktoren Neisseria meningitidis
TLR2 Lipoprotein/Lipopeptide unterschiedliche Pathogene
Lipoteichonsaure gram-positive Bakterien
Lipoarabinomannan Mycobakterien
Zymosan Pilze
B-Defensin Wirt
Sauerstoffradikale Wirt
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
TLR3 Doppelstrang-RNA (dsRNA) Viren
messenger-RNA (MRNA) Wirt
TLR4 Lipopolysaccharide gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
B-Defensin Wirt
Fibrinogen Wirt
TLRS Flagellin gram-negative Bakterien
TLR6 diacylierte Lipopeptide Mycobakterien
TLR7 Einzelstrang-RNA (ssRNA) non-virale und virale sSRNA
SNRNPs Wirt
TLR8 Doppelstrang-RNA (dsRNA) non-virale und virale dsRNA
TLR9 bakterielle DNA mit CpG-Motiv | Bakterien
TLR10 noch nicht bekannt
TLR11 uropathogene Escherichia coli
TLR12 noch nicht bekannt
TLR13 noch nicht bekannt

Tabelle 1: Ausgewahlte TLR Liganden (Takeda et al., 2003; Akira und Takeda, 2004;

Takeda und Akira, 2004, Takeda und Akira, 2005)




Einleitung 9

1.5 Toll-Like Rezeptor 9

Mit der Entdeckung des Toll-Like Rezeptors 9 (TLR9) begannen umfangreiche
Forschungsarbeiten zur Aufklarung der Signaltransduktion und Wirkung dieses PRRs.
Hemmi et al. sowie Bauer und Mitarbeiter konnten als erste Arbeitsgruppen zeigen, dass
Toll-Like Rezeptor 9 (TLR9) der primare Rezeptor fur bakterielle DNA ist (Hemmi et al.,
2000; Bauer et al., 2001). Unmethylierte DNA-Sequenzen sind in der Lage, Immunzellen
der Wildtyp-Maus (WT) via TLR9 zu stimulieren, wahrend bei TLR9-defizenten Mausen
(TLR9-D) keine Stimulation von Immunzellen zu erkennen war. Die Antwort von humanen
TLR9 Immunzellen durch bakterielle DNA korreliert mit der Expression von humanem
TLR9 in diesen Zellen. In Zellkulturexperimenten konnte des weiteren gezeigt werden,
dass in Zellen, die normalerweise nicht auf die Inkubation mit bakterieller DNA reagieren,
nach transienter Transfektion mit humanem TLR9 eine Reaktion beobachtet werden
konnte (Bauer et al., 2001).

Im Gegensatz zu den meisten anderen TLRs ist TLR9 in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Durch Fusion mit der Plasmamembran oder auf
direktem Weg mit dem endoplasmatischen Retikulum gelangt der Rezeptor in lysosomale

Kompartimente (Latz et al., 2004).

1.6 Wirkung von bakterieller DNA als TLR9-Ligand

Die bakterielle DNA kann nur in Folge einer bakteriellen Infektion (z.B. Escherichia coli,
Staphylococus aureus) in den Blutkreislauf gelangen. Durch Absterben von Bakterien
oder in Folge einer Phagocytose durch Makrophagen kann auf natirliche Weise
bakterielle DNA freigesetzt werden. Behandlungen mit Antibiotika wahrend einer Therapie-
mafnahme konnen jedoch ebenso zur Lyse der Bakterienzellen fihren, die eine
Freisetzung von bakterieller DNA bewirkt. Sie wirkt als PAMP, dessen spezifischer
Rezeptor Toll-Like Rezeptor 9 (TLR9) ist.

Ihre Erkennung durch TLR9 beruht auf wesentlichen Strukturunterschieden zu
eukaryontischer DNA des Wirtsorganismus. So enthalt bakterielle DNA 20fach haufiger
Cytosin-Guanosin-Dinukleotidsequenzen, sogenannte CpG-Motive, welche zu 98%
unmethyliert sind (Schwartz et al., 1997). Nur sie haben eine immunstimulatorische
Wirkung, da nur diese Strukturen durch Immunzellen erkannt werden, wodurch eine
Immunantwort induziert wird. Im bakteriellen Genom treten diese Motive mit einer

durchschnittlichen Wahrscheinlichkeit von 1:16 auf. Im Genom von Wirbeltieren liegt eine
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CpG-Suppression vor, d.h. das Vorkommen von CpG-Motiven ist viermal seltener.
Ein weiterer struktureller Unterschied besteht darin, dass die Mehrheit der
CpG-Dinukleotidsequenzen in der eukaryonten DNA methyliert vorliegt. Hierdurch
verlieren diese Motive ihre immunstimulatorische Wirkung. Allerdings haben im Laufe der
Evolution Viren und intrazellulare Parasiten diese CpG-Suppression ebenfalls entwickelt,
um das Immunsystems des Wirtsorganismus zu umgehen (Karlin et al., 1994a; Karlin et
al., 1994b; Shpaer und Mullins, 1990).

Ein weiterer, entscheidender Strukturunterschied liegt in den Telomeren des eukaryonten
Genoms mit seinen repetitiven Sequenzen. Allgemein ist deren Wirkung im Zusammen-
hang mit Zellzyklus, Zellalterung und Transkriptionsregulation bekannt. Seit kurzem wurde
deren antagonistische Wirkung fur TLR9 entdeckt. Multimere des Hexanukleotids
5-TTAGGG-3', die in den Telomeren mit einer groRen Haufigkeit vorkommen, werden z.B.
bei einer Gewebeschadigung freigesetzt. Eine Aktivierung des Immunsystems tber TLR9
wird somit verhindert (Gursel et al., 2003).

Bemerkenswert ist auch, dass die Sensitivitat gegeniber CpG-Sequenzen spezies-
spezifische Unterschiede aufweist. Nicht jede Sequenz mit einem unmethyliertem
CpG-Motiv kann im Wirtsorganismus eine Immunreaktion induzieren. So ist bei Menschen
das Vorliegen des Hexamer-Motives 5'-GTCGTT-3' flr das Auftreten einer Immunreaktion
verantwortlich. Fir die Maus wurde das optimale Motiv 5-GACGTT-3" beschrieben
(Krieg et al., 1995).

Bei der Entwicklung von synthetischen, immunstimulatorischen Oligonukleotidsequenzen
(CpG-ODN) greift man auf diese wesentlichen Strukturunterschiede zuriick. Des Weiteren
verwendet man bei der Synthese dieser Oligonukleotide ein Phosphor-Thioat-Riickgrat,
so dass der Abbau durch Nukleasen inhibiert wird. Auf diese Weise erhalten die
verwendeten CpG-ODN einen langeren, stimulierenden Effekt auf das Immunsystem
(Krieg et al., 1995). Der Mechanismus, durch welchen bakterielle DNA zu einer erhdhten
Expression von Mediatoren fuhrt, wurde erst vor etwa 10 Jahren aufgeklart (Sparwasser et
al., 1997; Vollmer et al., 2004).
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1.7 Toll/IL-1-Signaltransduktionsweges

Trotz der Gemeinsamkeiten in ihrer Struktur unterscheiden sich die Signal-
transduktionswege der Toll-Like Rezeptoren. Dies liegt u.a. an der Vielzahl der
Adapterproteine und der intrazellularen Lokalisation (Plasmamembran vs. intrazellular
(endosomal)). Der Toll/IL-1-Signaltransduktionsweg soll an dieser Stelle nach der
derzeitigen pathophysiologischen Vorstellung am Beispiel der Erkennung von bakterieller
DNA beschrieben werden. In den ruhenden Zellen ist TLR9 auf den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Durch Fusion mit der Plasmamembran und
anschlieBender Endozytose oder alternativ durch Fusion mit Endosomen gelangt der
Rezeptor in lysosomale Zellkompartimente (Latz et al.,, 2004). Zur Internalisierung von
bakterieller DNA in dieses Kompartiment gibt es bisher verschiedene Ansatze.
Es wird vermutet, dass die bakterielle DNA Uber eine Klathrin-abhangige Endozytose oder
einen bisher nicht beschriebenen Co-Rezeptor in die Lysosomen gelangt. Der Kontakt des
Liganden mit TLR9 wurde in diesem Kompartiment beschrieben (Ahmad-Nejad et al.,
2002). Das Anbinden der bakteriellen DNA (Uber die CpG-Motive bewirkt eine
Dimerisierung von zwei Rezeptormolekilen, die zu einer Konformationsveranderung fuhrt
(Abbildung 1). Hierdurch wird auf der intrazellularen TIR-Domane das Adapterprotein
.,myeloid differentiation marker 88“ (MyD88) rekrutiert. An dieses Molekul lagert sich die
.interleukin-1-Rezeptor assoziierte Kinase“ (IRAK) an, welche durch Auto-
phosphorylierung aktiviert wird.

Uber die Aktivierung weiterer Molekille wie dem Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
assoziierten-Faktor-6 (TRAF6), der ,transforming growth factor-activating-kinase-1“
(TAK1), dem ,transforming growth factor-activating kinase-1 binding protein® sowie der
,NFkB-inducing-kinase“ (NIK) und der ,inhibitory-kB-kinase® (IKK) wird die Freisetzung und
nukleare Translokation des Nuklearen Faktors kB (NFkB) initiert (Irie et al., 2000).
Im Nukleus reguliert NFKB sowohl die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie
TNF-a als auch des Effektormolekuls iINOS (Baeuerle und Baltimore, 1996; Baldwin, Jr.,
1996).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des TLR9-Signaltransduktionsweges.

Zellmembran

Die bakterielle DNA oder CpG-Oligonukleotide gelangen durch Endozytose in den
intrazellularen Raum und werden in den Endosomen von TLR9 erkannt. Hierdurch wird
eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zur Aktivierung von MyD88, IRAK, TRAF6 und
IkB fuhrt. In Folge dieser Reaktionen erfolgt eine Translokation von NFkB in den Nukleus,
wodurch die Expression pro-inflammatorischer Zytokine induziert wird.

Alternativ zum beschriebenen Weg Uber NFkB kann TRAF6 die ,Mitogen aktivierenden
Protein-Kinase-Kinase-6“ (MKK6) phosphorylieren. Dies fihrt zur Aktivierung zweier
,Mitogen aktivierender Protein-Kinasen“ (MAP-Kinase), der ,c-Jun-N-terminalen Kinase*
(c-INK) und dem ,Protein 38“ (p38), die wiederum das ,Aktivatorprotein-1“ (AP-1),
einen weiteren Transkriptionsfaktor, aktivieren (Yi und Krieg, 1998). Uber AP-1 wird die
Synthese und Regulation von Effektormolekilen gesteuert, die sich nach Zelltyp
unterscheidet.

So produzieren dendritische Zellen (DCs), die TLR9 exprimieren, nach Inkubation mit
bakterieller DNA die pro-inflammatorischen Zytokine IL-12, TNF-a und Interferon-a
(IFN-a). Mittels CpG-ODN wird in dendritischen Zellen aber auch die Apoptose Uber den
.,Posphatidylinositol-3-OH-Kinase-Weg“ inhibiert (Park et al., 2002). Die aus dem

Knochenmark abstammenden dendritischen Zellen (“bone marrow derived dendritic cells”,
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kurz: BMDDC) bilden bei Applikation von CpG-ODN eine erhdhte Expression von
Haupthistokompatibilitatskomplex 1l (“major histocompatibility complex II” (MHC II) aus,
wodurch die Anzahl der Antigen-prasentierenden Zellen (APC) erhoht wird (Sparwasser et
al., 1998). Des Weiteren besitzen sie die Eigenschaft, in Lymphknoten zu migrieren,
wodurch die Verbundenheit zwischen angeborener und adaptiver Immunitéat verdeutlicht
wird.

In murinen Makrophagen und Monozyten fiihrt die Verabreichung von CpG-ODN zur
Aktivierung von NFkB (Stacey et al., 1996), das wiederum eine erhtéhte Produktion von
TNF-a bewirkt (Sparwasser et al., 1998). Bei humanen Monozyten ist man zur Erkenntnis
gekommen, dass nur die Anwesenheit von dendritischen Zellen eine Aktivierung initiiert
(Hartmann und Krieg, 1999; Kadowaki et al., 2001; Hornung et al., 2002).

Neutrophile Granulozyten exprimieren kein TLR9 (Hornung et al., 2002), wandern aber in
betroffene Gewebe, in denen mittels CpG-ODN eine Entziindungsreaktion hervorgerufen
wurde. Somit wird das Immunsystem zur Bekampfung einer bakteriellen Infektion verstéarkt
(Weighardt et al., 2000).

Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und T-Lymphozyten verfligen zwar tber TLR9 auf den
Membranen des Endoplasmatischen Retikulums, eine direkte Aktivierung Gber CpG-ODN
ist allerdings nicht moglich. Die Anwesenheit von Monozyten ist notwendig, um in
NK-Zellen Interferon-y (IFN-y) zu produzieren, welches die Antikorper Produktion in

B-Lymphozyten reguliert.

1.8 Die Rolle von Toll-Like Rezeptoren im Myokard und deren klinische Relevanz

Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass sogenannte ,Pattern Recognition
Rezeptoren® auf humanen und murinen Kardiomyozyten exprimiert werden. Zarember und
Godowski konnten die meisten Toll-Like Rezeptoren sowie die entsprechenden
Adapterproteine auf mRNA-Ebene in humanen Herzen nachweisen (Zarember und
Godowski, 2002). In murinen Herzen konnten ihre Expression ebenfalls nachgewiesen
werden (Rodriguez-Martinez et al., 2005). Dabei unterscheiden sich die Expressionen von
TLR2, TLR4 und TLR9 nur unwesentlich. Hinsichtlich der Bedeutung ihrer Rezeptoren im
Myokard liegen erste Studien zur Zytokininduktion und Myokardfunktion vor.

Vorhergegangene Arbeiten zeigten, dass CD14/TLR4 als auch TLR2 Bestandteil des
myokardialen Signaltransduktionsweges zur Induktion von Zytokinen durch LPS bzw.

gram-positive Bakterien darstellen. Im weiteren Krankheitsbild wird die Produktion von
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Stickstoffmonoxid (NO) induziert, das zur Verminderung der linksventrikularen
Pumpfunktion (Baumgarten et al., 2001; Knuefermann et al., 2002; Knuefermann et al.,
2004) sowie der Kontraktilitat von einzelnen, isolierten Kardiomyozyten fuhrt (Baumgarten
et al., 2006). Die Rolle von bakterieller DNA fir die Ausbildung einer septischen
Kardiomyopathie sowie die funktionelle Bedeutung von TLR9 im Myokard war bisher nicht
bekannt.

In der klassischen Vorstellung der TLRs als Teil des angeborenen Immunsystems bewirkt
die Aktivierung des Immunsystems durch bakterielle DNA die Bekampfung einer Infektion.
Dadurch eroffnen sich vielfaltige — zurzeit noch experimentelle — therapeutische Maoglich-
keiten vor allem als Adjuvanz in Impfstoffen (Roman et al.,, 1997) oder als immun-
stimulatorische Substanz zur Uberwindung der Immunparalyse im Rahmen der Sepsis
(Weighardt et al., 2000).

Trotz therapeutischer Fortschritte stellt die septische Kardiomyopathie ein
lebensbedrohliches Krankheitsbild dar. Im Rahmen der Intensivmedizin ist die kardiale
Funktion des septischen Patienten prognosebestimmend, das aufgrund der heutigen
Maoglichkeiten die meisten anderen Organfunktionen (Lunge, Niere) durch differenzierte
Techniken ersetzt werden koénnen. Die Behandlung des septischen Herz-
Kreislaufversagens steht im Vordergrund einer Sepsis-Therapie. Die weiterhin hohe
Mortalitat trotz antimikrobieller Pharmaka und einer immer differenzierteren
Intensivtherapie ist unbefriedigend. Die Untersuchung einer systemischen Infektion mittels
synthetischer, immunstimulierender Oligonukleotide (CpG-ODN) kann einen Einblick in die
molekularen Mechanismen der am Myokard ausgelésten Veranderungen erzielt werden.
Hieraus kénnen sich neue Therapieansatze fir die Behandlung des septischen Herz-

Kreislaufversagens ergeben.
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1.9 Arbeitshypothese

Die vorliegende Arbeit sollte belegen, dass die Expression von TLR9 im Herzen im
Rahmen der Angeborenen Immunabwehr (,innate immunity)* und die damit verbundene
Erkennung von bakterieller DNA die Entstehung und Auspragung einer septischen
Kardiomyopathie mitbestimmt. Dies war sehr naheliegend, da bei verschiedenen,
bakteriellen TLR-Liganden (z.B. Lipopolysaccharide, Peptidoglykan) vergleichbare
Mechanismen beschrieben wurden.

Die Untersuchungen wurden an WT- und TLR9-D Mausen durchgefuhrt, die mit
synthetischen, immunstimulatorischen Oligonukleotiden (CpG-ODN) behandelt wurden,
um die Freisetzung von bakterieller DNA wéhrend einer Sepsis zu simulieren.
Unterschiede in der Expression verschiedener Mediatoren des
Toll-/IL-1 Signaltransduktionsweges sollten belegen, dass diese Mechanismen tber TLR9
vermittelt werden. Bei TLR9-D Mausen sollte eine Reaktion auf den TLR9-Liganden
ausbleiben oder vermindert erfolgen. Untersuchungen zur Herzfunktion sollten belegen,
dass bei WT-Mausen die bakterielle DNA zu einer Verminderung der linksventrikularen
Dysfunktion fuhrt, was auf das Vorliegen einer septischen Kardiomyopathie hinweisen
wirde.

Des Weiteren wurde angenommen, dass die Reaktionen auf die Applikation von CpG-
ODN organspezifisch erfolgten. Deshalb wurde die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine im Herzen und in der Lunge miteinander verglichen. Im Rahmen der
angeborenen Immunantwort wurde weiterhin angenommen, dass die parenchymatischen
Zellen, in diesem Fall kardiale Zellen, der Ursprung der Zytokinproduktion sind.
Die Migration von Immunzellen ins kardiale Gewebe sollte daher nicht ausschlaggebend
fur die Produktion von TNF-qa, IL-18 und IL-6 sein. Knochenmark-chimére Mause, deren
zirkulierende Immunzellen durch eine TLR9-defizienz charakterisiert sind, sollten in der

Lage sein, im kardialen Gewebe pro-inflammatorische Zytokine zu produzieren.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Angewandtes Tiermodell

Fur diese Untersuchungen wurden Wildtyp- (WT; C57BL/6, Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) sowie transgene TLR9-defiziente (TLR9-D) Mause, welche
freundlicherweise von Herrn Professor Shizuo Akira (Osaka University, Japan) zur
Verfligung gestellt wurden, verwendet. Das Alter der Versuchstiere lag zwischen 8 und 14
Wochen.

Die Erzeugung der transgenen Mauslinie erfolgte durch homologe Rekombination an
embryonalen Stammzellen von C57BL/6 (WT-) Mausen (Hemmi et al., 2000). Die TLR9-D
Méuse zeichnen sich durch das Fehlen eines intakten TLR9-Gens in parenchymatischen
Gewebezellen und zirkulierenden Immunzellen aus. Die Genotypisierung der TLR9-D
Mause basiert auf dem Nachweis einer Neomycin-Resistenz-Kassette, die nach
homologer Rekombination in das Genom eingebracht wurde. Hiermit kdnnen sie von
WT-Mausen unterschieden werden. Zur Unterbringung der M&ause standen separate,
vollklimatisierte Raume im Tierstall des Hauses fur Experimentelle Therapie (HET) des
Universitatsklinikums Bonn zur Verfigung.

Die Versuchstierhaltung im HET erfolgt in den der Aufsichtsbehtrde benannten
Tierrdumen (gemaf3 und vorbehaltlich einer erteilten Erlaubnis nach § 11 TschG) mit
Genehmigung der Bezirksregierung Koéln (Aktenzeichen 50.203.2 — BN 43, 28/01).
Nach Unterbringung der Versuchstiere in neue Raumlichkeiten des HETs erfolgte die
Haltung bei konstanter Luftfeuchtigkeit (etwa 70%) und Temperatur (21°C + 1°C) mit
einem 12-stindigen Licht-Nachtwechsel. Der Kafigwechsel erfolgte regelmafig in einem
einwbchigen Abstand. Fur den Kafigwechsel wurden ausschlie3lich sterilisierte Kafige
verwendet, deren Einstreu in den Kafigen autoklaviert wurde. Das Futter- und
Wasserangebot an Versuchstieren erfolgt ad libitum einmal wochentlich. Das Futter wurde
ebenfalls autoklaviert.

Bei der Haltung Knochenmark-chimérer Mause wurden die Kéfige, das Einstreu und das
Trinkwasser separat autoklaviert. Das Umsetzen der Tiere erfolgte unter einer Sterilbank.
Das Trinkwasser wurde mit 1% Neomycinsulfat (Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe) versetzt,

um moglichen Infektionen vorzubeugen.
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2.2 Genotypisierung von transgenen Mausen

Zur Durchfuhrung dieser Studie wurden ausschlie3lich homozygote, transgene Tiere
verwendet. Die Genotypisierung erfolgte aus isolierter DNA mittels Polymerase-
kettenreaktion (,polymerase chain reaction“, PCR). Fir die Isolation genomischer DNA
wurden die Spitzen von Mauseschwanzen verwendet und nach Anleitung eines DNeasy
Tissue Kits (Qiagen, Hilden) verarbeitet. Die Typisierung der Tiere erfolgte nach einem
Protokoll der Mitarbeiter von Herrn Professor Shizuro Akira (personliche Mitteilung).

Folgenden Primersequenzen wurden hierbei verwendet:

1. ,wild-type“: 5-GAA GGT TCT GGG CTC AAT GGT CAT GTG-3’
- spezifisch fur das unverédnderte TLR9-Gen

1: ,neo1500“ 5-ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-3’
- spezifisch fur die Neomycin-Resistenz-Kassette im veranderten TLR9-Gen

3. ,extra“: 5-ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-3’

- Bereich aufRerhalb des verdnderten Bereiches in entgegengesetzter Richtung zu
“wild-type” und ,extra“

Die Firma MWG Biotech (Ebersbach) wurde mit der Synthese dieser Sequenzen

beauftragt.
: B : BamHI
3 kbp E : EcoRI
Sc: ;:al
Sc S¢ B 13 Sc B
Wild-type allele , 1
exm P | € wid-type )
E : EB '
Targeting vector E Slc HSV- -
geting -— ——= pBluescript Il SK(+)
< 10 kbp > '
B B F Sc ?
Mutated allele [ neo| 1
extra = < neo 1500
2kbp

Abbildung 2: Genkarte der TLR9-defizienten Mause. Die Erzeugung der der TLR9-D
Mause erfolgte durch homologe Rekombination des oben dargestellten Genbereiches
innerhalb des TLR9-Gens von Wildtyp-Mausen (C57BL/6).
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Folgende PCR-Ansatze wurden fur die Genotypisierungen angesetzt (Tabelle 2).

PCR-Ansatz Volumen [pl] pro Ansatz
10 x PCR Puffer 3
50 mM MqgCl, 2,5
5 M Betaine 10
Primer 1 0,5
Primer 2 0,5
ddH,O 5,9
2,5 mM dNTP-Mix 2,4
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2
DNA aus Isolation 5
Gesamtvolumen pro Ansatz 30

Tabelle 2: Zusammensetzung der Komponenten fur die Genotypisierung.
Als Primer 1 wurden die Primer ,wild-type“ oder ,neo1500“ in Kombination mit Primer 2
“‘extra” verwendet. Die Losungen, der dNTP-Mix sowie die Taqg-Polymerase wurden von

der Firma Invitrogen bezogen.

Zur Detektion der mutierten Allele wurden die Primerkombination ,neo1500“ und ,extra“
verwendet. Der Nachweis der Wildtyp-Allele erfolgte mit dem Primerpaar ,wild-type“ und
.extra“. Die Amplifikation des zu untersuchenden Genproduktes erfolgte mit Hilfe des
Thermocyclers Whatman Biometra T-Gradient 96 (Biometra, Gottingen). Die Amplifikation
der DNA-Fragmente erfolgte in 35 Zyklen mit 94°C fir 30 Sekunden, 67°C fur
60 Sekunden und 74°C fur 60 Sekunden. Beim letzten Zyklus wurden die Proben flr
10 Minuten bei 74°C inkubiert, bevor sie zur Aufbewahrung bei 4°C gekihlt wurden.
Nach Zugabe des Ladepuffers wurden die amplifizierten Genprodukte, die eine LaAnge von
etwa 1200 bp aufwiesen, in einem 1%igem Agarose-Gel bei 100 V fur 45 Minuten
aufgetrennt. Homozygote, TLR9-D Méause wurden durch ein amplifiziertes Genprodukt der
Primerkombination ,neo1500“ und ,extra“ nachgewiesen. Die Auswertung der Agarose-
Gele erfolgte in einer ,Bio-Rad Gel Doc 1000 Apparatur (Bio-Rad, Minchen) mit der
Software ,Bio-Rad Molecular Analyst® (Bio-Rad).
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2.3 Knochenmark-chiméare Mause

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Knochenmark-chimare (KM-) Mause erzeugt,
deren vom Knochenmark abstammenden, zirkulierenden Immunzellen im Gegensatz zu
den parenchymatischen Zellen (u.a Kardiomyozyten, Lungenepithelzellen) nicht in der
Lage sind, funktionales TLR9 zu exprimieren. Mit diesem Experiment sollte die Bedeutung
von TLR9 im Rahmen der angeborenen Immunitat (,innate immunity“) genauer untersucht
werden. Das Prinzip dieser Untersuchungen beruhte auf der Zerstérung von
korpereigenem Knochenmark durch eine subletale Bestrahlung. Hierbei wurde das
isolierte  Knochenmark von mannlichen TLR9-D Ma&usen in weibliche, Dbestrahlte
WT-Mausen implantiert. Diese Arbeiten wurden in Kooperation mit Herrn PD Dr. Sebastian
Stier (ehemals Universitats-Poliklinik 11, Universitatsklinikum Bonn) und Herrn Dr. Stephan
Garbe (Klinik fir Radiologie, Universitatsklinikum Bonn) durchgefuhrt.

Zur Erzeugung von KM-chimaren Mausen wurden weibliche WT-Méause zweimal subletal
mit einer Dosis 9,5 Gy fur 2,5 Minuten in einem Therapiebeschleuniger SIEMENS
MEVATRON MD2 bzw. SIEMENS MEVATRON KD (Siemens, Minchen) bestrahlt.
Nach der Bestrahlung sollten die Tiere mindestens sechs Stunden ruhen, bevor die
Implantation mit dem Knochenmark von mannlichen TLR9-D Mausen erfolgte.
Eine vorzeitige Transplantation der Knochenmarkszellen aus den Spendertieren hatte eine
erhohte Kreuzreaktion mit den vorliegenden Immunzellen des Empfangertieres ergeben.
Die Implantation war ab dem Zeitpunkt der Bestrahlung bis zu maximal 20 Stunden
danach moéglich. Eine grundlegende Voraussetzung fir die erfolgreiche Durchfiihrung ist
jedoch ein mdglichst Ubereinstimmender genetischer Hintergrund, der durch die
Verwendung von C57BL/6-Mausen als WT-Mause und TLR9-D Mausen, deren
genetischer Hintergrund auf C57BL/6-Mausen basiert, gegeben erschien.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass eine Implantation von
Knochenmarkszellen aus weiblichen Spendertieren in mannlichen Empféangertieren
aufgrund einer erhéhten Sterberate als einzige Kombination nicht moglich gewesen wére
(mdndliche Mitteilung von Herrn PD Dr. Sebastian Stier). Die Implantation von
Knochenmarkszellen aus mannlichen Tieren in weibliche Tiere wird auch in der Literatur
als gangige Methoden beschrieben (mindliche Mitteilung). Unterschiedliche Geschlechter
zwischen den Empfanger- und Spendertieren waren im Hinblick auf die Analyse der

Blutzellen gewollt.
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2.3.1 Isolation und Implantation von Knochenmarkszellen

Fur die Isolation der Knochenmarkszellen wurden mannliche TLR9-D Mause als
Spendertiere verwendet, wobei mit einem Versuchstier drei bis funf Empfangermause
behandelt werden konnten.

Die Knochenmarkszellen wurden aus Femur und Tibia durch Ausspritzen mit einer
1 ml Insulinspritze und Kanulen der Grof3e 45 x 12 mm (16 G; Becton Dickinson,
Heidelberg) isoliert. Die Aufnahme der Zellen erfolgte in Phosphat-gepufferter Losung
(PBS; Gibco®, Invitrogen) mit 1% Gentamicin (Gibco®, Invitrogen), welches bei 37°C
vortemperiert wurde. Die Zellen von zwei Spendertieren wurden vereint und in 40 ml PBS-
Losung mit 1% Gentamicin resuspendiert. Nach anschlieRender Zentrifugation mit
1.500 U/min (450x g) (Heraeus, Thermo Scientific, Braunschweig) fir 10 Minuten bei 15°C
wurde der Uberstand abgesaugt. Die Sedimente mit den Zellen wurden in 30 ml PBS
resuspendiert, vereint und in einem BD Cellstrainer (70 uM Nylon, Becton Dickinson)
filtriert. AnschlieRend wurde die Zellzahl mit einem Zell-Zahler MDC 400
(Medicine Devices AL Systeme, Karlsruhe) bestimmt. Fur die Implantation sollte eine

Zellzahl von 5 x 10° Zellen pro Maus (in 250 pl PBS) erzielt werden.

Berechnung:

Anzahl der Empfangertiere x (5 x 10° Zellen)

= zu entnehmendes Volumen der

durchschnittliche Zellzahl [Zellen/pl] Zellsuspension [pl]

Nachdem das entsprechende Volumen aus der Zellsuspension entnommen wurde,
erfolgte eine weitere Zentrifugation der Zellen bei 1.500 U/min (450x g) (Heraeus) flr
10 Minuten bei 15°C. Der Uberstand wurde wiederum verworfen, und die Zellen wurden in
PBS resuspendiert (Volumen [ul] = Anzahl der Tiere x 250 pl), filtriert und bis zur
Implantation auf Eis gelagert.

Die Implantation der Knochenmarkszellen erfolgte mindestens sechs bis maximal 20
Stunden nach der Bestrahlung. Die Zellen wurden durch intravendse Injektion Uber die
Schwanzvene in einem Volumen von 250 pl pro Tier implantiert. In den folgenden
14 Tagen wurde darauf geachtet, dass die Tiere unter moglichst sterilen Bedingungen
versorgt wurden, da in diesem Zeitraum die grof3te Gefahr von Infektionen bestand, die

den Erfolg der Implantation verringert hatte.
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2.3.2 Genotypisierung von Knochenmark-chiméaren Mause

Um zu kontrollieren, ob die Mause tatsachlich Knochenmark-chimére Méause darstellen,
musste ihr Blut auf das Vorkommen des TLR9-Gens analysiert werden. Urspringlich war
geplant, einen Nachweis des y-Chromosoms mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) durchzufiihren, weshalb Knochenmarkszellen von ménnlichen Spendertieren in
weibliche Tiere implantiert wurden. Jedoch wurde eine schnellere Methode gewahlt,
um eine madglichst grof3e Anzahl von Tieren bezuglich des Genotyps ihrer Blutzellen
analysieren zu kénnen. Die Entnahme des Blutes erfolgte durch einen Einschnitt am
Schwanz und der Aufnahme des peripheren Blutes in BD Microtainer™ K2E
(Becton Dickinson) in einem Volumen von 300 bis 500 pl.
Zur schnellen Durchfiihrung hatten sich zwei Methoden angeboten:

1. eine Durchflusszytometrie zum Nachweis von TLR9

2. eine Isolation von DNA aus Blut mit anschlie@ender PCR zum Nachweis der

TLR9-Defizienz.

Die erste Methode erwies sich beim Austesten an Wildtyp-Mausen unter Verwendung des
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierten Anti-Maus Toll-Like Rezeptor 9 Antikdrpers
(eBioscience, San Diego, USA) als ungeeignet. Nach Permeabilisierung der Zellen mittels
einer Intraprep™ Permeabilization Reagent (Beckman Coulter, Fullerton, USA) war eine
intrazellulare Farbung von Blutzellen aus Wildtyp-Méausen nicht moéglich. Deshalb wurde
die Variante der Isolation von DNA aus dem Blut der Mause verfolgt.
Die Isolation wurde mit 150 ul peripherem Blut nach Higuchi (Higuchi et al., 1989)
durchgefuihrt. Nach Zugabe von 200 pl Lysis-Puffer wurde der Ansatz sofort gemischt
(Vortex Genie®; Thermo Scientific). Das Gemisch wurde in einer Heraeus biofuge pico
(Heraeus, Thermo Scientific) fur 30 Sekunden bei 13.200 U/min (16.110x g) und
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abpipettiert, mit
200 pl Lysis-Puffer vermischt und wiederum fir 30 Sekunden bei 13.200 U/min
(16.110x g) und Raumtemperatur abzentrifugiert. Diese Schritte wurden wiederholt, bis
keine rotliche Verfarbung, die durch Hamoglobin-Reste verursacht wird, mehr sichtbar
war. Anschlieend wurde das nukledre Sediment mit 100 pl ,PCR Buffer with Nonionic
Detergents® (PBND) und 20 ul Proteinase K (aus Qiagen DNeasy Tissue Kit, Qiagen)
resuspendiert und fir 60 Minuten bei 55°C im Eppendorf Thermomixer comfort
(Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Die Inaktivierung der Proteinase K erfolgte durch

10-minutiges Erhitzen bei 97°C. Aus der DNA-Isolierung wurden 5 ul fir einen
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PCR-Ansatz, wie unter ,2.2 Genotypisierung von transgenen Mausen® beschrieben,

verwendet.

Lysis-Puffer fur die DNA-Isolation aus Blut:

0,32 M Saccharose (Merck)
10 mM  Tris-HCI, pH 7,5 (Serva)
5mM Magnesiumchlorid (Merck)
1% Triton X-100 (v/v; Sigma-Aldrich)

PCR Buffer with Nonionic Detergents (PBND):

50 mM Kaliumchlorid* (Merck)

10 mM Tris-HCI, pH 8,3* (Serva)

2,5mM Magnesiumchlorid* (Merck)
0,1 mg/ml Gelatine* (Sigma-Aldrich)

0,45%  Nonidet P40 (v/v; Roche)

0,45%  Tween 20 (v/v; Merck)

* autoklaviert

Der Puffer wurde nach dem Ansetzen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Fir jede

Isolation wurde ein neues Aliquot verwendet.
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2.4 Stimulationsprotokoll

Den Mausen wurde 30 Minuten vor der eigentlichen Stimulation mit
20 mg D-Galactosaminhydrochlorid (D-GalN; Roth, Karlsruhe) pro Maus intraperitoneal
(i.p.) verabreicht. D-GalN schwacht die Leberfunktion und verhindert den Abbau der
Oligonukleotide.  AnschlieBend wurde den Mausen die Thioat-stabilisierten
CpG-Oligonukleotidsequenz (CpG-ODN, ODN 1668), welches in Aqua ad iniectabilia
(Braun, Melsungen) resuspendiert wurde, in einer Konzentration von 20 nmol pro Maus
i.p. injiziert. Die Thioat-Stabilisierung der Oligonukleotide hatte keinen virulenten Effekt
und sollte lediglich die Stabilitat der Substanz garantieren, da der schnelle Abbau durch
Nukleasen verhindert wird. Folgende Oligonukleotidsequenzen (TibMolbiol, Berlin) wurden
in dieser Arbeit verwendet:

CpG-ODN bzw. ODN 1668 oder 1668-Thioat (stimulatorische Sequenz):
5-TCC-ATG-ACG-TTC-CTG-CTG-ATG-CT-3'

ODN H154 oder H154-Thioat (inhibitorische Sequenz):
5'-CCT-CAA-GCT-TGA-GGG-G-3'

ODN 1612 oder 1612-Thioat (neutrale Sequenz):
5'-GCT-AGA-GCT-TAG-GCT-3'

Die unterschiedlichen Hexamer-Motive, die letztendlich die Virulenz der verschiedenen
Oligonukleotid-Sequenzen  bestimmen, wurden durch Fettdruck hervorgehoben.
Die Sequenzen fir ODN H154 und ODN 1612 weisen kein CpG-Motiv innerhalb dieser
Hexamere auf, weshalb eine Erkennung tber TLR9 ausbleiben sollte.

Zu festgelegten Zeitpunkten, in der Regel 0, 1, 2, 4 und 6 Stunden nach Verabreichung
der Oligonukleotide, wurden die Mause nach Anasthesie in Isofluran (Forene®, Abbott,
Wiesbaden) durch Genickstreckung (Cervicale Dislokation) getdtet. Funktionelle Organe
wie Herz, Lunge, Leber und Milz wurden entnommen, in eisgekthltem PBS gewaschen
und anschlieBend in Flussigstickstoff eingefroren (Schockgefrierung). Das Blut wurde
mittels Herzpunktion mit heparinisierten Einwegspritzen entnommen. Die Sera wurden
durch Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4.000 U/min (3.220x g) und 4°C isoliert
(Eppendorf 5415 R, Eppendorf) und ebenfalls schockgefroren. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Gewebe- und Blutproben bei -80°C gelagert.
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2.5 Proteinbestimmung

Fur die Proteinbestimmung beim ,electrophoretic mobility shift assay“ (EMSA), Western
Blot und ,enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA) wurde das ,PIERCE® BCA
Protein Assay Reagent Kit® (Thermo Scientific) verwendet, dessen Nachweis von
Proteinen auf einer kalorimetrischen Bestimmung mit Bichinonsaure (BCA) bei 562 nm
beruht.

Die Reagenzien A und B wurden nach Angaben des Herstellers im Verhéaltnis 50:1
vermischt. Fir die Nachweisreaktion wurden 998 pl des Nachweisreagenz mit 2 pl
Proteinisolat gemischt (Verdinnung 1:500). Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C wurde
die Absorption bei 562 nm gegen einen Leerwert mit einem Eppendorf
BioPhotometer 6131 (Eppendorf) gemessen. Die Angabe der Proteinkonzentration erfolgte
automatisch nach BCA-Standardeichkurve, die im Gerat gespeichert wurde. Der fur diese

Messung eingesetzte Verdinnungsfaktor musste jedoch bertcksichtigt werden.

2.6. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Zur Analyse der Aktivierung der beiden NFkB-Untereinheiten p55 und p65 wurde aus
isolierten, nuklearen Proteinextrakten ein ,eletrophoretic mobility shift assay“ (EMSA)
durchgefuhrt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Markierung von Oligonukleotid-
Bindungssequenzen mit radioaktivem y-P*-ATP am 3'-Ende. Die Oligonukleotid-
Bindungssequenzen sind so gestaltet, dass sie spezifisch mit p50 und p65 Untereinheiten

in den nuklearen Extrakten hybridisieren kénnen.

2.6.1 Isolation nuklearer Proteinextrakte

Die Isolation von nuklearen Proteinextrakten erfolgte nach Anleitung des NE-PER Nuclear
und Cytoplasmatic Extraction Kit (PIERCE®, Thermo Scientific). Zur Gewahrleistung der
sequenzspezifischen DNA-Bindung, musste die Quartarstruktur der Proteine wahrend der
Isolation erhalten bleiben. Dies wurde durch Aufrechthaltung der Kuhlkette durch
Lagerung der Proben auf Trockeneis (-80°C) und Zentrifugation der Proben bei 4°C
gewahrleistet.

Zur Vorbereitung der Isolation wurden Mérser und Pistill auf -80°C und eine Kihlzentrifuge

(Eppendorf 5415 R, Eppendorf) auf 4°C vorgekuhlt. Wahrend des gesamten Versuches
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erfolgte die Lagerung von Mdrser und Pistill auf Trockeneis. Die Gewebeproben wurden
unter Zugabe von kleinen Mengen Flussigstickstoff zermdrsert. Das feine, trockene Pulver
wurde mit einem Spatel in ein vorbereitetes 1,5 ml Eppendorf-Gefald tberfihrt und
abgewogen, da sich die Volumina der Zugabe von Reagenzien aus dem lIsolations-Kit
nach der Masse der Proben richtete.

Alternativ konnten die Proben mit einem Dispergiergerat T 10 basic Ultra-Turrax®
(IKA GmbH & Co. KG, Staufen) homogenisiert werden. Fir die Isolation wurden die
notwendigen Volumina an ,cytoplasmatic extraction reagent® (CER) | dem auf Eis
gelagertem Herzgewebe hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Zerkleinerung des
Organs, und die Zellsuspension wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.
Auf 100 mg Gewebe wurden 500 pl CER I (1:5), 27,5 pl CER Il (3,63:1) und
250 pl ,nuclear extraction reagent” (NER; 1:2,5) bendétigt. Um den Abbau von Protein
durch Proteasen zu verhindern, wurden den Loésungen CER | und NER

Proteaseinhibitoren (alle Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugesetzt (Tabelle 3).

Proteaseinhibitor CERI NER

Benzamidin 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml
Aprotinin 2 pl/ml 2 pl/ml
Leupeptin 2 pl/ml 2 pl/ml
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 0,75 mM 2 mM

Tabelle 3: Konzentration der Proteaseinhibitoren in den Losungen CER | und NER
des PIERCE® NE-PER Kits (Thermo Scientific).

Den Proben wurden ihrem Gewicht entsprechend die Volumina an CER I-Lésung
hinzugegeben. Anschlielend wurden die Proben mit einem Vortex-Genie® 2
(Thermo Scientific) gemischt und fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Volumina an
CER IlI-L6sung wurden hinzupipettiert. Das Reaktionsgemisch wurde wiederum gemischt.
Nach einer Inkubationszeit von einer Minute und wiederholtem Vermischen wurden die
Proben fur 5 Minuten bei 13.000 U/min (15.700x g) und 4°C zentrifugiert (Eppendorf
5415 R, Eppendorf). Der Uberstand entsprach der cytoplasmatischen Proteinfraktion und
wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt. Das Zellpellet enthielt u.a. die
Zellkerne. Durch die Zugabe der errechneten Volumina an NER wurden diese lysiert,
so dass die nukleédren Proteine in Lésung gingen. Die Proben wurden gemischt und flr

40 Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden die Proben in



Material und Methoden 26

Abstdnden von etwa 10 Minuten wiederholt gemischt. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation des Reaktionsgemisches fur 15 Minuten bei 13.000 U/min (15.700x g) und
4°C (Eppendorf 5415 R, Eppendorf). Der Uberstand entsprach den nukledren
Proteinextrakten und wurde in neue Reaktionsgefal3e Uberfihrt. Die Konzentration der
isolierten Proteine wurde mit einem ,PIERCE® BCA Protein Assay Reagent Kit"
(Thermo Scientific) Uberprift (Siehe 2.5).

2.6.2 Herstellung der Oligonukleotid-Sonde

Zur Durchfihrung des ,electrophoretic mobility shift assays® wurde das fir NFkB
komplementére Oligonukleotid mit radioaktivem yP3*2-ATP, die so genannte ,hot probe®,

hergestellt. Folgendes Gemisch wurde angesetzt:

12,75 pl ddH,0
5,00 pl 2,5-fach ,Forward Reaction Buffer” (Gibco®, Invitrogen)
3,75 pl (= 5 pmol) NFkB consensus sequence oligonukleotid (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg)
2,50 pl y-P*-ATP (10 pCi/pl, 3.000 Ci/mmol, GE Healthcare, Freiburg)
1,00 pl T4 Polynukleotidkinase (Gibco®, Invitrogen)

Das Reaktionsgemisch wurde fur 20 Minuten bei 37°C in einem Heizblock Eppendorf
Thermomixer comfort (Eppendorf) inkubiert. AnschlieRend wurde die Temperatur far
15 Minuten auf 65°C erhoht, um die weitere Reaktion zu inhibieren. Parallel zu dieser
Inkubation wurden zwei Bio-Rad Micro Bio-Spin® 6 Chromatography Columns (Bio-Rad)
fur zwei Minuten bei 3.400 U/min (1.100x g) (Heraeus Biofuge Pico, Thermo Scientific)
abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die Chromatographie-Saulen wurden auf
neue 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie gesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf diese
Saulen udberfihrt und fir zwei Minuten bei 3.400 U/min (1.100x g) zentrifugiert.
Der Durchfluss enthielt das radioaktiv markierte Oligonukleotid, die ,hot probe®.
Zur Bestimmung der Aktivitat wurden 1 ul ,hot probe® mit 10 ml Szintillationsflissigkeit
(Ultima Gold™, PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau-Jigesheim) vermischt und in einem
Szintillationszahler (Beckman Coulter) gemessen. Die durchschnittliche Aktivitat lag bei
80.000 Cherenkov counts pro ul bei einem akzeptablen Minimum von 50.000 Cherenkov
counts pro pl. Die ,hot probe® konnte nach Ansetzung bei ausreichender Aktivitat in einem

Plexiglasbehalter bei -20°C fur weitere Versuche bis zu 14 Tage gelagert werden.
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2.6.3 Hybridisierung

Nach der Herstellung der ,hot probe“ erfolgte die Hybridisierung der nuklearen
Proteinextrakte mit den radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonden. Die Protein-Proben
wurden auf Eis aufgetaut, die Konzentration wurde mittels eines ,PIERCE® BCA Protein
Assay Reagent Kit® (Thermo Scientific) bestimmt. Fir die Hybridisierung wurden
20 pg nukleare Proteine mit ddH,O in einem Gesamtvolumen von 17 pl eingesetzt.
Folgende Reaktionsansétze wurden pro Probe verwendet:

17,00 pl nuklearer Proteinextrakt (20 pg) in ddH,O

7,00 pl Gemisch aus 1 pg/ul Poly(dl-dC) (GE Healthcare) und 5-fach ,Binding Buffer*
(Bio-Rad; 60 mM Hepes, 20 mM Tris, 300 mM KCI, 5 mM EDTA, 5 mM DTT,
50% Glycerol, pH 7,9) im Verhaltnis 2:5

1,00 pl ,hot probe*

Die Ansatze fur die Hybridisierung (25 pl Gesamtvolumen) wurden fur 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

2.6.4 Gelelektrophorese

Die Ansatze aus der Hybridisierung wurden in frisch angesetzten Acrylamid-Gelen
aufgetrennt. Hierzu wurden die kleineren Glasplatten der Bio-Rad Protean IIx
Gelelektrophorese-Einrichtung (Bio-Rad) mit 500 pl Sigmacote® (Sigma-Aldrich)
silikonisiert. Die Gelkammern wurden mit dem dazugehérigen Abstandshaltern in einer
GielRvorrichtung zusammengesetzt. Die Geltaschen, die nach Einsatz eines Gelkammes
entstehen, wurden mit einem wasserfesten Stift vorgezeichnet und nummeriert.

Das Acrylamid-Gel wurde mit folgenden Losungen angesetzt:

6,75 ml  30%iges Acrylamid (National Diagnostics, Atlanta, USA)
2,50 ml  50%iges Glycerol (Serva, Heidelberg)
5,00 ml 5-fach TBE-Puffer (8,9 M Tris, 8,9 M Borséure, 200 mM ETDA, pH 8,3;
Invitrogen)
ad 50 ml ddH,O
150 ul - 30% Ammoniumpersulfat (APS; Bio-Rad)
75ul  TEMED (Bio-Rad)
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Die Acrylamidgele wurden in Frischhaltefolie gepackt und konnten flr vier bis 24 Stunden
bei 4°C gelagert werden. Die Elektrophorese der Proben erfolgte mit 0,5-fach TBE
(1,78 M Tris, 1,78 M Borséaure, 40 mM EDTA, pH 8,3; Invitrogen). Zunachst wurde das Gel
fur 30 Minuten bei 90 Volt vorgewarmt (Bio-Rad Power Supply 3000 Xi, Bio-Rad).
Anschlieend wurden die Gelkammern mit den Hybridisierungsanséatzen beladen und
zunéchst fur 30 Minuten bei 100 Volt, anschlielend fir 150 Minuten bei 160 Volt
aufgetrennt. Nach Beendigung der Gelektrophorese wurde das Gel auf ein
~Whatman® Cellulose Chromatography Paper Grade 3MM Chr“ (Whatman, Maidstone,
England) aufgenommen und mit Frischhaltefolie (Polyvinylchlorid) bedeckt. Die Trocknung
des Gels erfolgte zwischen zwei weiteren, gro3eren Whatman-Chromatographiefilter-
Papieren mit einem Bio-Rad Vacuum Gel Dryer Model 583 (Bio-Rad) bei 70°C fiir etwa 45
Minuten. Aus den fixierten Gelen wurde eine Autoradiographie auf Rontgenfilm angefertigt.

Die Belichtungsdauer der Filme betrug 48 bis 72 Stunden.
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2.7. Ribonuclease Protection Assay

Der ,Ribonuclease Protection Assay“ (RPA) ist eine sensitive und schnelle Methode, um
spezifische mRNA-Transkripte zu identifizieren und zu quantifizieren. Bei dieser Methode
wurden mit a-P*-UTP radioaktiv markierte RNA-Sonden unter Einsatz von Einzelstrang-
spezifischen Ribonukleasen (RNase) verwendet, die es ermoéglichten, mehrere Proben
und Transkripte gleichzeitig zu untersuchen. Das Prinzip dieses Versuches beruhte auf
einer Hybridisierung der isolierten mRNA in den Proben mit einer im Uberschuss
zugegebenen  einzelstrangigen  ,Antisense“-mRNA-Sonde.  Uberschiissige, nicht
gebundene oder nicht zu den Zielsequenzen homologe mRNA wurde nach Hybridisierung
durch eine Einzelstrang-spezifische RNase verdaut. Die RNase wurde daraufhin
inaktiviert und extrahiert. Die Sonden-Target-Hybride wurden in einer denaturierenden
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte

mittels Autoradiographie durch Exposition auf einem Rontgenfilm.

2.7.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA aus Gewebe wurde mit der Guanidiniumthiocyanat-
Methode durchgefuhrt (Chomczynski und Sacchi, 1987). Hierzu wurde das gesamte
Gewebe in einem Dispergiergerat T 10 basic Ultra-Turrax® (IKA GmbH & Co. KG) in
TRIzol® Reagent (Invitrogen) homogenisiert. Fur die Isolation wurden in der Regel
3 ml TRIzol® Reagent pro Lungenhédlfte oder ganzem Herzen eingesetzt. Bei der
Aufarbeitung eines halben Herzens hingegen nur 2 ml des Reagenz. Die Reagenzien
wurden in ein 14 ml Falcon®-Reaktionsgefal? (Becton Dickinson) pipettiert, welches sich
fur die Zerkleinerung der Organe mit dem Dispergierwerkzeug am besten eignet.
Zwischen den Homogenisationsschritten wurde das Dispergiergerat einmal in 4 molarer
Guanidinthiocyanat (GTC) und zweimal in vorgekuhltem, 0,1%igem Diethylpyrocarbonat
(DEPC) gereinigt. Das Homogenisat wurde fur 10 Minuten auf Eis inkubiert, bevor
Chloroform (Merck, Darmstadt; 200 pl pro ml TRIzol® Reagent) hinzupipettiert wurde. Der
Ansatz wurde mit einem Vortex Genie® (Thermo Scientific) vorsichtig gemischt und
weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. In einer auf -9°C vorgekihlten Eppendorf Centrifuge
5810R (Eppendorf) wurden die Isolationsansatze fur 30 Minuten bei 4.000 U/min
(3.220x g) abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation kommt es zu einer Auftrennung in drei
Phasen. Die untere Phase besteht aus TRIzol®, die Interphase aus denaturierten

Proteinen, und die obere, klare bis gelbliche Phase enthélt die geloste Gesamt-RNA.
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Diese wurde vorsichtig herauspipettiert und in ein neues 15 ml Falcon®-Reaktionsgefald
Uberfuhrt. AnschlieBend wurde die Losung der oberen Phase mit 500 pul Isopropanol
(Merck) pro ml eingesetztem TRIzol® Reagent vermischt (Vortex Genie®, Thermo
Scientific) und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Mit diesem Schritt wurde die Gesamt-RNA
prazipitiert. Der Ansatz wurde dann fur 20 Minuten bei 4.000 U/min (3.220x g) in der
weiterhin vorgekiihlten Zentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und
verworfen. Das Sediment wurde anschlie3end in 75%igem Ethanol (Merck), welches mit
0,1% DEPC angesetzt wurde, gewaschen (Entsalzung). Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt fir 10 Minuten bei 4.000 U/min (3.220x g) erhielt man ein sichtbares
Sediment, das die Gesamt-RNA enthielt. Nach Abnahme des Uberstandes wurde dieses
Sediment fur 10 bis 15 Minuten unter dem Abzug getrocknet, bevor es in 50 oder 100 pl
0,1%igem DEPC resuspendiert wurde. Die isolierte RNA wurde bis zur Untersuchung bei

-80°C gelagert.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Gesamt-RNA

Die Konzentration an Gesamt-RNA in den isolierten Proben wurde mit einem Eppendorf
BioPhotometer 6131 (Eppendorf) bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen.
Hierzu wurden 2 pl des lIsolates in 98 ul 0,1%igem DEPC geldst (Verdinnung 1:50).
Nach Bestimmung der Absorption konnte die Konzentration an mRNA nach folgender

Formel bestimmt werden:

Messwert Azg0 X 40 x Verdlinnungsfaktor = RNA-Konzentration [ug/ml]

Fur den RPA wurden 20 pg Gesamt-RNA pro Probe verwendet. Das entsprechende
Volumen wurde aus den Isolaten entnommen und lyophilisiert (Siehe ,2.7.4

Hybridisierung®).

2.7.3 Synthese der Antisense-mRNA-Sonde

Zur Synthese der ,Antisense“-mRNA-Sonde wurde ein speziell angefertigtes ,custom
template template set” von GE Healthcare verwendet, welches die komplementare DNA
(cDNA) folgender Zielgene (,target genes®) enthielt: TLR2, TLR4, iINOS, TNF-q, IL-18 und
IL-6. Des Weiteren enthielt das Template die cDNA der konstitutiv exprimierten Gene
(,house-keeping gene*) L32 und Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH).
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Zur Synthese der Sonde wurde folgender Ansatz pipettiert:

1 pl RNasin (BD Biosciences)

1 pl Ribonukleotid -Mix GACU (BD Biosciences)

2 ul  Dithiothreitol (DTT; BD Biosciences)

4 ul  5-fach Transkriptionspuffer (In Vitro Transkription Kit, BD Biosciences)
10 pl a-P* UTP (9,25 Mbq / 250 pCi; GE Healthcare)

1 ul ,custom template set” (BD Biosciences)

1 ul T7-RNA-Plymerase (BD Biosciences)

Das Reaktionsgemisch zur Synthese der radioaktiv-markierten Antisense-mRNA-Sonde
wurde fur 90 Minuten bei 37°C mit einem Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)
inkubiert. Die Transkription wurde durch eine 30-minttige Inkubation mit 2 pul DNase
(BD Biosciences) gestoppt. Danach wurden zur Enzymreaktion folgende L&sungen

pipettiert:

25 pl 20 mM EDTA (BD Biosciences)
25 ul Citrat-gepuffertes Phenol (Applichem, Darmstadt)
25 ul  Chloroform-Isoamylalkohol 50:1 (Merck)

2 ul Hefe-tRNA (BD Biosciences).

Nach Zentrifugation fur 5 Minuten bei 13.000 U/min (16.040x g) mit einer Heraeus Biofuge
pico (Thermo Scientific) wurde der RNA-haltige klare Uberstand in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefall Uberfuhrt und erneut mit 50 ul Chloroform-Isoamylalkohol
gewaschen. Nach einer weiteren Uberfiihrung in ein drittes ReaktionsgefaR wurde der
Sonde eine Mischung aus 50 pl 4 M Ammoniumacetat (BD Bioscience) und 250 pl Ethanol
absolut (Merck) zugesetzt. In dieser Losung wurde die Antisense-mRNA bei -80°C fur
mindestens 30 Minuten prazipitiert und zu einem Pellet bei 13.000 U/min (16.040x g) far
15 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet wurde in
90%igem Ethanol (Merck) gewaschen und fir 10 Minuten luftgetrocknet. Anschlie3end
wurde die Antisense-mRNA in 30 pl Hybridisierungspuffer (BD Biosciences) gelost.
Zur Messung der Aktivitat wurde 1 pl der RNA-L6sung in 10 ml Szintillationsflissigkeit
(Ultima Gold™, PerkinElmer LAS GmbH) gelést und mit einem Szintillationszéhler
Beckman LS 6000 IC (Beckman Coulter) gemessen. Die durchschnittliche Aktivitat lag bei
3.000.000 Cherenkov counts pro I bei einem akzeptablen Minimum von

300.000 Cherenkov counts pro pl.
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2.7.4 Hybridisierung

Fur die Hybridisierung wurden aus jeder zu untersuchenden Probe 20 pg mRNA
eingesetzt. Das Volumen, in dem 20 pg isolierte mRNA enthalten waren, wurde in ein
neues Reaktionsgefald Uberfihrt und zur Lyophilisierung in einer Vakuumzentrifuge
(SpeedVac, Savant Instruments Inc., USA) abzentrifugiert, bis nur noch ein Sediment
sichtbar war. Die Sedimente wurden in je 8 ul Hybridisierungspuffer (BD Biosciences)
gelost. Von der radioaktiv-markierten Antisense mRNA wurden 2 pl zu jeder Probe
gegeben. Die Reaktionsgemische wurden mit einem Tropfen inertem Mineraldl
(Sigma-Aldrich) verschlossen. AnschlieBend wurden die Proben in einem Eppendorf
Thermomixer comfort (Eppendorf) fur 5 Minuten auf 90°C erhitzt.

Der Heizblock wurde langsam um 1°C pro Minute auf 56°C abgekuhlt, und die Proben
wurden Uber Nacht bei dieser Temperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben
auf eine Temperatur von 30°C gebracht und mit 100 pl RNase-Cocktail, bestehend aus
RNase-Puffer:RNase A und Template-Mix (RPA-Kit, BD Biosciences) im Verhaltnis
417:1 (2,5 ml RNase Puffer und 6 pl RNase A + Template-Mix fir 20 Proben) fir
30 Minuten bei dieser Temperatur inkubiert. Vor Abschluss des Verdaus wurde ein
Proteinase-Cocktail aus Proteinase-Puffer, Proteinase K und Hefe-tRNA (BD Biosciences)
im Verhaltnis 13:1:1 (390 pl Proteinase-Puffer, 30 ul Proteinase K und 30 pul Hefe-tRNA fur
20 Proben) vorbereitet. Von diesem Gemisch wurden jeweils 18 pl pro Probe in neue
ReaktionsgefaRe aliquotiert. Der RNase-Verdau wurde unterhalb der Olphase
herauspipettiert und mit Proteinase K bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert. Die RNase sowie
die Proteinase K wurden durch die Zugabe von 65 pl Citrat-gepuffertes Phenol
(Applichem) und 65 pl Chloroform:Isoamylalkohol (Merck; im Verhéltnis 50:1) extrahiert.
Die Reaktions-ansatze wurden fur 5 Minuten bei 13.000 U/min (16.040x g) abzentrifugiert,
die klaren Uberstande wurde in Ansatze mit 120 pul Ammoniumacetat (Merck) und
650 pl Ethanol absolut (Merck) tberfuhrt und far 30 Minuten bei -80°C prazipitiert.
Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 13.000 U/min (16.040x g) wurde das Pellet in
90%igem Ethanol gewaschen und fur 10 Minuten luftgetrocknet. Die getrockneten und
Ethanol-freien mRNA-Doppelstrang-Proben wurden nun in 5 pul RNA-Gelelektrophorese-
Ladepuffer (BD Biosciences) geldst und fiir 5 Minuten bei 90°C denaturiert. Anschliel3end
wurden die Proben auf Eis gekihlt. Ein Standard wurde aus einer 1:100-Mischung von
nicht-hybridisierter ,Antisense“-mRNA-Sonde und Hybridisierungspuffer hergestellt.
2 ul dieses Gemisches wurden mit 3 pl RNA-Ladepuffer gemischt und parallel zu den zu

untersuchenden mRNA-Proben denaturiert und abgekunhlt.
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2.7.5 Gelelektrophorese

Vor dem Zusammenbau der Gelelektrophorese-Kammer Bio-Rad Sequi-Gene®
GT Sequencing Cell (Bio-Rad) wurden die Glasplatten grindlich mit Ethanol (Merck) und
ddH,O gereinigt. Die obere, abnehmbare Glasplatte wurde mit 1 ml Sigmacote®
(Sigma-Aldrich) eingerieben, um eine spatere Adhasion des Gels an dieser Platte zu
vermeiden. Anschliel3end wurde die Apparatur zusammengebaut und ein 0,4 mm dickes

Gel aus folgenden Komponenten gegossen:

30,0 ml ultra pure SequaGel® 6 (National Diagnostics)
7,5 ml ultra pure SequaGel® Complete (National Diagnostics)
0,3 ml 10% APS-L6sung (Bio-Rad)

Das Gemisch wurde horizontal mit einer 50 ml Perfusionsspritze (Becton Dickinson) in die
Gelkammer gefullt. Der Gelkamm zum Beladen der RNA-Proben wurde am oberen Rand
des Gels eingebracht. Das Gel war nach etwa zwei Stunden fertig polymerisiert.
Nach Entnahme des Kammes wurde das Gel vertikal in die Elektrophorese-Apparatur
Sequi-Gen GT Sequencing Cell (Bio-Rad) gestellt. Die Elektrophorese-Apparatur wurde
mit 0,5-fachem TBE-Laufpuffer (0,89 M Tris, 0,89 M Borséure, 20 mM EDTA, pH 8,3
(Merck)) gefillt. Vor dem Beladen mit den Proben wurde das Gel bei mit einer Leistung
von 50 Watt fir 30 Minuten vorgewarmt (Bio-Rad Power Supply 3000 Xi, Bio-Rad). Die
Proben wurden anschlielend aufgetragen und bei einer Spannung von 190 Volt fur
120 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach Ablauf der Elektrophorese wurde die obere Glasplatte abgenommen, und das Gel
mit ,Whatman® Cellulose Chromatography Paper 3MM Grade“ (Whatman) in der gleichen
Grole aus der Kammer entnommen. Das Polyacrylamid-Gel wurde mit einer
Frischhaltefolie aus Polyvinylchlorid bedeckt und fir 60 Minuten bei 70°C in einem
Vaccum Gel Dryer Model 583 (Bio-Rad) getrocknet. Aus den fixierten Gelen wurde eine
Autoradiographie auf Rontgenfilm angefertigt. Nach einer Belichtungsdauer von
48 bis 72 Stunden wurden die Filme entwickelt.
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2.7.6 Auswertung

Neben der Autoradiographie wurde eine digitale Auswertung des ,RNase Protection
Assays® durchgefuhrt. Hierzu wurde eine ,Phosphoimager-Screen® Kassette (Fuji-Film,
Dusseldorf) nach Auflage des Gels fur 30 bis 60 Minuten belichtet. Die Filme wurden zur
guantitativen Auswertung mit einem Laserscanner FLA 300 (Fuji-Film) eingescannt.
Die Intensitat der durch die Hybridisierung entstandenen Banden wurde mit der Software
AIDA Image Analyzer Version 3.45 (Raytest GmbH, Sprockhovel) ausgewertet.
Die Expression der Banden wurde auf die Expression des ribosomalen Proteins L32,
einem konstitutiv exprimierten Gen, normalisiert (Chomczynski und Sacchi, 1987; Muller et
al., 2001). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software). In einer multifaktoriellen Varianzanalyse
(2-Wege-Anova) mit einer Bonferoni post-hoc-Analyse wurde die statistische Signifikanz,

die bei einem Niveau von p < 0,05 lag, bestimmit.
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2.8 Quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Im spateren Zeitverlauf dieser Arbeit wurde die quantitative ,Real-Time“-PCR (qRT-PCR)
zur Analyse der mRNA-Expression angewandt. Diese Methodik erlaubte es, eine grof3ere
Anzahl von Proben in einem direkten Vergleich analysieren zu kénnen. Die Isolation der
MRNA wurde weiterhin mit TRIzol® (Vergleiche 2.7.1) durchgefihrt. Vor der Analyse der
Proben wurde eine reverse Transkription durchgefuhrt, so dass letztendlich die
komplementare DNA (cDNA) flur die Messung eingesetzt wurde. Zur Durchfihrung der
quantitative ,Real Time“-PCR wurden kommerziell erhaltliche Primer-Sonden der Firma

Applied Biosystems (Darmstadt) verwendet.

2.8.1 Synthese der komplementaren DNA (cDNA)/Reverse Transkription

Die Isolation der mRNA erfolgte mit TRIzol®, wie in 2.7.1 beschrieben. Der RNA-Gehalt
der Proben wurde photometrisch quantifiziert (Vergleiche 2.7.2). Fur die Synthese der
komplementaren DNA (cDNA) wurde eine RNA-Menge von 1 pg pro Ansatz verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung eines ,Omniscript® RT Kit“ (Qiagen).

Ein Master-Mix aus folgenden Komponenten wurde angesetzt (Tabelle 4).

Komponente Master-Mix einfach [ul]
10 x RT-PCR Buffer 2
dNTP-Mix (5 nmol each) 2
Oligo-dT-Primer 2

Omniscript® reverse Transcriptase 1

variabel, mit RNase-free H,O auf 13
MRNA

pl aufgefillt

Tabelle 4: Ansatz fir die reverse Transkription nach Anleitung des Qiagen

,omniscript® RT Kits* fur die Synthese von komplementarer DNA (cDNA)

Auf die Zugabe eines RNase-Inhibitors wurde verzichtet, da die Proben relativ zlgig
verarbeitet wurden und die Kuhlkette wéhrend des Ansetzens aufrecht erhalten wurde.
Die reverse Transkription wurde mit einem Thermocycler (Whatman Biometra
T-Gradient 96; Biometra) durchgefthrt. Hierzu wurden die Proben fir 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkihlung der Proben auf 4°C gestoppt. Bis zur
Durchfihrung der quantitativen ,Real Time“-PCR wurde die cDNA bei -20°C gelagert.
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2.8.2 Analyse der Genexpression

Die gRT-PCR erfolgte mit dem TagMan 7900HT (Applied Biosystems) unter Verwendung
von 384-Well-Platten. Zur Durchfuhrung der Versuche wurden folgende Primer-Sonden

verwendet (Tabelle 5).

Primer-Sonde Produkt-Nummer
mouse GAPDH (endogene Kontrolle) Mm99999915 gl
mouse TLR9 MmO00446193_m1l

Tabelle 5: Verwendete Sonden fiur die qRT-PCR (Applied Biosystems, Darmstadt)

Fur die Vorbereitung der Sonden wurde ein ,2 x PCR Universal Master Mix“ (Applied
Biosystems) verwendet. Die Analyse einzelner Proben pro Zielgen erfolgte in einer
Dreifachbestimmung (Triplett). Fur die Analyse von 16 Proben in einem Triplett wurde ein
Ansatz fur 48 Wells (3 x 16) vorbereitet. Hierzu wurde folgender ,Master-Mix“ pro Versuch
gewahlt (Tabelle 6).

Komponente Master-Mix einfach | Master-Mix pro Zielgen bei der Belegung
[ul] von 48 Wells [pl]

PCR Master-Mix (2 x) 5,0 280

RNase-free H,O 3,5 196

Primer Sonde 0,5 28

Tabelle 6: Ansatz eines ,,Master-Mixes“ fur die qRT-PCR bei der Belegung von 3 x 16
Wells (48 Wells)

Jedes Well wurde zundchst mit einer 8-Well Multiwellpipette mit 9 ul ,Master-Mix“ beladen.
Anschlie3end wurden die gleichen Vertiefungen mit 1 pl Ansatz aus der cDNA-Synthese
beladen, so dass fur die Analyse eine cDNA-Menge von 50 ng (1 pl aus der reversen
Transkription mit 1 pg Gesamt-mRNA in 20 pl) eingesetzt wurde. Die qRT-PCR erfolgte in
einer relativen AACt Studie. Die Messung wurde mit 50°C fir 2 Minuten und 95°C fur
10 Minuten gestartet. In 40 Zyklen erfolgte ein Wechsel von 95°C fur 15 Sekunden und
60°C fur 60 Sekunden. Als endogene Kontrolle wurde das mausspezifische, konstitutiv
exprimierte Gen (,house-keeping gene®) Glycerinaldehyd-phosphat-Dehydrogenase
(,mouse GAPDH") verwendet. Alle weiteren Gene dienten als Zielgene (,target genes®),
deren relative Expression analysiert werden sollte. Die mMRNA-Probe einer unstimulierten

WT-Maus diente als interne Kontrolle zur Bestimmung des Relativen Quotienten (RQ).
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2.8.3 Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte in einer sogenannten ,quantitativen AAC+ study®, in der
die Ergebnisse aus der gRT-PCR mit der Software SDS 2.2 (Applied Biosystems)
analysiert wurden. Die Software ermdglicht bei einer relativen Quantifizierung die
automatische Bestimmung der Cr-Werte und der resultierenden relativen Quotienten (RQ).
Fur diese Untersuchungen dienten ,Maus GAPDH" als endogene Kontrolle der
Genexpression. Die mRNA einer unstimulierten WT-Maus diente als Referenz fir die
relative Expression in der Darstellung als relativer Quotient (RQ). Diese Werte wurden mit
einander verglichen, um beurteilen zu kbnnen, um das wievielfache die Genexpression der
Zielgene sich erhoht oder erniedrigt hat. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
der Software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software). In einer multifaktoriellen
Varianzanalyse (2-Wege-Anova) mit einer Bonferoni post-hoc-Analyse wurde die

statistische Signifikanz, die bei einem Niveau von p < 0,05 lag, bestimmt.

2.9 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Neben der Analyse der mMRNA-Expression wurde die Konzentration (in pg Zytokin pro mg
Protein) der proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6 und TNF-a in einer Zellsuspension
bestimmt, die aus Herzen und Lungen gewonnen wurde. Das Prinzip dieser Messung
beruhte auf einer quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik. Ein spezifischer
Antikdrper (AK) fur die jeweiligen Zytokine (TNF-a und IL-18 — polyklonaler AK,
IL-6 — monoklonal AK) wurde auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte beschichtet. Die Standards,
Kontrollen und Proben wurden in wassriger Losung in die jeweiligen Wells pipettiert.
Die Zytokine in diesen Losungen wurden anschlielend durch die immobilisierten
Antikdrper gebunden. Nachdem die ungebundenen Substanzen in einem Waschschritt
entfernt wurden, wurde ein Enzym-gebundener polyklonaler Antikérper, der spezifisch fur
das jeweilige Zytokin war, hinzugegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
ungebundenen Antikorper-Enzym Reagenzien entfernt, und die Substrat-Losung
hinzugegeben. Das Produkt der Enzymreaktion war eine blaue L6sung, die sich durch
Ansauerung mittels Stopp-Lésung (,Stop Solution®) gelb verfarbte. Dieser Farbumschlag
war notwendig, um die photometrische Messung bei 450 nm durchzufiihren.
Die Intensitat der gemessenen Farbreaktion stand in einem proportionalen Verhaltnis zum
vorhandenen, gebundenen Zytokin. Mittels einer Standardkurve wurde die Konzentration

des jeweiligen Zytokins bestimmit.
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2.9.1 Proteinisolation aus Gewebe fir die ELISA-Messung

Fur die Isolation von Proteinen aus Herzen und Lungen wurde folgender Lysis-Puffer

verwendet (Tabelle 7).

LOsung

Volumen [ml]

PBS (autoklaviert) 9,60
Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim, 0.40
Deutschland) ’

Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 0,01
250 mM PMSF in Isopropanol geldst 0,01

Tabelle 7: Zusammensetzung des Lysis-Puffers fur die Isolation von Proteinen fir

die ELISA-Messung

Zur Herstellung einer Losung des Protease-Inhibitors wurde eine Tablette der Roche

complete mini tab (Roche, Mannheim) vollstandig in 2 ml PBS aufgelost. Der Puffer wurde

wahrend der Aufbereitung der Proben auf Eis gekuhlt. Die gefrorenen Herzen wurden in
1 ml ELISA-Puffer mit einem Dispergiergerat T 10 basic Ultra-Turrax® (IKA GmbH & Co.

KG) mazeriert. Die Zellsuspensionen wurden 15 Minuten auf Eis inkubiert, anschliel3end
wurden die Zelltrimmer bei 13.000 U/min (15.700x g) fur 15 Minuten bei 4°C (Eppendorf
5415 R, Eppendorf) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und aliquotiert.

Die aufbereiteten Proben wurden bis zur Messung bei -80°C gelagert.
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2.9.2 Bestimmung der Zytokin-Konzentration im Gewebe

Fur die Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen wurden kommerziell erhaltliche
Quantikine® ELISA-Kits der Firma R&D Systems GmbH (Wiesbaden) verwendet
(Tabelle 8).

ELISA-Kit bzw. Zytokin Produkt-Nummer
Quantikine® mouse IL-13 M6000B
Quantikine® mouse IL-6 MLBOOB
Quantikine® mouse TNF-a MTAOO

Tabelle 8: Verwendete Quantikine® ELISA-Kits der Firma R&D Systems GmbH

Die Herstellung der Standards und die Einhaltung der Inkubationszeiten erfolgten nach
Anleitung der Herstellerfirma. Die Waschschritte der 96-Well-Platten wurde in 5 Zyklen mit
einem Atlantis Microplate Washer V1.3 (Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich) durchgefiihrt.
Nach Zugabe der ,stop solution® (Stopp-Losung) wurde die Reaktion in den Wells
beendet.

Parallel zur ELISA-Messung wurde die Proteinkonzentration in den zu untersuchenden
Proben mit einem ,PIERCE BCA™ Protein Assay Reagent Kit“ bestimmt (Vergleiche
,2.5 Proteinbestimmung®). Unter Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors wurde die
Proteinkonzentration der Proben [mg/ml] bestimmt.

Mit dem ELISA-Reader Asys EXPERT 96 (Asys Hitech) wurden die optischen Dichten der
Proben photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Kontrollwellenlange
von 540 nm gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software
MIKROWIN 2000 V 1.0 (Mikrotek, Overath). Mit Hilfe dieses Programms wurde eine
Standardkurve in einer 4-Punkt-Auftragung erstellt. Die minimal detektierbare
Konzentration betrug entsprechend der Angabe des Herstellers 1,6 pg pro Mililiter.
Signifikante  Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen konnten vom Hersteller
ausgeschlossen werden. Aus den gemessenen, optischen Dichten der Proben im
Zusammenhang mit ihren  Proteinkonzentrationen  wurde  automatisch  die
Zytokin-Konzentration [pg pro mg Protein] bestimmt.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software). In einer multifaktoriellen Varianzanalyse (2-Wege-Anova) mit einer
Bonferoni post-hoc-Analyse wurde die statistische Signifikanz, die bei einem Niveau von

p < 0,05 lag, bestimmt.
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2.10. Bestimmung der Zytokinkonzentration im Serum mittels ,,Multiplex Cytokine

Assay*“

Fur die Bestimmung der Zytokinkonzentration in den Sera wurde ein ,Multiplex cytokine
assay“ durchgefuihrt. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof.
Kai Zacharowski (ehemals Universitatsklinikum Dusseldorf, jetzt Anasthesiologie,
Universitatsklinikum  Frankfurt) durchgefihrt. Diese Methodik hatte gegenuber
herkémmlichen ELISA-Kits den Vorteil, dass mit dem geringen Volumen an Sera, die den
Versuchstieren enthommen werden konnte (bis zu 200 ul pro Tier), mehrere Zytokine
gleichzeitig gemessen werden konnten.

Das Blut wurde durch arterielle Punktion des abdominalen Aortenbogens entnommen.
Zwei 1-Mililiter-Infusionsspritzen wurden mit 1 ml Heparin (5000 1U/ml) aufgezogen und
wieder entleert. Die Benetzung der Spritze reichte aus, um die Blutgerinnung zu hemmen
(Antikoagulation). Das Blut wurde entnommen und bei 4.000 U/min (3.400x g) fur
10 Minuten abzentrifugiert. Die Uberstande (Sera) wurden bei -20°C gelagert.

Unmittelbar nach dem Auftauen wurden die Proben bei 37°C analysiert, um die
Vergleichbarkeit der Daten zu gewahrleisten. Die Konzentration an TNF-a, IL-1B und IL-6
(Mouse Cytokine 10-Plex fur den Luminex™ Laser; BioSource Europe, Nivelles, Belgien)
wurde nach der ,microsphere array technique® (Luminex 100 system, Luminex
Corporation, Austin, USA) gemessen. Die Messung wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software). In einer multifaktoriellen Varianzanalyse (2-Wege-Anova) mit einer
Bonferoni post-hoc-Analyse wurde die statistische Signifikanz, die bei einem Niveau von

p < 0,05 lag, bestimmt.
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2.11 Western Blot

Mittels Western Blot-Technik wurde die Proteinexpression von TLR9, sowie der ,Mitogen-
aktivierenden Protein Kinasen“ (MAP-Kinasen) ERK1/2 (,extrazellular regulierte Kinasen 1
und 2% und ,Protein 38“ (p38) untersucht. Fur diese Versuche wurden aquivalente
Mengen an Protein (40 pg) in einer reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach ihrer Molekiilmasse [Kilodalton (kD)] aufgetrennt. Nach Ubertragung
der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (GE Healthcare), die als Blot bezeichnet
wird, erfolgte die Behandlung mit entsprechenden priméaren und sekundaren, ,horseradish
peroxidase“-(HRP)-konjugierten Antikérpern. Die Chemilumineszenz, die nach Zugabe der
Elektrochemolumineszenz (ECL)-L6sung (Perkin Elmer, Waltham, USA) gestartet wurde,
konnte durch Auflegen eines Rontgenfilm (Fuji-Film) bis zu 30 Minuten nach Inkubation mit

dem Substrat nachgewiesen werden.

2.11.1 Proteinisolation fir den Western Blot

Fur die Verwendung von Proben fur den Western Blot wurden verschiedene Methoden der
Proteinisolation durchgefiihrt. Fir den Nachweis der TLR9-Proteinexpression wurde ein

Lysis-Puffer mit folgender Zusammensetzung verwendet (Tabelle 9).

50 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochloride (Tris-HCI), pH 7,4

(Serva)

150 mM Natriumchlorid (NaCl) (Merck)

1 mM Ethylendiamintriessigsaure (EDTA) (Merck)

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Merck)

0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) (Serva)

1,0% Natriumdeoxycholat (Merck)

5 nug/ml  Leupeptin (Sigma-Aldrich)

5 pg/ml Aprotinin - (Sigma-Aldrich)

Tabelle 9:: Zusammensetzung des Lysis-Puffers zur Analyse TLR9-Protein-

expression
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Fur die Isolation der Proben zum Nachweis der MAP-Kinasen wurde ein Lysis-Puffer

(RIPA-Puffer) mit folgenden Komponenten verwendet (Tabelle 10).

20 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochloride (Tris-HCI), pH 7,4

(Serva)

50 mM Natriumchlorid (NaCl) (Merck)

10 mM Ethylendiamintriessigsaure (EDTA; Merck)

50 mM Natriumfluorid (Merck)

20 mM Natriumpyrophospat (Merck)

1 mM Natriumorthovanadat (Merck)

1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

o

1 mM PMSF( Merck)

5 pg/ml Benzamidin (Sigma-Aldrich)

5 ug/ml  Leupeptin (Sigma-Aldrich)

5 ug/ml  Aprotinin  (Sigma-Aldrich)

Tabelle 10: Zusammensetzung des Lysis-Puffers fur die Analyse der Expression der
MAP-Kinasen

Die gefrorenen Herzen wurden in 1 ml Lysis-Puffer mit einem Dispergiergerat T 10 basic
Ultra-Turrax® (IKA GmbH & Co. KG) mazeriert. Die Proben wurden fir 15 Minuten im
Puffer auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand nach Zentrifugation bei
13.000 U/min (15.700x g) und 4°C fur 15 Minuten (Eppendorf 5415 R, Eppendorf)
abgenommen und aliquotiert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C
aufbewahrt.  Die  Bestimmung der  Proteinkonzentration  wurde, wie in

»2.9 Proteinbestimmung® beschrieben, durchgefuhrt.
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2.11.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die isolierten Proteine wurden mit je 20 pl Ladepuffer (,loading buffer) in aquivalenten
Mengen zu 80 pg mit ddH,O auf ein Volumen von 70 pl verdinnt und anschliel3end flr
5 Minuten bei 95°C erhitzt. Fur die SDS-PAGE wurden je 35 pul Protein-Ladepuffer-

Gemisch eingesetzt.

Ladepuffer (4-fach):

100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Serva)
8,0%  Glycerol (Serva)

3,2%  SDS (Serva)

8,0%  2,6-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
0,001% Bromphenolblau (w/v; Sigma-Aldrich)

Fur die Elektrophorese wurde eine ,Bio-Rad Mini-Protean II“-Kammer (Bio-Rad)
verwendet. Die Glasplatten der Apparatur wurden vor dem Zusammensetzen mit
70% Ethanol (Merck) und ddH,O gereinigt. In der Regel wurden 1 mm ,Spacer und
,10 Well“-Kamme verwendet. Die Trenngele setzten sich entsprechend der gewéhlten

Acrylamid-Konzentration aus folgenden Komponenten zusammen (Tabelle 11).

Acrylamidkonzentration 7.5% 10% 12%
ddH,O 12 mi 10,0 mi 8,4 ml
Trenngel-Puffer 6 ml 6 ml 6 ml
Acrylamid 19:1 (Bio-Rad) 6 ml 8 ml 9,6 ml
10% APS (Bio-Rad) 80 pl 80 pl 80 pl
TEMED (Bio-Rad) 12 pl 12 12 pl

Tabelle 11: Komponenten der Trenngele fir die SDS-PAGE

Zusammensetzung des Trenngel-Puffers:

750 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 8,8 (Serva)

0,4 % SDS (Serva)
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Nach Polymerisation des Trenngeles wurde das Sammelgel aus folgenden L&sungen

gegossen (Tabelle 12).

ddeO 7,2 mil
Sammelgel-Puffer 3ml
Acrylamid (Bio-Rad) 1,8 mi
10% APS (Bio-Rad) 61,2 pl
TEMED (Bio-Rad) 18 ul

Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels fur die SDS-PAGE

Zusammensetzung des Sammelgel-Puffers:
250 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 6,8 (Serva)
0,4 % SDS (Serva)

Die Kdmme wurden dem Sammelgel aufgesetzt. Nach Polymerisation des Sammelgels
wurden je 35 pl vorbereitete Probe in eine Lauftasche aufgetragen. Als Marker fir die
GroRe der aufgetrennten Proben wurde ein ,Bio-Rad Precision Plus Protein Standard®
(Bio-Rad) verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 90 Volt fur 30 Minuten gestartet,
anschlieBend wurde die Spannung bis zum Ende der Auftrennung auf 130 Volt erhdht. Der

Laufpuffer setzte sich folgendermalf3en zusammen:

25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base), pH 8,3 (Serva)
192 mM Glycin (Merck)
0,5 % SDS (Serva)

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Trenngel aus der Apparatur entnommen.
Eine ,Bio-Rad Mini-Protean II“-Kammer (Bio-Rad) wurde fir den Transfer vorbereitet und
aufgebaut. Eine Nitrocellulosemembran (GE Healthcare) wurde auf das Trenngel
aufgelegt. Nach Zugabe des Transfer-Puffers wurde der Blot gestartet. Der hier

verwendete Transfer-Puffer hatte folgende Zusammensetzung:

112,5 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 8,3 (Serva)
865,0 mM Glycin (Merck)
20 % Methanol (Merck)
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Fur die Durchfihrung des Transfers wurden zwei Methoden etabliert:
1. Transfer mit 500 mA fir 90 Minuten bei 4°C
2. Transfer mit 100 mA fir mindestens 16 Stunden bei Raumtemperatur.

Nach Beendigung des Transfers wurden die Banden des Markers, die bei erfolgreichem
Blot auf der Nitrocellulosemembran erkennbar sind, mit einem Kugelschreiber nach-
gezeichnet. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran fur 1 Minute mit
Ponceau-L6sung angefarbt, die sich aus 0,5 g Ponceau S (Sigma-Aldrich) und
250 ml einer 3%igen Trichloressigsaure (TCA) zubereitet wurde. AnschlieBend wurden die
Blockierungs- und Waschschritte durchgefiihrt. Grundlage fir die dabei verwendeten
Losungen war eine 10-fach konzentrierte TBS-LOosung, die sich folgendermalien

zusammensetzte:

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 108,9 g

NaCl 360,0 g

ddH,0O 4,5 |

pH - Wert 7,6 mit HCI

Die Nitrocellulosemembran wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder Gber Nacht
bei 4°C mit einer Blockierlésung behandelt, die sich aus 1-fach TBS (aus 10-fach Lésung
verdinnt) mit 5% Rinderserumalbumin (BSA; PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
und 0,1% Tween 20 (Merck) zusammensetzte. Bei der anschlielenden Inkubation mit
dem primaren Antikdrper haben sich zwei Mdglichkeiten angeboten:

1. Inkubation Gber Nacht bei 4°C

2. Inkubation fur eine Stunde bei Raumtemperatur.
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Folgende primaren Antikérper und Verdinnungen wurden in dieser Arbeit verwendet
(Tabelle 13).

Primarer Antikorper Grolie [kDa] Verdinnung
Anti-TLR9 (IMG-431, Imgenex, Sorrento Valley, 113 1:1.000
USA), polyclonal rabbit

Anti-GAPDH (IMG-5019A, Imgenex) 36 —40 1:1.000
Phospho-p38 (# 9211, cell signalling, Danvers, 38 1:1.000

USA), polyclonal rabbit

p38 (C-20) (sc-535 Santa Cruz Biotechnology), 38 1-500

polyclonal rabbit

Phospho-ERK1/2 (# 9106, New England Biolabs, 42 | 44 1:1.000

Ipswich, USA), monoclonal mouse

ERK1/2 (# 9102, cell signalling), polyclonal rabbit 42 | 44 1:500

Tabelle 13: Primare Antikdrper fur den Western Blot

Nach Inkubation mit dem primaren Antikérper wurden die Membranen fir dreimal
10 Minuten mit ,Waschlosung I behandelt, die aus 1-fach TBS mit 1% BSA (PAA) und
0,1% Tween 20 (Merck) bestand. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem jeweils

passenden, sekundéaren Antikérper (Tabelle 14).

Sekundarer Antikdrper Verdinnung
Rabbit IgG, HRP-linked (NA9340, GE-Healthcare) 1:3.000
Mouse IgG, HRP-linked (NA931V, GE-Healthcare) 1:3.000

Tabelle 14: Sekundére Antikdrper fir den Western Blot

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Membranen fur 5 und 10 Minuten mit
~Waschlosung II“ behandelt, die aus 1-fach TBS mit 1% BSA (PAA) und 0,3% Tween 20
(Merck) bestand. Anschliel3end folgten zwei weitere Waschschritte fir 5 und 10 Minuten
mit  ,Waschlésung |“.  Vor Inkubation der Nitrocellulosemembran mit der

Chemilumineszenz-Lésung wurden die Reste der ,Waschlésung I mit ,Whatman®
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Cellulose Chromatography Paper Grade 3MM Chr“ (Whatman). Daraufhin erfolgte die
Inkubation fir 2 Minuten in einem ,WESTERN LIGHTNING™ Chemiluminescence
Reagent Plus®- Kit der Firma Perkin Elmer (Boston, USA), wobei beide Reagenzien in
einem Verhaltnis von 1:1 miteinander verdiinnt wurden. Uberschiissige Substrat-Lésung
wurde mit wiederum ,Whatman® Cellulose Chromatography Paper Grade 3MM Chr*
(Whatman) entfernt. Die Membran wurde anschlieRend in eine Roéntgenfiim-Kassette
(Fuji-Film) gelegt. Durch Auflegen eines Rontgenfilmes und anschlieRender Entwicklung

des Filmes wurden die Banden sichtbar gemacht.

2.11 Expression der induzierten Sticktoffmonoxid-Synthetase (iINOS)
2.11.1 Messung der mRNA-Expression von iNOS

Die mRNA-Expression des Effektormolekiils, die induzierte Stickstoffmonoxid-Synthetase
(INOS) wurde in einem Kooperationsprojekt mit Herrn Prof. Klaus Fink
(Pharmakologisches Institut, Universitat Bonn) untersucht. Fur diese Untersuchung
wurden Herzen aus WT- und TLR9-D Mausen verwendet, die vier Stunden mit
CpG-Oligonukleotiden (CpG-ODN, 1668-Thioat) stimuliert wurden. Die RNA wurde aus
dem Herzgewebe nach Homogenisierung mit einem ,Eppendorf Perfect RNA Eukaryotic
Mini  Kit* (Eppendorf) isoliert. Eine reverse Transkription wurde mit Hilfe des
,Lomniscript® RT Kits“ (Qiagen) durchgefihrt. Die synthetisierte cDNA wurde als Matrize
(,template®) fir eine PCR eingesetzt, in der die Expression von iNOS nachgewiesen

werden sollte. Folgende Primersequenzen fir iINOS wurden verwendet:

5-ACA ACG TGA AGA AAA CCC CTT GTG- 3’ (sense)
5-ACA GTT CCG AGC GTC AAA GAC C-3’ (antisense).

Die PCR erfolgte in 35 Zyklen mit folgenden Bedingungen: 30 Sekunden bei 94°C,
30 Sekunden bei 57°C und 60 Sekunden bei 72°C. Die GroRRe des amplifizierten
Produktes betrug 557 bp (Nogawa et al., 1998).

Die iINOS-Expression wurde gegen das konstitutiv exprimierte Gen fir B-Aktin normalisiert.

Fur diese semiquantitative Untersuchung wurden folgende Primer-Sequenzen verwendet:

5-ATG GAT GAC GAT ATC GCT-3’ (sense)
5-ATG AGG TAG TCT GTC AGG T-3’ (antisense).
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Die PCR erfolgte in 25 Zyklen mit folgendem Programm: 45 Sekunden bei 94°C,
30 Sekunden bei 56°C und 60 Sekunden bei 72°C. Das amplifizierte Produkt wies eine
Grol3e von 570 bp auf (Zhang et al., 2002).

Fur die semi-quantitative Analyse wurden PCR Zyklen innerhalb der exponentiellen Phase
der cDNA-Amplifizierung gewahlt. Gleiche Mengen an PCR-Produkten wurden in einem
2%igem Agaraose-Gel aufgetrennt. Die optische Dichte der mit Ethidiumbromid
angefarbten Banden wurden quantifiziert und als Quotient INOS/B-Aktin angegeben.

2.13 Nachweis von CpG-ODN im kardialen Gewebe mittels Durchflusszytometrie

In einem Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe von Andreas Limmer (Institut fr
Molekulare Medizin und Experimentelle Immunologie, Universitatsklinikum Bonn),
insbesondere mit Frau Dr. Beatrix Schumak, wurde die Aufnahme verschiedener
TLR-Liganden in Organen der Maus nach intravendser Injektion zu verschiedenen
Zeitpunkten (3 und 24 Stunden) untersucht. In dieser Arbeit wird auf die Ergebnisse aus
der Untersuchung von Herz, Lunge und Blut nach einer Schwanzveneninjektion von
5 nmol ODN 1668 (TibMolbiol) eingegangen. Der Ligand war mit dem Cyanin-
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (ODN 1668-Cy5) gekoppelt, dessen Signale in einer
Durchflusszytometrie oder ,fluorescence activated cell sorting® (FACS) nachgewiesen
werden konnte. Auf die vorherige Gabe von D-Galaktosaminhydrochlorid wurde in diesem
Versuchsaufbau verzichtet.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Versuchstiere mittels Kohlendioxid-Begasung
(CO2-Begasung) getotet. Die Organe (Herz, Lunge, Milz) wurden entnommen, das Blut
wurde mit einer heparinisierten Spritze abgenommen. In ein mit 2 ml ACK-Lyse-Puffer
vorgelegtem 15 ml Falcon®-Reaktionsgefall (Becton Dickinson) wurden etwa
500 pl Vollblut gegeben und mit einem Vortex Genie® (Thermo Scientific) gut geschuttelt.
Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Erythrozyten
lysiert. Anschliel3end wurde der Ansatz mit sterilem PBS aufgeftllt, und die Zellen wurden
fur 10 Minuten bei 1.500 U/min (450x g) (Heraeus, Thermo Scientific) abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in FACS-Puffer (PBS, 2% FCS, 0,1% Natriumazid) aufgenommen
und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Die Organe wurden nach der Entnahme in ,Grey's Balanced Salt Solution® (Sigma-Aldrich;
GBSS-Puffer: 136,9 mM NaCl, 5 mM KClI, 0,28 mM MgSO,4 x 7 H,O, 1 mM Na;HPO, x
2 H,0, 1,5 mM CacCl;, x 2 H;0, 0,22 mM KH,PO4, 1 mM MgCl, x 6 H,0, 2,7 mM NaHCOs3,
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5 mM D-Glucose; pH 7,5) gelegt und mit einer Operationsschere grob zerkleinert.
Um eine Auflosung des Bindegewebes zu erzielen, wurden die Proben in 15 ml Falcon®-
ReaktionsgefaRen (Becton Dickinson) in einem Mix von 3 ml GBSS-Puffer mit
Collagenase (Sigma-Aldrich) fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert (,Collagenase-Verdau-
Ansatz®). AnschlieBend wurden die Verdau-Ansatze auf ein Metallsieb gegeben, um die
Zellen mit einem 10 ml Spritzenstempel durch das Raster des Siebes zu driicken. Die aus
dem Gewebe gelosten Zellen wurden mit PBS gespdilt. Die Zellsuspension wurde in ein
neues 15 ml Falcon®-Reaktionsgefal (Becton Dickinson) tberfuhrt und mit PBS aufgefillt
und bei 1.500 U/min (450x g) fur 10 Minuten (Heraeus, Thermo Scientific, Braunschweig)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Zellsediment wurde vorsichtig in
4 ml 40% Percoll-Losung (Merck) resuspendiert. Mit Hilfe einer langen Kanile wurde die
Resuspension vorsichtig mit 3 ml 80% Percoll-Losung (Merck) unterschichtet.
Die austarierten Suspensionen wurden im Gradienten bei 1.000 U/min (200x g) und unter
16°C fur 20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Die weil3e Interphase wurde mit einer
5 ml Glaspipette, welche vorher kurz in PBS getaucht wurde, abgenommen und in einem
50 ml Falcon®-Reaktionsgefal (Becton Dickinson) tberfihrt. Die Losung mit Zellen wurde
mit PBS aufgefillt und bei 1.500 U/min (450x g) fur 10 Minuten abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, und die Zellen wurden in 1 ml FACS-Puffer
aufgenommen. Anschlie3end wurde eine Farbung der Zellen mit folgenden Antikdrpern
durchgefihrt (Tabelle 15).

Zelltyp Primarer Antikdrper Verdinnung

CD11lc-FITC (BD Pharmingen,

Dendritische Zellen 1:1.000
Heidelberg)

Makrophagen CD11b-PE (BD Pharmingen) 1:1.000

Endothelzellen ME-9F1-bio (BD Pharmingen) 1:200

Tabelle 15: Verwendete Antikdrper und Verdinnungen fur die Durchflusszytometrie.

FITC = Fluoresceinisothiocyanat, PE = Phycoerythrin, bio = Biotin bzw. biotinyliert

Beim Nachweis von Endothelzellen wurde zur Markierung der Sekundare Antikorper
Streptavidin(SA)-Cy5.5 (BD Bioscience) in der Verdinnung 1:200 eingesetzt. Die
fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit dem BD FACS Callibur (Becton Dickinson)
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software FlowJo (Tree Star Inc.,
Ashland, USA).
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2.14 Immunohistochemie

Die Aufnahme von fluoreszenzmarkierten, stimulierenden CpG-Oligonukleotidsequenzen
(ODN1668-Cy5) wurde in einzelnen, linksventrikularen Kardiomyozyten und dem
Herzgewebe untersucht. Der Nachweis der Aufnahme in kardialen Muskelzellen als Teil
der angeborenen Immunantwort sollte zeigen, dass die Voraussetzung fir eine lokale

Entztindungsreaktion gegeben war.

2.14.1 Immunohistochemie von einzelnen Kardiomyozyten

Die Aufnahme von Cy5-markierter CpG-ODN (ODN1668-Cy5) wurde in frisch-isolierten
Kardiomyozyten aus den Herzen der beiden Mauslinien (WT- und TLR9-D Ma&use)
dokumentiert. Die Zellen wurden mittels retrograder Perfusion nach Langendorff isoliert
und ex vivo mit 1 pM ODN1668-Cy5 bei 37°C stimuliert.

2.14.1.1 Isolation linksventrikularer Kardiomyozyten

Durch enzymatische Losung aus dem Zellverband und einer retrograden Perfusion nach
Langendorff wurden die Kardiomyozyten aus den Herzen von WT- und TLR9-D M&usen
isoliert. Die Méause wurden zunachst mit Isofluran narkotisiert und mittels Genickbruch
getotet. Die Herzen wurden vorsichtig isoliert und prapariert, wobei ein langer Stamm der
Aorta ascendens ubrig gelassen wurde. Fett- und Bindegewebe wurden entfernt, und das
Herz wurde in EGTA-Tyrode-Losung (Tabelle 16) tberfuhrt. Mit einem Binokular wurden
weitere Lungen-, Perikard- und Bindegewebereste entfernt. Eine mit EGTA-Tyrode-
Losung geflllte Langendorff-Kanlile wurde durch die Aorta in den linken Ventrikel
geschoben und mit einem Seidenfaden am Schaft fixiert. Uber einen flexiblen
Gummischlauch wurde die Kanule mit dem Perfusionssystem verbunden. Fir die
Arbeitsschritte vom Toten der Versuchstiere bis zu diesem Punkt sollten nicht mehr als
acht bis zehn Minuten vergangen sein, da eine Hypoxie im Herzen zum Absterben des
Gewebes fuhrt und somit die Ausbeute vitaler Zellen verringert. Die fur die Perfusion

verwendeten Losungen wurden auf 36°C temperiert und oxygeniert.
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Substanz Perfusionslosung Praparationslosung
KCI (Merck) 4 mM 4 mM
NaCl (Merck) 135 mM 135 mM
MgCl, (Merck) 1 mM 1 mM
HEPES (Merck) 2mM 2 mM
EGTA (Serva) 2,6 mM -
CacCl; (Merck) - 1,8 mM
I\lré/ﬁiir%inhibitor (Sigma- i 0,017 mg/ml
Rindgrsgrumalbumin i 1 mg/ml
(BSA; Sigma-Aldrich)
Glucose (Merck) - 9mM
pH 7,4 pH 7,4

Tabelle 16: Zusammensetzung der Praparations- und Perfusionslosung EGTA-

Tyrode

Die Langendorff-Perfusionsanlage verfugte Uber einen Einfulltrichter, in dem mit Hilfe einer
Beatmungsfrite die Losungen zusatzlich mit Sauerstoff gesattigt wurden. Auf diese Weise
sollte die Ausbeute an vitalen Zellen verbessert werden. Die Anlage wurde Uber ein
Schlauchsystem, welches mit einem Wasserbad verbunden war, auf 36°C vortemperiert.
Mit Hilfe von zwei Schreibtischlampen wurde die Temperatur des perfundierten Herzens
auf Temperaturen zwischen 34 und 36°C gehalten. Diese wurde mit einem digitalen
Fieberthermometer kontrolliert.

Der Perfusionsdruck wurde Uber einen Druckbehéalter reguliert, wobei Werte um
500 mm Wasserséule tolerabel waren. Zu hohe Driicke wirden das Gewebe zerstoren,
wahrend zu niedrige Drucke fur eine Perfusion nicht ausreichen wirden. Zu Beginn der
Isolation wurde mit einem hohen Druck perfundiert, um Reste von Blut aus den Koronarien
und der Herzkammer zu entfernen. Nach einigen Sekunden wurde der Druck wieder
gesenkt, um das Gewebe zu schonen. Anhand der Tropfgeschwindigkeit der Lésungen,
die fur die Perfusion eingesetzt wurden, konnten die Durchflussgeschwindigkeit kontrolliert
werden. Bei einer zu hohen Durchflussgeschwindigkeit sinkt die Temperatur des Herzens,
wogegen sie bei einer zu langsamen Geschwindigkeit wieder ansteigt.
Spontankontraktionen des Herzens waren wahrend der Perfusion moglich, und sind ein

Mal3 fir die Vitalitat des Organs. Die Reihenfolge und Dauer der einzelnen Lésungen
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beruhte auf den Arbeiten von Achenbach und Mitarbeiter (1985) und Meyer (1989).
Die Perfusion wurde mit 5 Minuten EGTA-Tyrode-Losung zur Senkung der
Calcium-Konzentration — EGTA wirkt als Chelator — in den Kardiomyozyten begonnen. Der
Calcium-Gehalt wurde auf weniger als 10% M gesenkt, die Koronarien und die
Herzkammer wurden perfundiert. Die Losung wurde wieder klar, das Herz weitete sich
prallelastisch. Dunkle Schatten in der Herzkammer waren Anzeichen fir Thromben, die
sich im ersten Perfusionsschritt auflosen und keinen Einfluss auf die Isolation hatten.

Beim Wechsel der Losungen wurde das Druckgefal3 entlastet und die erste Ldsung
abgelassen. Die neue Losung wurde nach kurzzeitiger Begasung mit Sauerstoff im
Einfllltrichter in den Druckbehélter gelassen. Im zweiten Schritt der Perfusion wurden die
Herzen fir 5 Minuten mit einer Hochkalium-Losung (Tabelle 17) perfundiert, deren
Kalium-Konzentration der intrazellularen von Kardiomyozyten entsprach. Durch eine
Erhéhung des extrazellularen Kalium-Gehaltes wurde die Leitfahigkeit bezlglich von
Kalium-lonen erhoht, wodurch eine Verminderung des Ruhepotentials hervorgerufen
wurde. Durch diese Depolarisation wurde die Muskelaktivitat vermindert, da Natrium- und
Calcium-Kanaéle inaktiviert wurden. Die hervorgerufene, verminderte Kontraktilitat trug zur
Schonung der Myozyten wahrend der Praparation bei. Der Stoffwechsel und der
Sauerstoffbedarf der Zellen wurden auf diese Weise gesenkt.

Im nachsten Schritt begann die enzymatische Auflésung der Zellverb&nde, um einzelne
Zellen zu erhalten. So wurde zunachst fir 10 Minuten mit Trypsin-Lésung (Tabelle 17)
perfundiert, die aus der Hochkalium-Losung mit einem Zusatz von 0,4 mg/ml Trypsin
(Roche, Mannheim) bestand. Nach 5 bis 10 Minuten bildete das lysierte Gewebe eine
viskose, schleimige Konsistenz, die sich in kurze Faden ziehen lie3. Nach diesem
Arbeitsschritt folgte eine zwei- bis dreiminttige Perfusion mit der Hochkalium-Ldsung.
Daraufhin wurde das perfundierte Herz fir 10 bis 15 Minuten mit einer
Kollagenase-L6sung (Kollagenase (Sigma-Aldrich) in der Hochkalium-Losung; Tabelle 17)
behandelt Hierdurch stieg die Tropfgeschwindigkeit stark an, da sich die Zellverbande

auflosten. Somit wurde auch der Praparationserfolg angezeigt.
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Substanz Hochkalium-Lésung | Trypsin-Losung | Kollagenase-Ldsung
KCI (Merck) 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl (Merck) 4 mM 4 mM 4 mM
CacCl;, (Merck) 0,02 mM 0,02 mM 0,02 mM
MgCl, (Merck) 1mM 1 mM 1mM
HEPES (Merck) 4 mM 4 mM 4 mM
Glucose (Merck) 9mM 9mM 9mM
Kaliumglutamat 130 mM 130 mM 130 mM
(Fluka)
, 0,4

Trypsin (Roche) - mg/ml -
Kollagenase Typ L
aus Clostridium
histolyticum i ) 0,375 mg/m|
(Sigma-Aldrich)

pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4

Tabelle 17: Zusammensetzung der Hochkalium-, der Trypsin- und der Kollagenase-

Ldsung

Das enzymatisch, verdaute Herz wurde zum Abschluss an der Langendorff-Kanule
zerschnitten. Die Sticke fielen in vortemperierte Praparationstyrode-L6sung, wo sie weiter
zerkleinert wurden. Um das Herauslosen einzelner Zellen aus dem Gewebeverband zu
erleichtern, wurden die Herzfragmente mit Pasteur-Pipetten umgerihrt. Die Praparations-
Tyrode-Losung enthielt zusatzlich zur Stabilisierung der vitalen Myozyten
Rinderserumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich) und einen Trypsininhibitor (Sigma-Aldrich).
Die Zellen wurden durch Nylongaze mit einer Maschenweite von 125 pm filtriert, und
anschlieBend bei niedriger Drehzahl abzentrifugiert. Vitale, langliche Zellen sinken zu
Boden und bilden einen braunlichen Bodensatz. Abgestorbene Zellen bleiben im
Uberstand und konnen abpipettiert werden. Die frisch-isolierten Kardiomyozyten wurden in
Tyrode-LOsung resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei 37°C gelagert

(bis zu einer Stunde flr die Histologie).
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2.14.1.2 Ex vivo Stimulation und Histologie von Kardiomyozyten

Vor Beginn der eigentlichen, histologischen Analyse wurden HistoBond® Deckglaser
(Marienfeld, Lauda-Kénigshofen) fir 30 Minuten mit Laminin-Losung (10 pg/ml in PBS,
Sigma-Aldrich) bei Raumtemperatur vorbehandelt. Anschlieend wurden die frisch,
isolierten Kardiomyozyten zur Adhasion mit einer Pasteur-Pipette auf diese Deckglaser
pipettiert und erhielten fur 30 Minuten bei 37°C Gelegenheit sich anzuheften. In der
Zwischenzeit wurde ,Dulbecco's Modified Eagle Medium® (DMEM; Gibco®, Invitrogen) mit
5% ,minimal essential medium®, 10%igem fotalem Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin),
50 pg/ml Gentamicin (Gibco®, Invitrogen) und 1 pM ODN 1668-Cy5 (TibMolbiol)
vorbereitet.

Der Uberstand der Adhasion wurde nach Ablauf der Inkubationszeit abgesaugt.
Die Kardiomyozyten wurden fir 30 Minuten bei 37°C mit den Oligonukleotiden stimuliert.
Nach Ende der Stimulationszeit wurde das Medium wiederum abgesaugt. Die
anschlieBende Fixierung der Zellen mit frisch-angesetztem 4%igem Paraformaldehyd
(PFA) wurde fur 10 Minuten bei Raumtemperatur — wie auch alle weiteren Prozesse -
durchgefuihrt. Daraufhin erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,2% Triton X-100
(Sigma-Aldrich) in PBS fur 5 Minuten.

Nach zweimaligem Waschen in PBS mit 0,2% Tween (Merck) wurden die Zellkerne fur
30 Minuten mit 4°-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; 0,2 pug/ml in PBS; Roth) angeféarbt.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellpraparate mit Mowiol 4-88 (Roth)
- angesetzt nach Anleitung des Herstellers - eingedeckelt. Die histologische Analyse der
Kardiomyozyten wurde mit einem inversen Mikroskop Olympus 1X71 (Olympus, Hamburg)
durchgefuhrt.

2.14.2 Histologischer Nachweis der CpG-ODN-Aufnahme im Herzen

Der histologische Nachweis der Aufnahme von fluoreszenzmarkierter CpG-ODN wurde in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Beatrix Schumak (Institut fur Molekulare Medizin und
Experimentelle Immunologie, Universitatsklinikum Bonn) durchgefihrt.
WT-Méause erhielten mittels Schwanzveneninjektion 5 nmol Cy5-gekoppeltes CpG-ODN
(ODN1668-Cy5). Nach drei Stunden wurden Herz und Lunge entnommen, in
.Tissue-Tek® O.C.T™ compound® (Sakura, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und
bei -78°C auf Trockeneis eingefroren. Bis zur Anfertigung der Schnitte am Kryostaten

wurden die eingebetteten Organe bei -80°C gelagert.
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Von den Herzen und den Lungen wurden je 5 UM Schnitte auf einen Superfrost® plus
Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) Uberfihrt. Die Schnitte wurden abgedunkelt
Uber Nacht zum Trocken eingelagert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte mit Aceton
fixiert. Die Objekttrager wurden fir 10 Minuten in einer mit Aceton geflllten Kivette bei
-20°C inkubiert und anschiel3end zum Trocknen ausgelegt, wobei die Gewebe nicht
vollstandig austrocknen sollten.

Die Zellkerne wurde entweder mit einer Hamalaun-Kernfarbung oder mit
4'-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefarbt. Die Hamalaun-Lésung wurde direkt auf die
Schnitte gegeben und flr 2 Minuten bei Raumtemperatur mit dieser Lésung inkubiert.
AnschlieRend wurde das Hamalaun abgekippt. Die Praparate wurden fur 10 Minuten in
Leistungswasser gespult. Die DAPI-Losung wurde mit PBS in einer 1:200 Verdinnung
PBS angesetzt. Pro Schnitt wurden etwa 70 pl dieser Losung eingesetzt, die direkt auf
diese pipettiert wurden. Die Schnitte wurden anschlieBend fur 10 Minuten in einer
Feuchtkammer im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die DAPI-Losung abgekippt, die Schnitte wurden fur 5 Minuten in PBS gespuilt.
Das Eindeckeln der Schnitte wurde mit Mowiol 4-88 (Roth) durchgefiihrt, welches direkt
auf die Gewebeschnitte gegeben wurde. Die Deckglaser wurden vorsichtig aufgelegt.
Die Schnitte wurden mit dem inversen Olympus IX71 Mikroskop mit angeschlossenem

Kamerasystem dokumentiert.
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2.15 Hamodynamik der linksventrikularen Funktion

Die linksventrikulare Funktion wurde mit einer PowerLab® ADInstruments Data Acquisition
System (ADInstruments, Heidelberg) und einem Mikro-Tip® Pressure Transducer Catheter
SPR-360 (Millar Instruments Inc., Houston, USA) gemessen. Folgende Parameter wurden
mit Hilfe dieses Katheters gemessen: Herzfrequenz, Blutdruck, systolic aortic pressure
(SAP), diastolic aortic pressure (DAP) sowie die maximale positive und negative
Anstiegssteilheit des linksventrikularen Druckes dP/dtma.x und dP/dty, als Mafld fur die
Kontraktilitat der Herzen.

Fur diese Untersuchung wurden Wildtyp-Mause verwendet, die in zwei Gruppen unterteilt
wurden. Eine Gruppe erhielt eine intraperitoneale Injektion mit 200 pyl PBS und wurde
vier Stunden nach Applikation fiir die Messung der Hamodynamik vorbereitet. Eine zweite
Gruppe wurde mit D-GalN vorbehandelt und erhielt eine Gabe von 40 nmol CpG-ODN
(ODN 1668). Nach vier Stunden wurde auch bei ihnen die linksventrikulare Funktion
gemessen. Vor Beginn jeder Messung wurde der Katheter mit einer Quecksilbersaule bei
100 mmHg kalibriert. In die Software ,Chart for Windows® (ADInstruments) wurden die
Werte, die sich aus dieser Eichung ergaben in die ,units conversion“ eingegeben.

Die eigentliche Messung ist mit einer aufwendigen Prozedur verbunden, da hierbei die
Arteria communis freigelegt werden musste, wobei eine Messung an einem Tier nur
einmal durchgefuhrt werden konnte. Um den Stress fir die Tiere bei dieser
Versuchsdurchfihrung zu minimieren, wurden sie mit Isofluran (Forene®, Abbott)
narkotisiert. Hierzu wurde die Maus in eine Narkosekammer gesetzt, die an einen
Forene® Vapor (Dréger, Lubeck) angeschlossen war. Fir die Anasthesie wurde eine
Zustrom mit 2 Volumenprozent (Vol.-%) Isofluran (Abbott) bei einem Luftstrom von einem
Liter pro Minute gewahlt. Nach der Betdubung wurde das Versuchstier aus dieser Kammer
entnommen und auf einem temperierten Operationstisch mit Leukosilk® (Beiersdorf AG,
Hamburg) fixiert. Zur Kontrolle der Kérpertemperatur wurde eine Temperatur-Sonde in den
Anus des Versuchstieres eingefiihrt, welche tber einen Regler mit einer Infrarot-Lampe
verbunden war, die die Kdrpertemperatur bei einem physiologischen Wert von 37°C halten
sollte. Nach Entfernung der Korperbehaarung im Bereich oberhalb des Larynx bis zum
Sternum wurde ein Einschnitt vorgenommen, um anschlieend die Arteria communis unter
einem Binokular (Nikon, Dusseldorf) freizulegen und fur die Kanulierung mit 5-0 Faden
vorzubereiten. Nach Unterbrechung des Blutstromes wurde ein kleiner Mikroeinschnitt
vorgenommen, um anschlieBend den Mikro-Tip® Pressure Transducer Catheter SPR-360

(Millar Instruments) einzufihren. Nach Einfihren des Katheters wurden die Mause durch
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Runterregulation des Forene®-Zustroms auf 0,5 Volumenprozent (Vol.-%) in einen
Zustand versetzt, der den physiologischen Normalzustand entsprechen sollte.
Der periphere Blutdruck, gemessen in der Arteria communis, wurde fur 10 Minuten
dokumentiert. Durch weiteres Einschieben des Katheters gelangte die Sonde in den linken
Ventrikel des Herzens, was durch ein Absinken des diastolischen, arteriellen Druckes auf
einen Wert von 10 mmHg sichtbar wurde. Die Messung erfolgte auch hier fir 10 Minuten.
Da dieser Eingriff irreversibel war, wurden die Tiere nach Beendigung der Messung
getotet. Die genaue Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software
,Chart for Windows® (ADInstruments). Die Daten wurden statistisch mit der Software

GraphPad Prism 4.0 (GraphPad) ausgewertet.
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3. Ergebnisse
3.1 Die Bedeutung von TLRO fur die Entstehung einer septischen Kardiomyopathie

Im humanen, kardialen Gewebe konnte bereits im Vorfeld dieser Untersuchungen die
Expression von TLR9 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Uber die Funktion und die
Bedeutung dieses Rezeptors im Herzen im Rahmen der angeborenen Immunantwort
(-innate immunity“) war hingegen wenig bekannt. Bakterielle DNA ist der Ligand fur TLRO.
Eine TLR9-vermittelte Reaktion kann jedoch auch tUber eine Stimulation mit synthetischen,
immunstimulatorischen Oligonukleotidsequenzen (CpG-ODN) eingeleitet werden.

Mit der Generierung von TLR9-defizienten (TLR9-D) Mausen hat sich jedoch die
Moglichkeit ergeben, die Funktion dieses Rezeptors im Rahmen der angeborenen
Immunantwort, insbesondere der Gewebe des Herz-Kreislauf-Systems, zu dokumentieren.
Die folgenden Untersuchungen wurden an Wildtyp (WT-) und TLR9-D Mausen durch-
gefuhrt. Mittels intraperitonealer Applikation von CpG-ODNs sollte bei ihnen eine

systemische Infektion hervorgerufen werden, die einer Sepsis gleichkam.

3.2 Allgemeiner Gesundheitszustand der Mause nach Applikation von bakterieller
DNA

Die WT-Méause zeigten nach Vorbehandlung mit D-Galactosaminhydrochlorid (D-GalN)
und Stimulation mit CpG-ODN (oder ODN 1668) die Anzeichen eines Schockes und
septischer Symptome. Nach einer Stimulationszeit von zwei Stunden wiesen sie ein
ungepflegtes Fell und tranende Augen auf, wogegen TLR9-D Mause einen unveranderten
Zustand aufwiesen. Des Weiteren konnte bei den WT-Mausen ein weicher Stuhlgang
beobachtet werden, der Anzeichen fir eine vorliegende Diarrhé war. Zudem wirkten die
Mause sehr lethargisch. Bei der Entnahme der Herzen war bereits nach einem
Mindestzeitraum von zwei Stunden eine dunklere Verfarbung des Perikards zu
beobachten. Die Milz, ein wichtiges Organ im Rahmen der adaptiven Immunantwort, wies
eine ahnliche Verfarbung auf und wirkte in ihrer GrolRe verringert. Vergleichbare
Symptome konnten bei TLR9-D Mausen nicht beobachtet werden. Die Applikation von D-
GalN allein induzierte keine inflammatorische Antwort, so dass bewiesen wurde, dass das
Vorliegen des Krankheitsbildes auf die Verabreichung der CpG-ODN zuriickzufuhren ist.
Mause, die mit Oligonukleotidsequenzen ohne CpG-Motiv (ODN 1612, ODN H154)
behandelt wurden, zeigten keine schock-ahnlichen Symptome.
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3.3 Expression von TLR9 im kardialen Gewebe

Die Grundvoraussetzung fur diese Arbeit stellte der Nachweis des Toll-Like Rezeptors 9
im kardialen Gewebe dar. Es sollte hiermit eindeutig belegt werden, dass dieser Rezeptor
im Herzgewebe vorliegt, so dass die weiteren Reaktionen auf die Zugabe des spezifischen
Liganden bakterielle DNA bzw. CpG-ODN zurlickgefuhrt wurden. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums wurde die Expression des Rezeptors im kardialen Gewebe
reguliert. Mittels quantitativer ,Real Time“-PCR wurde nach Stimulation mit CpG-ODN eine
Zunahme der Expression von TLR9 nachgewiesen. Die maximale Expression wurde nach
zwei Stunden mit einem relativen Quotienten von 2,851 + 0,733 nachgewiesen (n=3;
Abbildung 3 A). Diese Beobachtung wurde mittels Western Blot Analysen bestatigt
(Abbildung 3 B).
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Abbildung 3: Expression von TLR9 im kardialen Gewebe. A) Die Applikation von
CpG-ODN induziert eine Erhdhung der TLR9-Expression nach zwei Stunden. TLR9-D
Mause zeigten keine Veranderung in der Expression des TLR9-Fragmentes. B) Mittels
Western Blot wurde die Expression von TLR9 nachgewiesen. In der vorliegenden
reprasentativen Abbildung wird das Maximum der Expression nach zwei Stunden erzielt.

RQ =relativer Quotient
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3.4 Aufnahme von CpG-Oligonukleotiden in isolierten Kardiomyozyten

Histologische Analysen wurden durchgeftuhrt, um die Aufnahme von fluoreszenz-
markierten Oligonukleotiden (ODN 1668-Cy5) zu demonstrieren. Mittels Fluoreszenz-
mikroskopie wurde nachgewiesen, dass die Aufnahme von CpG-ODN in frisch isolierten
Kardiomyozyten aus beiden Genotypen erfolgt (Abbildung 4). Innerhalb von 30 Minuten
nach Stimulation wurden intrazellular lokalisierte Fluoreszenzsignale beobachtet
(Abbildung 4 B). In Zellen aus TLR9-D Mé&usen zeigte sich die Fluoreszenz erst nach
langerer Einwirkzeit (Abbildung 4 D). Die Fluoreszenz der markierten Oligonukleotide
wurde zuerst im Zytoplasma und dann im Nukleus nachgewiesen. Diese Ergebnisse
weisen daraufhin, dass die Aufnahme von Oligonukleotiden lber einen Mechanismus

verlauft, der nicht an die Expression von TLR9 gebunden ist.

Abbildung 4: Dokumentation der Aufnahme von CpG-ODN in frisch isolierten,
linksventrikularen Kardiomyozyten. A) WT-Zelle in der Phasenkontrast-Ansicht; B) Die
Aufnahme von CpG-ODN (ODN 1668-Cy5) wurde nach 30 Minuten sowohl im Zytoplasma
als auch in Zellkernen, welche mit 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefarbt wurden,
nachgewiesen. Diese reprasentative Beobachtung wurde wiederholt in mehreren
Versuchen nachgewiesen. C) TLR9-D Zelle in der Phasenkontrast-Ansicht. D) Die
Aufnahme des fluoreszenzgekoppelten Liganden wurde auch hier nach 30 Minuten

sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nachgewiesen.
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3.5 Aufnahme von CpG-Oligonukleotiden im kardialen Gewebe

Die Aufnahme von CpG-Oligonukleotiden wurde im gesamten Herzen untersucht.
WT-Mause erhielten mittels Schwanzvenen-Injektion intravends 5 nmol fluoreszenz-
markierte CpG-ODN (ODN 1668-Cy5). Drei Stunden nach Applikation wurden die Herzen
entnommen. Nach Kryofixierung wurde die Aufnahme des TLR9-Liganden im kardialen
Gewebe histologisch analysiert. Die Aufnahme von markierter CpG-ODN wurde im
Herzgewebe nachgewiesen (Abbildung 5 B und C). Besonders die Gewebeabschnitte im
angrenzenden Bereich zum ventrikularen Raum zeigten eine Lokalisation von fluoreszenz-
markierten Oligonukleotiden (Abbildung 5 C). Innerhalb des myokardialen Gewebes im
angrenzenden Bereich von Gefaen wurde die Fluoreszenz ebenfalls nachgewiesen
(Abbildung 5 B).
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Abbildung 5: Beispiele fir die Aufnahme von CpG-ODN im kardialen Gewebe.

A) Phasenkontrast-Aufnahme des Myokards nach Hamalaun-Farbung B) Aufnahme eines
vergleichbaren, myokardialen Bereiches Zellkern-Farbung mit DAPI und Detektion der
CpG-Oligonukleotide C) Beispiel fur die Aufnahme von CpG-ODN im angrenzenden

Bereich zu ventrikularen Raumen.
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3.6 Hamodynamische Untersuchungen an WT-Mausen nach Applikation von CpG-

Oligonukleotiden

Die Effekte bezuglich der kardialen Funktion wurden in WT-M&usen erhoben, denen PBS
oder 40 nmol CpG-ODN in einem Volumen von 200 pl intraperitoneal appliziert wurden.
Trotz gleicher Behandlung der Tiere war in den beiden Gruppen eine hohe Varianz
bezlglich der erhaltenen Messdaten erkennbar. Bei der Messung der Herzfrequenz
zwischen der Arteria carotis communis und Aorta ascendens (periphere Messung) wurde
in den CpG-ODN-behandelten Tiere eine leicht erniedrigte Herzfrequenz gemessen, wobei
keine Signifikanz vorhanden waren (Tabelle 18). Zu einem ahnlichen Ergebnis kam die
Erfassung der Blutdriicke sowohl peripher als auch linksventrikular. Tiere, die mit
CpG-ODN stimuliert wurden, zeigten eine leichte Abnahme. Die periphere Messung der
systolischen und diastolischen Blutdriicke (SAP (systolic aortic pressure); DAP (diastolic
aortic pressure)) lieferte vergleichbare Messdaten. Die Messung von dP/dtmax und dP/dtqin,
die ein Mal3 fur die Kontraktilitdt der Herzen darstellen, zeigten bei WT-Mausen, die mit
CpG-ODN behandelt wurden, erstaunlich hohe Werte. Es ergaben sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede.

Parameter WT + PBS WT + 40 nmol CpG-ODN
Herzfrequenz (bpm) 676,3+111,4 604,8 +104,1

MAP (mmHgQ) 90,1 + 15,6 78,9+16,4

SAP (mmHg) 106,8 + 18,49 94,49 + 17,0

DAP (mmHg) 81,2+ 12,9 70,3+ 15,7

dP/dtmnax (MmMHg/s) 6401 + 2112 6918 + 1928

dP/dtyin (MmHg/s) -7670 + 2036 -9000 + 1938

Tabelle 18: Hamodynamische Messung von WT-Méausen nach Behandlung mit PBS
und 40 nmol CpG-ODN. Die Messungen wurden vier Stunden nach Applikation der
Substanzen durchgefuhrt. WT-Mause, die mit CpG-ODN behandelt wurden, zeigten eine
leichte Abnahme der gemessenen Blutdriicke. Nach Bestimmung der Werte flr dP/dtyax
und dP/dtn,i, zeigten diese Tiere jedoch im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren eine
scheinbar bessere Kontraktilitat. MAP = mean aortic pressure, SAP = systolic aortic

pressure, DAP = diastolic aortic pressure.
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3.7 Aktivierung von Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAP-Kinasen)

Innerhalb des postulierten TLR9-vermittelten Signaltransduktionsweges war eine
Aktivierung der Mitogen aktivierenden Protein-Kinasen (MAP-Kinasen), insbesondere
Protein 38 (p38) und extrazellular regulierte Kinase 1 und 2 (ERK1/2), zu erwarten. Bei
diesen Untersuchungen wurde festgestellt, dass deren Aktivierung in Form des
Nachweises ihrer phosphorylierten Formen phospho-p38 und phospho-ERK1/2 relativ frih
vorlag. Ein Maximum der Phosphorylierung (Aktivierung) wurde mittels Western Blot im

Herzgewebe nach 15 bis 30 Minuten post-infectem detektiert (Abbildung 6).

WT + CpG-ODN TLR9-D + CpG-ODN
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Abbildung 6: Aktivierung von Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAP-Kinasen)
im kardialen Gewebe nach Applikation von CpG-ODN. Reprasentativer Western Blot:
Die intraperitoneale Applikation von CpG-ODN induziert in WT-Mausen die Aktivierung der
MAP-Kinasen p-p38 (38 kDa) und p-ERK1/2 (42 bzw. 44 kDa) innerhalb eines Zeitraumes
von 15 Minuten. Diese Aktivierung blieb in TLR9-D M&usen aus.
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3.8 Aktivierung des Nuklearen Faktors kB

Die Translokalisation bzw. Aktivierung des Nuklearen Faktors kB (NFkB), einem wichtigen
Transkriptionsfaktor zur Induktion der Zytokinexpression, stellt eine zentrale Position
innerhalb des postulierten Signaltransduktionsweges dar. In seiner inaktivierten Form liegt
dieses Protein im Zytoplasma als Komplex mit dem inhibitorischen Faktor kB (IkB) vor.
Durch einen geeigneten Stimulus, dem z.B. die Aktivierung (Phosphorylierung) der
MAP-Kinasen vorausgeht, wird IkB phosphoryliert, wodurch ein Kernlokalisationssignal
(,nucleus localisation signal“; NLS) freigesetzt wird. NFkB kann somit in den Zellkern
einwandern. In verschiedensten Zelltypen wird durch die Aktivitdit dieses
Transkriptionsfaktors die Expression von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Chemokinen,
Immunrezeptoren, Leukozyten und immunregulierenden Proteinen gesteuert (Messer und
Rupec, 2001).

Mittels ,electrophoretic mobility shift assay“ von nukledren Proteinextrakten aus
Herzgewebe sollte analysiert werden, ob durch die Applikation von CpG-ODN eine
Translokalisation von NFkB, insbesondere der beiden Untereinheiten p65 und p50, in den
Nukleus induziert wurde. Im Normalzustand ist dieser Transkriptionsfaktor in nuklearen
Extrakten aus kardialem Gewebe nicht detektierbar. Bereits 60 Minuten nach Injektion
(i.p.) von CpG-ODN wurden diese beiden genannten NFkB-Untereinheiten in Zellkernen
von WT-Mausen nachgewiesen (Abbildung 7). Das Maximum der Aktivierung bzw. des
Nachweises wurde nach 120 Minuten erreicht. Die Aktivierung hielt bis zu vier Stunden
nach Gabe von CpG-ODN im Myokard an. Bei TLR9-D Mausen blieb diese Reaktion aus.
In den nuklearen Extrakten, die aus den Herzen von TLR9-D M&ausen isoliert worden sind,
wurden die beiden Untereinheiten p50 und p65 nicht nachgewiesen.
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Abbildung 7: Aktivierung des nukledaren Faktors kB (NFkB) nach Applikation von
CpG-ODN. Mittels ,electrophoretic mobility shift assay“ (EMSA) wurde die Aktivierung von
NFkB in den Herzen von WT-Mausen 60 Minuten nach i.p. Injektion von CpG-ODN
nachgewiesen. Diese Reaktion blieb bei den TLR9-D Mausen aus. Der Supershift zum
Zeitpunkt von 120 Minuten (Maximum der Aktivierung) zeigte, dass es sich vornehmlich
um die beiden NFkB-Untereinheiten p50 und p65 handelt, die an dieser Aktivierung
beteiligt sind. Ein ,cold chase® (CC) diente als Kontrolle.
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3.9 Expression pro-inflammatorischer Zytokine

Die Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Interleukin-13 (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6) spielt eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung einer Sepsis. Um die Wirkung des vorliegenden Sepsis-Modells anhand dieser
Faktoren beurteilen zu kdnnen, wurde im kardialen Gewebe die mMRNA-Expression dieser
Zytokine mittels ,RNase Protection Assay“ untersucht. In einem parallelen Projekt zur
Entstehung einer Entziindungsreaktion in der Lunge wurden diese Messungen auf gleiche
Art und Weise an den gleichen Tieren durchgefuhrt. Daher war ein Vergleich dieser beiden
Organe mdoglich. Die weitere Untersuchung mittels ,enzyme-linked immunosorbent assay*“
(ELISA) sollte die induzierte Zytokinexpression auf Proteinebene bestatigen.
Diese Methodik erschien besonders sinnvoll, da vergleichbare Ergebnisse erzielt werden
konnten. Auf diese Weise ergab sich die Moglichkeit, eine erweiterte Aussage zum
Einfluss des TLR9-Liganden auf die Herz-Lungen-Funktion zu treffen.

Die Analyse mittels ,RNase Protection Assay“ (RPA) zeigte, dass in den Herzen bereits
eine Stunde nach Applikation von CpG-ODN die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a
(WT AU: 5,984 + 1,320 vs. TLR9-D AU: 0,226 + 0,059) und IL-1B (WT AU: 12,028 + 3,225
vs. TLR9-D AU: 0,500 + 0,113) ihre Expressionsmaxima erreichten und signifikant
(P < 0,05) erhoht waren (Abbildung 8; n=5 pro Zeitpunkt). Die Wirkung hielt im kardialen
Gewebe von WT-Mausen bis zu sechs Stunden nach Verabreichung des TLR9-Liganden
an, wobei nach einer Stunde eine kontinuierliche Abnahme der Konzentration beobachtet
wurde.

Die Anzahl der IL-6-mRNA-Transkripte war in den WT-Mausen nach einer Stunde
ebenfalls signifikant erhoht. Das Maximum wurde jedoch erst nach zwei Stunden
(WT AU: 2,794 + 0,265 vs. TLR9-D AU: 0,470 = 0,176) erreicht. Mit fortlaufender
Stimulationszeit war auch fur IL-6 die Expression ricklaufig. In Herzen von

TLR9-D Mausen blieb diese Induktion von Zytokinen aus.
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Abbildung 8: Analyse der mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine im
Herzen. A) Reprasentative Radiographie eines ,RNase Protection Assays®; B-D)
Die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 war in
WT-Mausen bereits eine Stunde nach Injektion (i.p.) von CpG-ODN signifikant erhoht.
Diese Induktion blieb bei TLR9-Mausen aus. n = 5 pro Zeitpunkt; * P < 0,05 im Vergleich

zur Stimulation

Die Analyse mittels ELISA gaben weitgehend diese Sachverhalte fur die aus kardialem
Gewebe isolierten Proteine wieder (Abbildung 9). In WT-Mausen wurde die maximale
Konzentration far TNF-a bereits nach einer Stunde gemessen
(WT: 2,7 = 1,0 pg/mg Protein vs. TLR9-D: 0,6 = 0,4 pg/mg Protein; Abbildung 9 A).
Die Konzentration fur IL-1B ist ebenfalls eine Stunde nach Applikation von CpG-ODN
erhoht, erreicht jedoch bei dieser Analyse ihr Maximum nach zwei Stunden (WT: 21,7 +
4,0 pg/mg Protein vs. TLR9-D: 4,0 + 1,2 pg/mg Protein; Abbildung 9 B). Fir die Messung
von IL-6 wurde eine maximale Konzentration nach zwei Stunden detektiert (WT: 9,3 +£2,7
pg/mg Protein vs. TLR9-D: 1,4 £ 0,3 pg/mg Protein; Abbildung 9 C). Mittels ELISA wurde
auch in TLR9-D Mausen keine Regulation der Zytokinexpression nachgewiesen.

Die Messung der Zytokinkonzentrationen in den Lungen dieser ergab ein vergleichbares
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Ergebnis. Allerdings waren die Hohe der Expression und die Zeitpunkte der erzielten
Maxima in den WT-Mausen unterschiedlich. Die TNF-a-Konzentration stieg in den
WT-Mausen bereits nach einer Stunde signifikant um das 10-fache gegeniber dem
Ausgangswert an und erreichte ihr Maximum nach zwei Stunden (WT: 11,3 £ 2,9 pg/mg
Protein vs. TLR9-D: 2,4 £ 1,1 pg/mg Protein; Abbildung 9 D). Die Unterschiede zu den
WT-Mausen waren in der Lunge deutlicher als in den Herzen. Im Lungengewebe wurde
eine 4-fach héhere TNF-a-Expression als im Herzgewebe detektiert. Diese Beobachtung
konnte sowohl bei den WT- als auch den TLR9-D Méausen festgestellt werden.

Die Messungen zu IL-18 zeigten einen vergleichbaren Verlauf mit einem Maximum nach
zwei Stunden (WT: 265,1 + 27,4 pg/mg Protein vs. TLR9-D: 53,1 + 16,0 pg/mg Protein;
Abbildung 9 E). Fur WT-Mé&ause war diese Zunahme signifikant. Im Bezug zum Ausgangs-
zeitpunkt erhéhte sich die Konzentration von IL-18 um das 12-fache. Insgesamt erschien
in beiden Mauslinien jeweils die Konzentration von IL-18 um das 10- bis 12-fach héher zu
sein als in vergleichbaren Messungen aus den Herzen. Im Gegensatz zum kardialen
Gewebe war in der Lunge kein Einfluss von CpG-ODN auf die IL-6 Produktion
nachweisbar, weder bei WT- noch bei TLR9-D Tieren (Abbildung 9 F).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass in beiden Organen von WT-Mausen
TNF-a und IL-18 durch die Applikation von CpG-ODN deutlich erhéht wurden.
Sie scheinen daher fir die Beurteilung der Herz-Lungen-Funktion sinnvolle Parameter zu

sein.
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Abbildung 9: Messung der Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine in Herzen
und Lungen nach Gabe von CpG-ODN. A-C) Mittels ELISA wurde im kardialen Gewebe
nachgewiesen, dass die untersuchten Zytokine TNF-a, IL-1f und IL-6 in WT-Mausen
innerhalb von ein bis zwei Stunden nach Applikation von CpG-ODN signifikant erhdht
waren. Dies zeigte sich in TLR9-D Mé&usen nicht. D-F) Eine &ahnliche Auspragung der
Zytokinproduktion ergab sich auch fir die Lungen, wobei die Konzentrationen an TNF-a
und IL-1B 4- bzw. 12-mal so hoch waren. Unterschiede in der Produktion von IL-6 wurden
bei beiden Mauslinien nicht beobachtet. n = 5 pro Zeitpunkt; * P < 0.05 im Vergleich zur

Stimulation
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3.10 Spezifitat des Liganden im vorliegenden Sepsis-Modell

Um die Spezifitit des eingesetzten Liganden zu uberprifen, wurden verschiedene
Oligonukleotidsequenzen mit und ohne CpG-Motiv eingesetzt. Nach den Untersuchungen
von Krieg und Mitarbeitern ist bei Mausen das Vorliegen des Hexamer-Motives
5-GACGTT-3’ fur die Immunreaktion verantwortlich (Krieg et al. 1995). Um auch in
diesem Sepsis-Modell die antigene Wirkung der eingesetzten Substanzen
auszuschliel3en, wurden drei Sequenzen im Bezug auf die Zytokinproduktion im kardialen
Gewebe untersucht. Folgende Oligonukleotidsequenzen mit unterschiedlichem Hexamer-

Motiv (mit ,Fettdruck® hervorgehoben) wurden fir diese Untersuchung eingesetzt:

CpG-ODN (ODN 1668): 5-TCC-ATG-ACG-TTC-CTG-ATG-CT-3’ (stimulierende Sequenz)
ODN H154: 5’-CCT-CAA-GCT-TGA-GGG-G-3’ (suppressive Sequenz)
ODN 1612: 5’-GCT-AGA-GCT-TAG-GCT-3’ (neutrale Sequenz).

Die mMRNA-Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-18 wurde
mittels ,RNase Protection Assay“ gemessen (n= 3 bis 5 pro Zeitpunkt). Die Resultate
dieser Untersuchung wurden in Tabelle 19 zusammengefasst.

Oligonukleotid | Zeit (h) TNF-a IL-6 IL-18
Kontrolle 0 0,27 £ 0,05 0,53+0,13 0,72+0,21
ODN 1668 2 5,07 £ 0,76* 2,79 +0,27* 7,97 £ 1,15*
ODN 1668 4 2,70 £ 0,43* 0,95+0,17* 4,13 + 0,74*
ODN 1668 6 2,82 +0,71* 1,34+ 0,24 3,73+£0,99
ODN H154 2 0,30 + 0,07 0,11 + 0,05 0,32+0,13
ODN H154 4 0,14 + 0,07 0,003 + 0,003 0,10 +£ 0,04
ODN H154 6 0,21 +0,02 0,06 + 0,03 0,28 + 0,06
ODN 1612 2 0,37 £ 0,05 0,02 £ 0,01 0,07 + 0,02
ODN 1612 4 0,11 + 0,05 0,01 + 0,003 0,33+0,10
ODN 1612 6 0,26 + 0,01 0,02+0,01 0,23+0,01

Tabelle 19: Einfluss von drei verschiedenen Oligonukleotidsequenzen (CpG-ODN
bzw. ODN 1668, ODN H154, ODN 1612) auf die kardiale mRNA-Expression von
TNF-a, IL-6 und IL-1B8, detektiert nach 2, 4 und 6 h post-infectem in WT Mausen.
Die Sequenz von CpG-ODN verursachte einen Anstieg der mRNA-Expression der drei
untersuchten pro-inflammatorischen Zytokine, wogegen die beiden anderen Sequenzen
ohne CpG-Motiv keinen signifikanten Anstieg induzierten. n = 3 bis 5 pro Zeitpunkt;

* P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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3.11 Nachweis pro-inflammatorischer Zytokine im Serum

Die erhthte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine im Serum war ein weiterer Hinweis
fur das Vorliegen einer systemischen Reaktion. Die Erh6éhung der Zytokinkonzentration
nach Stimulation mit CpG-ODN wurde in Versuchen mit isolierten Immunzellen
beobachtet (Hemmi et al. 2000; Sparwasser et al. 1997a; Sparwasser et al. 1997b;
Sparwasser et al. 1998).

Die Messung der Sera zeigte, dass bei WT-Mausen die Serumspiegel fir TNF-a und IL-6
nach zwei Stunden deutlich erhéht waren und im Vergleich zu TLR9-D Mausen eine
Signifikanz erreichten (Abbildung 10). Die nachgewiesene Konzentration von IL-1B
erhohte sich nach zwei Stunden relativ gering. Ein signifikanter Unterschied von WT- zu
TLR9-D-Mausen wurde daher nicht beobachtet. Die Messergebnisse fir den Zeitpunkt
nach zwei Stunden, die fur diese Betrachtung von Relevanz wren, wurden nochmals
tabellarisch zusammengefasst (Siehe Tabelle 20). Nach sechs Stunden waren die
Zytokinkonzentrationen in WT-M&ausen wieder erniedrigt. Im Vergleich zu den Werten von
TLR9-D-Mausen waren sie noch leicht erhoht, jedoch nicht signifikant.

Zytokin WT-Mause TLR9-D-Mause
TNF-a (pg/mg Protein) 393,4+£54,9 13,4+1,7
IL-6 (pg/mg Protein) 7344,6 £ 2871,0 50,4+10,4
IL-18 (pg/mg Protein) 43,4 + 18,5 225+8,7

Tabelle 20: Tabellarische Zusammenstellung der Messergebnisse der Zytokine im
Serum. Die Sera von WT- und TLR9-D-M&ausen wurden zwei Stunden nach Applikation
von CpG-ODN entnommen und mittels ,Cytokine Multiplex Assay“ gemessen.

n =5 pro Zeitpunkt
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Abbildung 10: Induktion der Zytokinproduktion im Serum. Mittels ,Cytokine Muliplex
Assay“ wurden die Sera von WT- und TLR9-D Ma&usen analysiert. Eine signifikante
Zunahme wurde fir TNF-a und IL-6 beobachtet. Die Konzentration von IL-1B in Sera von
WT-Mausen erreichte keine Signikanz gegenuber den Sera von TLR9-D Mausen.

n =5 pro Zeitpunkt; P < 0,05 im Vergleich zur Stimulation
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3.12 Expression der induzierbaren Form der Stickstoffmonoxid-Synthetase (iINOS)

Das Erscheinungsbild einer Sepsis ist haufig mit einem Anstieg der Expression der
induzierbaren Form der Stickstoffmonoxid-Synthetase (INOS) verbunden. Die Induktion
dieser Synthetase ist zudem ein Hinweis auf das Vorliegen einer Stresssituation, die sich
in einer Hypoxie des Herzens zeigt, in deren Folge Stickstoffmonoxid gebildet wird.
In Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Klaus Fink (Pharmakologie, Universitat Bonn) wurde
die Expression von INOS in einer semiquantitativer Reverser Transkription-PCR
nachgewiesen. Die Expression wurde zum Zeitpunkt vier Stunden nach Applikation von
CpG-ODN gemessen. Bei WT-Mausen war nach Applikation von CpG-ODN eine deutlich
erhodhte Expression von iNOS nachweisbar (Abbildung 11).

A B
*
0.20 -
R - -
0.15 A
m B_aCtin 0.10 -
4 J J 0.05 -
Y Y
0.00 -
WT+CpG TLR9-D
+CpG WT TLR9S-D

+CpG +CpG
Abbildung 11: Induktion der induzierbaren Form der Stickstoffmonoxid-Synthetase

(INOS). A) Mittels Reverser Transkriptions-PCR konnte die Induktion von iNOS in
WT-Mausen vier Stunden nach Applikation von CpG-ODN nachgewiesen werden.
In TLR9-D Mausen konnte die Expression von iINOS zu diesem Zeitpunkt nicht gezeigt
werden. B) Die densitometrische Analyse nach Normalisierung gegen (3-Aktin ergab eine

signifikante Erh6hung dieser Expression. n = 4; P < 0,05
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3.13 Nachweis der Aufnahme von CpG-ODN im Kkardialen Gewebe mittels

Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie bzw. ,fluorescence activating cell sorting“ (FACS) wurde die
Aufnahme von fluoreszenzmarkierter CpG-ODN in Herzen, Lunge und Milz analysiert.
Die Arbeiten wurden in Kooperation mit Frau Dr. Beatrix Schumak (Institut fir Molekulare
Medizin und Experimentelle Immunologie, Universitatsklinikum Bonn) durchgefinhrt.
Den Mausen wurden intravends 5 nmol ODN 1668-Cy5 ohne Vorbehandlung mit D-GalN
verabreicht. Nach einem Zeitraum von drei und 24 Stunden wurden die Herzen, Lungen
und Milzen entnommen. Die Zellverbande dieser Organe wurden aufgelost.
Die vereinzelten Zellen wurden beziglich der Aufnahme von CpG-ODN untersucht.
Mit Hilfe von verschiedenen Oberflachenmarkern wurde die Beteiligung von Makrophagen
und dendritischen Zellen analysiert.

Diese Analysen zeigten, dass nach drei Stunden in 14,3% der aus dem Herzen isolierten
Zellen ein Fluoreszenzsignal detektiert wurde (Abbildung 12; Tabelle 21). Da zum
Zeitpunkt ein Grundsignal von 0,6% Cy5-positive Zellen detektiert werden konnte, waren
es exakter Weise 13,7% der isolierten Zellen. Nach 24 Stunden wiesen noch 7,6%
(bzw. 7,0% korrigiert) der kardialen Zellen die Aufnahme von CpG-DNA auf.
In den Lungen und Milzen der gleichen Versuchstiere wurde ebenfalls eine Aufnahme des
fluoreszenz-markierten Konstrukts nachgewiesen. In Zellen aus pulmonalem Gewebe
wurde nach drei Stunden in 39,0% der Zellen diese Fluoreszenz nachgewiesen
(Grundsignal: 0,4%). Nach 24 Stunden wurde noch in 14,5% der Zellen die Aufnahme von
CpG-ODN detektiert. In der Milz, die nach drei Stunden isoliert wurde, zeigten 23,1% der
isolierten Zellen (Grundsignal: 0,4% der isolierten Zellen der Milz) dieses spezifische
Signal. Auch hier nahm die Anzahl der nachgewiesenen Zellen nach 24 Stunden ab,
so dass nur noch 8,4% der Zellen eine Aufnahme von CpG-ODN zeigten.

In erweiterten Analysen wurde die Migration von Immunzellen in Herz, Lunge und Milz
untersucht, wobei sich die Arbeiten auf den Nachweis von CD11b- und CD11c-positiven
Zellen beschrankte, die als Makrophagen bzw. dendritische Zellen eingeordnet wurden.
Im Isolat aus kardialem Gewebe wurde festgestellt, dass nach drei Stunden der
prozentuale Anteil dieser beiden Zelltypen nicht zunimmt. Stattdessen wurde eine
Abnahme der CD11c-positiven Zellen von vormals 31,7% auf 10,8% detektiert
(Tabelle 21). In 37,0% der CD11c-positiven Zellen wurde die Aufnahme von CpG-ODN zu
diesem Zeitpunkt nachgewiesen. Die Anzahl der CD11b-positiven Zellen nahm ebenfalls
ab (38,7% zum Zeitpunkt O Stunden auf 26,2% nach drei Stunden). Zu diesem Zeitpunkt
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wiesen 41,2% der CD11b-positiven Zellen eine Fluoreszenz auf. 24 Stunden nach
i.v.-Applikation von ODN 1668-Cy5 hatte der prozentuale Anteil der nachgewiesenen
CD11b-positiven Zellen deutlich zugenommen und sich fast anndhernd verdoppelt (vom
Ausgangswert 38,7% (0 h) auf 59,7% (24 h)). Der prozentuale Anteil der dendritischen
Zellen lag mit 39,5% in einem Bereich des Ausgangswertes von 31,7%. Allgemein wurde
festgestellt, dass 24 Stunden nach Injektion die Anzahl der Zellen, die eine Detektion des
Oligonukleotids aufwiesen, abgenommen hatte. So wiesen nur 8,9% der CD11b-positiven
und 8,0% der CD11c-positiven Zellen die Aufnahme von ODN 1668-Cy5 auf.

Beim Vergleich mit den Ergebnissen, die aus den Isolaten der Lunge und der Milz erzielt
wurden, konnte eine andere Reaktion festgestellt werden. Die Applikation von CpG-ODN
fuhrte in beiden Organen bereits nach drei Stunden zu einer Erh6hung der
CD11b-positiven Zellen. lhre Anzahl stieg um das 1,5- bis 2-fache des Ausgangswertes
an. In der Lunge wurde in 56,9% der CD11b-positiven Zellen die Aufnahme von
fluoreszenz-markierter CpG-ODN detektiert. In der Milz wiesen zum gleichen Zeitpunkt
75,4% der CD11b-positiven Zellen ein Signal fur ODN 1668-Cy5 auf. Nach 24 Stunden
nahm in beiden Organen die Anzahl der Makrophagen ab. In der Milz normalisierte sich
ihre Anzahl in einem Bereich des Ausgangswertes. 23,1% der CD11b-positiven Zellen in
der Lunge und 67,0% des gleichen Zelltyps in der Milz wurden mit einem Cy5-Signal
detektiert.

Die Anzahl der dendritischen Zellen stieg nach drei Stunden in der Lunge ebenfalls um
das 1,5-fache des Ausgangswertes an, wogegen in der Milz sowohl nach drei als auch
nach 24 Stunden eine relativ konstante Anzahl beobachtet wurde. Zum Zeitpunkt von
drei Stunden wurde in 33,6% der CD11c-positiven Zellen in der Lunge und 57,3% der
Zellen in der Milz die Aufnahme von CpG-ODN detektiert. Nach 24 Stunden halbierte sich
die Anzahl der Zellen, die ein Cy5-Signal aufwiesen (Lunge: 14,8%, Milz: 28,3%).
Zusammenfassend lasst sich aus dieser Analyse schlie3en, dass in allen untersuchten
Organen, die Aufnahme von CpG-ODN nachgewiesen wurde. Im Gegensatz zur Lunge
und der Milz, war der Nachweis von CpG-ODN im lIsolat aus Herzgewebe nicht an die
Lokalisation von Makrophagen und dendritischen Zellen gebunden. In der Lunge und der
Milz wurde mittels CpG-ODN die Migration von Makrophagen in diese Gewebe induziert.

Die Zunahme des Nachweises von dendritischen Zellen war nur in der Lunge erkennbar.
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In einem weiteren Versuchsvorhaben wurde getestet, die Aufnahme von CpG-ODN
ex vivo in isolierten, linksventrikularen Kardiomyozyten nachzuweisen. Dieses Vorhaben
scheiterte jedoch daran, da diese Zellen nach Isolation keine einheitliche Morphologie
aufwiesen. In der Auswertung der Daten erwies es sich als sehr schwierig. Es konnte
keine einheitliche, spezifische Zellpopulation, die man als Kardiomyozyten bezeichnen

hatte kdnnen, definiert werden.

Organ | Zeit (h) 0 3 24
Anteil Cy5-positiver Zellen im
0,6% 14,3% 7,6%
Gewebe
N 26,2% 59,7%
Herz CD11b-positive Zellen 38,7%
(41,2%) (8,9%)
N 10,8% 39,5%
CD11c-positive Zellen 31,7%
(37,0%) (8,0%)
Anteil Cy5-positiver Zellen im
0,4% 32,0% 8,4%
Gewebe
- 58,2% 52,2%
Lunge | CD11b-positive Zellen 35,4%
(56,9%) (23,1%)
N 18,1% 16,5%
CD11c-positive Zellen 13,1%
(33,6%) (14,8%)
Anteil Cy5-positiver Zellen im
0,4% 23,1% 8,4%
Gewebe
_ N 20,9% 12,6%
Milz CD11b-positive Zellen 14,1%
(75,4%) (67,0%)
" 4,0% 3,9%
CD11c-positive Zellen 3,5%
(57,3%) (28,3%)

Tabelle  21: Tabellarische  Zusammenfassung der  Daten aus  der
Durchflusszytometrie. Den Mausen wurden jeweils 5 nmol ODN 1668-Cy5 (i.v.)
verabreicht. Nach drei bzw. 24 Stunden wurden die Zellen aus den Organen isoliert, auf
den Nachweis von CD11b- und CD11c-positiven Zellen analysiert. In Klammern ist die

Anzahl der Cy5-positiven Zellen innerhalb dieser Zellpopulationen angegeben.
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Abbildung 12: Durchflusszytometrie zur Aufnahme von fluoreszenzmarkierter CpG-
ODN (ODN 1668-Cy5) in Herz, Lunge und Milz. Der rechte, obere Quadrant gibt die
Population der Zellen wieder, die ein Cy5-positives Signal aufweisen und somit die
Aufnahme der fluoreszenzmarkierten CpG-ODN wiedergeben. Deren Aufnahme in den
vereinzelten Zellen, die aus den verschiedenen Geweben isoliert wurden, wurde allgemein
nach drei Stunden beobachtet. Nach intraventser Applikation war die Aufnahme in Zellen
aus Lungengewebe am hdchsten. Nach 24 Stunden nahm der prozentuale Anteil dieser

Signale wieder ab. Die Aufnahme von CpG-ODN war in allen drei untersuchten Geweben

weiterhin detektierbar.
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3.14 Einfluss von CpG-ODN auf Knochenmark-chiméare Mause

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Knochenmark-chimére Ma&ause generiert.
Das Knochenmark von weiblichen TLR9-D Ma&usen wurde isoliert und in mannliche
WT-Méause implantiert. An dieser Stelle wird noch einmal darauf hingewiesen, dass fir die
Versuchstiere die Folgen dieser Behandlung mit einem hohen, gesundheitlichen Risiko
verbunden waren. Nicht alle behandelten Tiere tberlebten die ersten, beiden Wochen
nach Implantation trotz intensivster Bemuhungen wie einer sterilen Unterbringung und
Versorgung. Den uberlebenden Tieren war der Eingriff anzumerken, da sie im Verhéltnis
zu gleichaltrigen WT-Mausen eine gekrimmte Korperhaltung aufwiesen, sich aber im
sonstigen Verhalten kaum unterschieden.

Nach einem Zeitraum von 8 bis 10 Wochen nach Implantation der Knochenmarkszellen
wurden die Stimulationsversuche mit CpG-ODN wiederholt. Die Tiere zeigten keine
wesentliche Verschlechterung ihres Gesundheitszustandes. Manche Tiere waren trotz der
Applikation von CpG-ODN recht aktiv. Der Zustand des Stuhls war allerdings von leicht
zahflussiger Konsistenz. Die Tiere zeigten beim Einspannen in einem Restrainer zur
Entnahme von peripherem Blut noch relativ viel Widerstand. Zur effektiven Ausnutzung
dieser generierten Mauslinie wurden neben den Herzen u.a. auch die Lungen entnommen
und analysiert. Die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-13 und IL-6
wurde mittels ELISA gemessen.

Hierbei wurde festgestellt, dass die Produktion von TNF-a im kardialen Gewebe der KM-
chimaren Mause im Vergleich zu den Analysen der WT-Mause sehr gering war
(Siehe Abbildung 13). Die Regulation der TNF-a-Produktion ahnelte der von
TLR9-D Mausen. Die Produktion von IL-18 nahm innerhalb des Versuchsintervalls von
sechs Stunden stetig zu, und erreichte ihr Maximum nach Beendigung der Versuche.
Die Lungen der KM-chiméaren Mause zeigten im Bezug auf diese beiden Zytokine ein
ahnliches Regulationsmuster wie die TLR9-D Mause. Eine Induktion wie bei WT-Mausen
wurde nicht beobachtet. Die interessanteste Beobachtung wurde bei der Messung von
IL-6 gemacht. Generell war die Konzentration von IL-6 im Herzen der KM-chimaren Mause
im Vergleich zu WT- und TLR9-D Mausen deutlich erhéht. Die Applikation von CpG-ODN
zeigte zwar eine leichte Zunahme der IL-6-Produktion, die sich allerdings aufgrund der
hohen Ausgangswerte als nicht signifikant erwies. Nach vier Stunden n&herte sich die
Konzentration dem erhdhten Ausgangspunkt an, wogegen WT-Mause im gleichen

Zeitraum eine rapide Abnahme von IL-6 zeigten. Die Lungen der KM-chimaren Mause
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zeigten hingegen eine Regulation, die sich von WT- und TLR9-D M&ausen nicht wesentlich
unterschied.

Mit dem vorliegenden Versuchsmodell der KM-chiméaren Maus wurde eine Modulation der
Immunreaktion erzeugt. Die chimaren Mause wiesen nach Applikation von
CpG-ODN keine erhohten Konzentrationen von TNF-a im kardialen Gewebe auf.
Die Expression dieses pro-inflammatorischen Zytokins ahnelt der von TLR9-D Mausen.
Ein &ahnliches Muster der Zytokinproduktion wurde auch in den Lungen beobachtet.
Die nachgewiesenen Konzentrationen von IL-18 nahmen innerhalb des
Untersuchungszeitraums stetig zu. Hierbei wurde wiederum ein entscheidender
Unterschied zu WT- und TLR9-D Mausen beobachtet. Nach diesen Parametern lag in den
Tieren keine Sepsis vor (Giroir et al. 1992; Kapadia et al. 1995). Die detektierten,
erhohten IL-6-Konzentrationen zeigten allerdings, dass durch die Implantation von
TLR9-defizienten Knochenmarkszellen eine Veranderung in den Mausen stattgefunden
hat. Die IL-6-Produktion in den Lungen wurde durch diesen Eingriff nicht beeinflusst.
Allein mit diesem Modell lieR sich diese Anderung nicht erklaren. Durch die Bestrahlung
wurde in den Mausen zwar eine Immunsuppression hervorgerufen, jedoch waren Artefakte
durch die Wechselwirkung von korperfremden Materialien mit dem Organsystem nicht

auszuschliel3en.
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Abbildung 13: Regulation pro-inflammatorischer Zytokine in Knochenmark-
chimaren Mausen nach Applikation von CpG-ODN. A-C) Mittels ELISA wurden die
Konzentrationen der Zytokine im kardialen Gewebe gemessen. Die Expression von TNF-a
wurde kaum induziert (A). Die Konzentration von IL-18 stieg innerhalb des
Beobachtungszeitraumes stetig an (B). Auffallig bei diesen Untersuchungen war die hohe
Konzentration von IL-6 im kardialen Gewebe von KM-chimadren Mausen (C).
Die Messungen der Zytokinproduktion in den Lungen (D-F) der gleichen Tiere zeigten,
dass die Expression von TNF-a kaum induziert wurde (D). Die Konzentration von IL-13 im
pulmonalen Gewebe war signifikant reduziert und vergleichbar mit der Reaktion von
Lungen aus TLR9-D Méausen (E). Fur IL-6 wurde im pulmonalen Gewebe kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen (F). n = 5 pro Zeitpunkt; * P < 0,05 WT vs TLR9-D; # P < 0,05
WT vs KM-Maus.
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4. Diskussion

Die Sepsis stellt ein Krankheitsbild dar, deren Auftreten insbesondere auf
nicht-kardiologischen Intensivstationen ein ernst zunehmendes Problem bildet. Die
Mechanismen, die zur Entstehung einer Sepsis filhren, waren lange Zeit unbekannt.
Die Entdeckung verschiedener Antibiotika und deren Einsatz als praventive,
therapeutische Maflinahme konnen dies nicht verhindern. Es ist wahrscheinlich, dass
aufgrund der Zunahme Antibiotika-resistenter Mikroorganismen wie dem ,Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus® (MRSA) und der zunehmenden Implantation
korperfremder Materialien die Inzidenz der Sepsis in Zukunft ansteigen wird (Kim et al.,
2001).

Die Entdeckung der Toll-Like Rezeptoren hat dazu beigetragen, die Mechanismen der
Sepsis besser zu verstehen. Man hat erkannt, dass nicht das Wachstum und die
Vermehrung von Mikroorganismen zu diesem Krankheitsbild fihren. Es sind vielmehr ihre
Oberflachenstrukturen oder die beim Zerfall freigesetzten Bestandteile, die zu einer
Immunreaktion im Wirtsorganismus fihren kdnnen. Sie wirken allgemein als PAMPs
(,pathogen associated molecular pattern®), deren Strukturen ausschlief3lich auf Krankheits-
erreger zurlckgefuhrt werden kénnen. Bakterielle DNA ist eine solche Struktur, deren
Wirkung im Rahmen eines bakteriellen Infektes oder bei der Entstehung einer Sepsis
keine grol3e Bedeutung beigemessen wurde. Sie wird durch Lyse von Bakterien
freigesetzt, wobei das Immunsystem oder eine Behandlung mit Antibiotika die Zerstdrung
der Bakterien bewirkt. Die Bedeutung der bakteriellen DNA im Rahmen der Sepsis ist
weiterhin unklar, da bei der Diagnose die Bestimmung des bakteriellen Erregers im
Vordergrund steht. Die hier dargestellten Untersuchungen sollten die Relevanz und die
Bedeutung der bakteriellen DNA bzw. synthetischer, immunstimulatorischer
CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) bei der Entstehung einer septischen Kardiomyopathie
belegen. Die vorliegende Diskussion orientiert sich an der Darstellung der vorliegenden
Ergebnisse und verlauft entlang der TLR9-vermittelten Signalkaskade von der Detektion
durch den Rezeptor bis zur Expression von Effektormolekilen sowie der Messung

physiologischer, kardialer Parameter.
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4.1 Der Einfluss von CpG-ODN auf die kardiale TLR9-Expression

Im Rahmen dieses Projektes erschien es von grundlegender Bedeutung, die Expression
von TLRY9, dem spezifischen Rezeptor von bakterieller DNA, im Myokard nachzuweisen.
In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Expression von TLR9-mRNA mittels
guantitativer ,Real Time“-PCR eindeutig belegt. Dies ist im Einklang mit anderen Arbeiten,
die belegen, dass TLR9 kontinuierlich im Herzmuskel exprimiert wird
(Zarember und Godowski, 2002; Rodriguez-Martinez et al., 2005; Barton et al., 2006;
Ewaschuk et al., 2007). Rodriguez-Martinez und Mitarbeiter zeigten zudem, dass sich im
Myokard die Expression von TLR9 nur unwesentlich von der Expression von TLR4,
dem Rezeptor fur Lipopolysaccharide, unterscheidet (Rodriguez-Martinez et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem erstmalig in einer Zeitverlaufsanalyse die
Regulation des Rezeptors nach Applikation von CpG-ODN nachgewiesen.
Diese Beobachtung wurde in Western Blot-Analysen auf Proteinebene bestéatigt.
Analoge Arbeiten zur Expression von TLR9 in Lungen zeigten keine vergleichbare
Regulation (Knuefermann et al., 2007). Im pulmonalen Gewebe wurde keine signifikante
Zunahme der Rezeptorexpression nach Gabe von CpG-ODN gemessen.
Die hier beschriebenen Beobachtungen zur Expression von TLR9 im Herzen zeigten
demnach ein Beispiel fur eine organspezifische Regulation des Rezeptors.

Zur zellularen Lokalisation von TLR9 gilt allgemein als bewiesen, dass dieser Rezeptor
primar intrazellular im Endoplasmatischen Retikulum vorliegt (Takeshita et al., 2001;
Ahmad-Nejad et al., 2002; Latz et al., 2004; Leifer et al., 2004). In Liganden-Bindungs-
studien mit stabil transfizierten, humanen Zellen wurde dies mehrfach belegt.
Es gibt aber auch Hinweise, dass TLR9 zusatzlich auf Zelloberflachen von humanen
Monozyten und  B-Lymphozyten exprimiert wird (Saikh et al.,, 2004;
Eaton-Bassiri et al., 2004; Baiyee et al., 2006). In intestinalen Epithelzellen wurde
mittlerweile die Expression von TLR9 auf der Zelloberflache ebenfalls bewiesen
(Lee et al., 2006a; Lee et al., 2006b; Ewaschuk et al., 2007). Es besteht die Hypothese,
dass die extrazellulare Expression zur Erkennung von eigener DNA dient, um die Lyse
korpereigener Zellen zu detektieren.

In histologischen Untersuchungen sollte an frisch isolierten, linksventrikularen
Kardiomyozyten eine projektbezogene Liganden-Bindungsstudie vorgenommen werden.
Allerdings war es aufgrund der hohen Hintergrundfluoreszenz der Kardiomyozyten nicht
moglich, die Expression von TLR9 mit einem FITC-konjugiertem Anti-TLR9-Antikorper

(ebioscience, San Diego, USA) histologisch nachzuweisen. Die Aufnahme des Liganden
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wurde daher ohne den direkten Nachweis des Rezeptors dargestellt. Die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markierte CpG-ODN wurde im Zytoplasma und dem Nukleus
30 Minuten nach der Applikation detektiert. Eine weitere, erstaunliche Beobachtung war,
dass auch in Kardiomyozyten aus TLR9-D Mausen die verhaltnismaRig langsamere
Aufnahme von CpG-ODN in diese Kompartimente beobachtet wurde.
Die intrazellulare Aufnahme von Oligonukleotiden wurde bereits mehrfach dokumentiert
(Noonberg et al, 1992, Noonberg et al., 1993; Zhang et al., 2005).
Die Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden in den Nukleus von Zellen
wurde bereits in verschiedenen Arbeiten beschrieben (Kim et al., 2001; Lucchinetti et al.,
2006). So wurde im Herzgewebe von Ratten die Aufnahme von FITC-konjugierten
Oligonukleotiden in die Nuklei von kardialen Zellen beschrieben (Lucchinetti et al., 2006).
Diese Beobachtung wurde beilaufig bei der Einbringung einer Antisense
Oligonukleotidsequenz gegen ,ong interspersed nuclear element 1% (LINE-1)
Retrotransposons dokumentiert. Diese etablierte Methodik wurde bisher nicht unter dem
Aspekt der Erkennung tber TLR9 betrachtet (Pichon et al., 1997; Dias und Stein, 2002). In
den Kardiomyozyten von WT- und TLR9-D Mausen wurde hingegen die Aufnahme der
fluoreszenzmarkierten CpG-ODN ohne die Zugabe eines Detergenz oder einer speziellen
Modifikation des Nukleotidkonstruktes erfasst. Ein Hinweis, der diesen Mechanismus zur
Aufnahme in den Nukleus erklaren kénnte, war aus anderen Literaturhinweisen nicht zu
entnehmen.

Die verlangsamte Aufnahme der CpG-ODN in TLR9-D Mausen in den gleichen
Zellkompartimenten ist ein weiterer Beleg fur die Annahme, dass bakterielle DNA mittels
Endozytose in die Zelle gelangt. Diese Beobachtung ist im Einklang mit vielen Arbeiten, in
denen die Aufnahme von CpG-ODN in Endosomen dokumentiert wurde
(Takeshita et al., 2001; Ishiwata et al., 2004; Latz et al., 2004; Leifer et al., 2004).
Die Inhibition der Reifung der Endosomen hatte zudem Auswirkungen auf die
TLR9-Rekrutierung aus dem Endoplasmatischen Retikulum (Ahmad-Nejad et al., 2002;
Yasuda et al., 2008).

Zu den histologischen Analysen an Einzelzellen wurden vergleichbare Untersuchungen
am ganzen Herzen nach Kryofixierung durchgefuhrt. Auch hier konnte die Aufnahme von
fluoreszenz-markierter CpG-ODN im Myokard beobachtet, jedoch waren diese Ergebnisse
nicht so eindrucksvoll, wie in den einzelnen Zellen. Bei den Gefrierschnitten war zudem

die Moglichkeit von Artefakten gegeben.
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Expression von TLR9 durch
CpG-ODN reguliert wird. Dieser Rezeptor ist fur die Erkennung von bakterieller DNA
notwendig. Die Aufnahme des Liganden in isolierten Kardiomyozyten erfolgt unabhangig
von der TLR9-Expression. Allerdings wird die Aufnahme ins Zytosol und dem Nukleus

durch die Expression von TLR9 beschleunigt.

4.2 Initiation eines TLR9-vermittelten Signaltransduktionsweges mit CpG-ODN

Nachdem die Aktivierung des Rezeptorkomplexes durch die Regulation der
TLR9-Expression dokumentiert und die Aufnahme des Liganden in kardialen Zellen
bewiesen war, erfolgten molekularbiologische Untersuchungen des
Signaltransduktionsweges. Hierbei wurde die Aktivierung verschiedener Aktivatoren als
Nachweis ihrer phosphory-lierten Formen analysiert. Die Interleukin-Rezeptor assoziierte
Kinase (IRAK) ist einer dieser Mediatoren, die zytosolisch unmittelbar nach dem
Rezeptorkomplex aktiviert wird. Die Phosphorylierung dieser Kinase konnte in mehreren
Versuchen weder mittels Immunopréazipitation noch mit radioaktiv-markiertem Kinase-
Assay eindeutig nachgewiesen werden. Die Aktivierung der Mitogen-assoziierten Protein-
Kinasen p38 und ERK1/2 wurde hingegen im kardialen Gewebe bestétigt. In murinen
Lungen-epithelzellen wurde bereits die Aktivierung von p38 nach Gabe von
immunstimulatorischen CpG-Oligonukleotiden beschrieben (Li et al., 2004). In Arbeiten an
murinen Immunzellen wurde ebenfalls die Aktivierung dieser MAP-Kinase nach Inkubation
mit immunstimulatorischen CpG-Oligonukleotiden nachgewiesen (Yi und Krieg, 1998; Yi et
al., 2001; Li et al., 2004; Yi et al., 2006). Li und Mitarbeiter beobachteten keine
Aktivierung von ERK1/2 in murinen Lungenepithelzellen. Die Inkubation eines
ERKZ1/2-Inhibitors (PD98059) hatte keine Auswirkungen auf die Expression von IL-8 in
diesem Zelltyp (Li et al., 2004).

Die Aktivierung von NFkB steht in Ubereinstimmung mit der Literatur. In Arbeit zur
Wirkung von immunstimulatorischen CpG-Oligonukleotiden in Immunzellen wurde deren
Aktivierung mehrmals beschrieben (Yi et al., 1999; Yi et al., 2001; Li et al., 2004; Yi et al.,
2006). Das Ausbleiben der NFkB-Induktion in TLR9-D Mausen zeigte, dass es sich hierbei
um eine TLR9-vermittelte Reaktion nach Applikation des Liganden handelte. Die Daten
sind zudem ein weiterer Beleg, dass die Aktivierung des NFkB-Signalweges lber TLR9

nicht nur auf Immunzellen beschréankt ist. Die Aktivierung von NFkB nach Gabe von
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CpG-ODN wurde bereits im Lungengewebe und -zellen nachgewiesen (Li et al., 2004;
Knuefermann et al., 2007).

Einen Uberblick tber die Involierung verschiedener TLRs am NFkB-Signalweg zeigt eine
kurzlich erschienene Publikation von Kawai und Akira (Kawai und Akira, 2007). Fur das
Herz wurde bereits gezeigt, dass auch Liganden anderer Toll-Like Rezeptoren NFkB
aktivieren konnen. Dies zeigte sich in vergleichbaren Arbeiten zu TLR2 und dem
TLR4/CD14-Rezeptorkomplex, in denen in in vivo Untersuchungen Mause mit abgetoteten
Zellen von Staphylococcus aureus und LPS stimuliert wurden (Baumgarten et al., 2001,
Knuefermann et al., 2002; Knuefermann et al., 2004; Baumgarten et al.,, 2006).
Die Aktivierung von NFkB ist insofern wichtig fur die vorliegende Studie, da die Expression
der pro-inflammatorischen  Zytokine TNF-a, IL-1p und IL-6 Uber diesen
Transkriptionsfaktor induziert wird.

Zusammenfassend demonstrieren die vorliegenden Ergebnisse, dass mittels CpG-ODN
eine Signaltransduktionskaskade im Herzen initiiert wird, an der die beschriebenen
Mediatoren des Toll/IL-1-Signaltransduktionsweges beteiligt sind. Die Aktivierung von

NFkB bildet die Grundvoraussetzung fir die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine.

4.3 Expression pro-inflammatorischer Zytokine im kardialen Gewebe nach
Applikation von CpG-ODN

Die Applikation von CpG-ODN induzierte die Expression der pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 im kardialen Gewebe von WT-Mausen. In WT-M&usen
stiegen die Zytokinspiegel Uber das Niveau unbehandelter Tiere sowie von behandelten
TLR9-D Mausen. Das Vorliegen einer systemischen Infektion manifestierte sich in
signifikant erhéhten Zytokinspiegeln im Serum der WT-Mause, die bei TLR9-D Mausen
ausblieben. Dass diese Reaktionen als organspezifisch angesehen werden kénnen, zeigte
der Vergleich mit der Zytokinproduktion in den Lungen. Im pulmonalen Gewebe stiegen
die TNF-a- und IL-1B-Konzentrationen signifikant an. Die Produktion von IL-6 schien
keiner Regulation durch CpG-ODN zu unterliegen.

Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass die pro-inflammatorischen Zytokine
die linksventrikulare  Pumpfunktion beeinflussen (Baumgarten et al.,, 2004).
Die erhohte Expression von TNF-a und IL-18 werden fir die kardiale Depression im
Rahmen einer Sepsis verantwortlich gemacht (Giroir et al., 1992; Kapadia et al., 1995;

Cain et al., 1999). Patienten, die an einer Sepsis oder einem septischen Schock litten,
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wiesen hohe IL-6-Plasmakonzentrationen auf, die mit einer Veranderung der Herzfrequenz
und des Blutdrucks korrelierte (Hack et al., 1989). In vorangegangen Arbeiten wurde
demonstriert, dass nach Applikation von LPS die Produktion TNF-a und IL-13 im Herzen
induziert wird (Baumgarten et al., 2001; Knuefermann et al., 2002). Im kardialen Gewebe
von TLR4- und CD14-defizienten Mausen war die Induktion dieser Zytokine signifikant
vermindert. Bei Untersuchungen zur Rolle von TLR2 im Herzen wurde nach Gabe von
abgetotteten Zellen von S. aureus ebenfalls eine signifikant, erhéhte Expression von TNF-a
und IL-1B in WT-Mausen (C57BL/6) nachgewiesen (Knuefermann et al., 2004). Auf die
Funktion von IL-6 wurde in diesen Sepsis-Modellen nicht eingegangen. Alle WT-Mause
zeigten sechs Stunden nach Applikation des jeweiligen Liganden die Anzeichen eines
septischen Schocks, wogegen die jeweiligen TLR-defizienten Mauslinien gesund
erschienen.

Knochenmarks-chimare Mause, deren zirkulierende Immunzellen kein TLR9 exprimierten,
zeigten nach Stimulation mit CpG-DNA eine Veranderung in der Produktion
pro-inflammatorischer  Zytokine, welche mittels ELISA nachgewiesen wurden.
Die Tiere waren durch eine verhaltnismaRig hohe, basale IL-6-Produktion im Herzen
gekennzeichnet. Die Expression von TNF-a war in diesem Gewebe kaum nachweisbar.
Die Produktion von IL-1B im kardialen Gewebe dieser KM-chimaren Mause zeigte zur
Beginn der Stimulation keine wesentlichen Unterschiede zu unstimulierten WT-Mausen
und TLR9-defizienten Mausen. Ein Maximum der Expression war nach zwei Stunden
post-infectem in diesen generierten Tieren nicht nachweisbar. Jedoch nahm die
IL-1B8-Konzentration im Untersuchungszeitraum von bis zu sechs Stunden stetig zu.
Wenn man nur die Parameter der nachgewiesen Konzentrationen an TNF-a und IL-18 zur
Beurteilung des Krankheitsbildes bericksichtigen wirde, so erfillten die KM-chimaren
Mause nicht die Kriterien fir das Vorliegen eines septischen Schocks. Die hohen,
nachgewiesenen IL-6-Konzentrationen in diesen Mausen sprechen jedoch dagegen.

Der Vergleich von IL-6 und TNF-a gibt Anlass fur viele Interpretationsmaoglichkeiten. Es ist
denkbar, dass zwischen diesen beiden pro-inflammatorischen Zytokinen eine Korrelation
vorliegt. So wurde kirzlich beschrieben, dass hypertensive und diabetische Ratten, die in
einer Langzeitstudie einen TNF-Antagonisten (Etanercept) erhielten, eine kardiale
Hochregulation von IL-6 aufwiesen (Haugen et al., 2008; Isic et al., 2008). Der Ursprung
fur die hohe, kardiale IL-6-Produktion kdnnte auch auf die Aktivitat der Kardiomyozyten
zurtckgefuhrt werden. Boyd und Mitarbeiter zeigten, dass Kardiomyozyten, die
insbesondere mit LPS stimuliert wurden, eine hohe IL-6 Expression aufwiesen

(Boyd et al, 2006). Zur Messung der Effekte von immunstimulatorischen
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CpG-Oligonukleotidsequenzen wurde in dieser Arbeit eine immortalisierte
Kardiomyozyten-Zelllinie ,HL-1“ verwendet, in der nach 24-stindiger Inkubation kein IL-6
nachgewiesen wurde. Die vorliegenden Untersuchungen an Mausen zeigten hingegen,
dass das Maximum der IL-6-Produktion bereits nach zwei Stunden post-infectem erzielt
wurde. Die hohe IL-6-Expression ist zumindest eine sehr interessante Beobachtung, wenn
man bedenkt, dass dieses Zytokin eine Verbindung zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem darstellt (Jones, 2005).

Um den Ursprung der Zytokinproduktion im Herzen zu erdrtern, sollte man die
Konzentrationen im Serum und im kardialen Gewebe vergleichen. Die Angaben der
Konzentrationen im Gewebe (in pg/mg Gewebe) und im Serum (in pg/ml Serum) geben
nicht die realen Verhaltnisse in den Versuchstieren wieder. Dabei sollte man das Gewicht
der Herzen (ca. 100 bis 110 mg pro Maus mit 25 g Kodrpergewicht im Alter von
ca. 10-12 Wochen) dem Volumen des Serums (ca. 1 bis 1,5 ml Serum bei 2 bis 3 ml
Gesamtblut pro Maus mit 25 g Korpergewicht) gegenuberstellen. Unter Beriicksichtigung
des Volumens, das sich pro Herzschlag im Herzen befindet, ergibt sich eine interessante
Betrachtung. Joho und Mitarbeiter gaben bei ihren Messungen mit einem Herz-Volumen-
Katheter, welcher permanent im linken Ventrikel von Mausen implantiert wurde, ein
Enddiastolisches Volumen von 48 + 2 pl und ein Endsystolisches Volumen von 13 + 2 pl
an (Joho et al., 2007). Unter Bericksichtigung dieses Wertes wird man feststellen, dass
das die absolute Zytokinmenge (in pg) im kardialen Gewebe wesentlich groRer als im
Blutvolumen ist, welches sich pro Herzschlag im Organ befindet.

In dem vorliegenden, beschriebenen Fall wird nach Stimulation mit CpG-ODN im
gesamten Herzen von WT-Mé&ausen die Produktion von 200 bis 220 pg TNF-a, 2000 bis
2100 pg IL-1B und 300 bis 350 pg IL-6 induziert. Zum gleichen Zeitpunkt liegt die
Konzentration der Zytokine im Serum, welches gerade durch dieses Herz zirkuliert (bei
Annahme eines niedrigeren Blutvolumens von 40 ul), bei 25 pg TNF-q, 2,5 pg IL-18 und
350 pg IL-6. Die Erzeugung pro-inflammatorischer Zytokine geht demnach vom Herzen
aus. Gleichzeitig wird hierdurch verdeutlicht, dass trotz einer nachgewiesenen
systemischen Infektion das Herz an sich einen lokalen Entziindungsort darstellt.

Eine erhthte Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, die auf die Einwanderung
und Akkumulation von zirkulierenden Immunzellen im Herzen zurtickgefiihrt werden
konnte, kann ausgeschlossen werden. Durchflusszytometische Untersuchungen haben
gezeigt, dass keine erhohte Migration von CD11c-positiven dendritischen Zellen und
CD11b-positiven Makrophagen ins kardiale Gewebe erfolgt ist. Hierbei war anzumerken,

dass die Applikation der fluoreszenzmarkierten CpG-ODN intravends Uber die
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Schwanzvene appliziert wurde, wodurch die Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem sich
besser nachweisen lieBen. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die Methodik zur
Isolation von  Zellen aus Gewebe fur Immunzellen optimiert  wurde.
Der Anteil von gewebespezifischen Zellen wie Kardiomyozyten und kardialen
Endothelzellen wurde in dieser Untersuchung nicht bertcksichtigt. Vergleichende
Untersuchungen an frisch isolierten, linksventrikularen Kardiomyozyten fuihrten zu keinem
vergleichbaren Ergebnis. Diese Messungen zeigten jedoch, dass in WT-Mausen zum
Zeitpunkt drei Stunden post-infectem die Population von dendritischen Zellen und
Makrophagen im kardialen Gewebe abnahm, wéhrend sie im Lungengewebe deutlich
zunahm. Die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine geht demnach im Wesentlichen
von parenchymatischen Zellen des kardialen Gewebes aus. Angaben anderer Gruppen zu
den Populationsverhaltnissen der hier untersuchten Immunzellen im murinen, kardialen
Gewebe fehlen ganz, um die hier erzielten Ergebnisse ausfuhrlich diskutieren zu kénnen.
In Folge der erh6hten Expression pro-inflammatorischer Zytokine wurde die induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthetase  (INOS oder NOS2) induziert. In  ventrikularen
Kardiomyozyten von Ratten induzierte IL-1B die iINOS-Expression (Singh et al., 1996;
Tatsumi et al., 2000). Ihr Nachweis weist auf die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) im
kardialen Gewebe hin (Kinugawa et al., 1997), welches in Kardiomyozyten eine Calcium-
Desensibilisierung bewirkt, die wiederum zu einer Verminderung der Kontraktilitat fuhrt
(Hare und Colucci, 1995; Tatsumi et al., 2000). In ventrikularen Kardiomyozyten wurde die
Expression von iINOS nach Applikaton von LPS mehrfach nachgewiesen
(Shindo et al.,, 1994; Kinugawa et al., 1997; Flesch et al.,, 1999). Baumgarten und
Mitarbeiter beschrieben die Induktion von INOS im kardialen Gewebe von
LPS-behandelten WT-Mausen (Baumgarten et al., 2006). In ventrikularen Kardiomyozyten
aus WT-Mausen bewirkt die Gabe von CpG-ODN ebenfalls eine Abnahme der
Kontraktilitat; Zellen aus TLR9-D Mausen zeigten dagegen keine Reaktion
(Knuefermann et al., 2008). Diese Effekte wurden in Kardiomyozyten aus WT-Tieren durch
die Gabe des selektiven iINOS-Inhibitors S-Methylthioharnstoff (SMT) in der letzten Stunde
der Inkubation mit CpG-ODN aufgehoben (Abbildung 14). Dieses Ergebnis weist auf eine
Beteiligung von iNOS an der Unterdrickung der Kontraktilitat durch CpG-ODN hin.
Die Reaktionen wurden demnach Gber TLR9 vermittelt.
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Abbildung 14: Die Inhibition von iNOS hebt die Effekte der CpG-ODN-Stimulation
auf. Die Prasenz des iNOS Inhibitors SMT (100 uM) verhinderte den Effekt, der durch
1 pg/ml CpG-ODN hervorgerufen wurde. CM = Kulturmedium, SMT = S-Methyl-
isothioharnstoff (aus Knifermann et al., 2008). n = 15 bis 21; * P < 0,05 WT-Tyrode vs.
WT CM+CpG; # P < 0,05 WT CM+CpG vs. WT CM+CpG+SMT

4.4 TLR9 und Herzfunktion

Bei den Messungen des Blutdruckes wurden keine wesentlichen Unterschiede zwischen
Mausen, die mit CpG-ODN behandelt wurden, und Tieren, denen steriles PBS injiziert
wurde, festgestellt. Um einen mdglichen Effekt zu demonstrieren, wurde den WT-M&ausen
nach Vorbehandlung mit D-Galactosaminhydrochlorid CpG-ODN in einer Konzentration
von 40 nmol CpG-ODN injiziert. Dies entsprach einer doppelt so hohen Konzentration wie
in den vorangegangen Stimulationsversuchen (20 nmol). Ein Abfall des Blutdruckes wurde
dennoch nicht beobachtet. Die Herzfrequenz blieb in beiden Tiergruppen auf einem
vergleichbaren Niveau. Den Ergebnissen zufolge hatte es den Anschein, dass sich die
Kontraktilitat der Herzen durch die Gabe von CpG-ODN verbesserte. Da die Messungen
bereits vier Stunden nach Applikation des Liganden durchgeftihrt wurden, ist anzunehmen,

dass zu diesem Zeitpunkt ein Effekt nicht nachweisbar ist. Ein spéaterer Zeitpunkt zur
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Messung des Blutdruckes wurde nicht gewahlt, da die WT-Mause sechs Stunden nach
Applikation von CpG-ODN einen sehr geschwachten Eindruck zeigten. Den Eingriff fur
diese hamodynamischen Untersuchungen hétten die Tiere wahrscheinlich nicht Uberlebt.
Nach Angaben von Hemmi und Mitarbeitern starben alle WT-Mause, die mit D-GalN (20
mg) und CpG-ODN (20 nmol) vorbehandelt wurden, innerhalb von 12 Stunden, wogegen
alle TLR9-D Tiere tuberlebten (Hemmi et al., 2000).

Die Grundvoraussetzung fir einen messbaren Blutdruckabfall schienen gegeben, da sich
in WT-Méausen die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B signifikant erhdhten.
Die Messungen des Blutdruckes wurden wie in vergleichenden Arbeiten zwei Stunden
nach dem Maximum der Zytokinexpression durchgefuhrt. Bei einer Studie zur
CD14-Expression im Herzen wurden hdmodynamische Untersuchungen sechs Stunden
nach Applikation von LPS durchgefuhrt, wobei in WT-Mausen ein signifikanter Abfall des
linksventrikularen Blutdruckes und der kardialen Kontraktilitdt, gemessen als dP/dtyax
(in mmHg), vorlag (Knuefermann et al., 2002). In diesen Experimenten lag das Maximum
der IL-1B-Proteinkonzentration vier Stunden nach der Stimulation. Das Maximum der
Induktion von TNF-a wurde bereits nach einer Stunde erreicht. In einer weiteren Arbeit
wurde demonstriert, dass die Gabe von LPS (20 mg pro kg Koérpergewicht) bei
WT-Méausen nach sechs Stunden eine signifikante Abnahme des mittleren, arteriellen
Drucks und des linksventrikularen Blutdruckes sowie der kardialen Kontraktilitat
verursacht (Nemoto et al., 2002; Ehrentraut et al., 2007).

Der Blutdruck wurde wie auch in den Untersuchungen zur Wirkung von CpG-ODN
zwei Stunden nach der maximalen IL-1B3-Expression bestimmt. Der Zeitpunkt der
Blutdruckmessung scheint also richtig gewdahlt zu sein. Da der Blutdruck durch das
Herzzeitvolumen einerseits und den total peripheren Widerstand anderseits bestimmt wird,
ist eine Kompensation dieser Effekte nicht auszuschliel3en.

Untersuchungen an frisch isolierten, linksventrikularen Kardiomyozyten lassen jedoch den
Schluss zu, dass CpG-ODN einen Effekt im Herzen hervorruft. Die Zellen aus WT-Mausen
zeigten eine deutliche Abnahme in ihrer Kontraktilitdt nach funfstindiger Inkubation mit
CpG-ODN (Knuefermann et al., 2008). Generell waren die Amplituden der Sarkomer-
verkirzung gekennzeichnet durch eine negative Frequenzabhéangigkeit bei niedrigen
Frequenzen (< 2 Hz) und eine positive Frequenzabhangigkeit bei hohen
Frequenzen (> 2 Hz). Die Wirkung von CpG-ODN (1 pg/ml) in Kardiomyozyten entfaltete
sich relativ langsam. Erst vier Stunden nach Einwirkungszeit ergab sich eine signifikante
Reduktion der Sarkomerverkirzungsamplitude (Abbildung 15 A). LPS dagegen wirkt

deutlich schneller, schon nach einer Stunde Einwirkungszeit kommt es zu einer
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signifikanten Verringerung der Sarkomerverkirzungsamplitude (Baumgarten et al., 2006).
Durch die Zugabe von CpG-ODN wurde die Kontraktilitat von Kardiomyozyten aus
WT-Mausen signifikant vermindert (Abbildung 15 B). Zellen aus TLR9-D M&ausen zeigten
bei Prasenz von CpG-ODN im Medium keine Beeinflussung der Kontraktilitat
(Abbildung 15 C). Die verminderte Kontraktilitat wurde in Zellen aus WT-Tieren durch die
Gabe des iINOS-Inhibitors SMT (Abbildung 14) aufgehoben.

Aufgrund dieser Ergebnisse an einzelnen Zellen kann davon ausgegangen werden, dass
CpG-ODN zu einem spateren Zeitpunkt als LPS eine Veranderung des linksventrikularen
Blutdrucks hervorruft, die mit einer verminderten Kontraktilitdét verbunden ist. Mittels einer

Langzeit-Blutdruckmessung lief3e sich dies eventuell nachweisen.
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Abbildung 15: Einfluss von CpG-ODN auf die Amplitude der Sarkomerverktrzung.
Der Effekt von CpG-ODN wurde in einem Zeitverlauf bei einer Stimulationsfrequenz von
2 Hz aufgezeichnet (A). Im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt nahm nach vier Stunden die
Sarkomerverkirzung ab. Kardiomyozyten aus WT-Mausen zeigten bei Inkubation mit
CpG-ODN eine verminderte Sarkomerverkirzung (B). In Zellen aus TLR9-D-Mausen blieb
dieser Effekt aus (C; aus Knifermann et al., 2008). n = 15 bis 21; P < 0,05
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4.5 Beurteilung des vorliegenden Sepsis-Modells und Mdoglichkeiten fur einen

Therapie-Ansatz zur Inhibition von kardialem TLR9

Die Applikation von CpG-ODN induzierte in den WT-Méausen die Produktion
pro-inflammatorischer Mediatoren, die fir eine kardiovaskulare Dysfunktion im Rahmen
der Sepsis verantwortlich sind. Die Konzentrationen an produzierten Zytokinen in diesen
Méausen waren vergleichbar mit den Ergebnissen zu einem Sepsis-Modell, das Uber TLR2
vermittelt wird (Knuefermann et al., 2004). TLR9-D Mause zeigten nach Gabe des
Liganden eine verminderte Zytokinexpression. Das aulRere Erscheinungsbild dieser
Mauslinie liel3 zudem den Rickschluss zu, dass diese Tiere gegentber der Exposition von
CpG-ODN bzw. bakterieller DNA geschitzt waren. Zudem blieb die Migration von
zirkulierenden Immunzellen ins Herz nach Applikation von CpG-ODN aus. Sie scheinen
bei der TLR9-vermittelten Immunreaktion keine wesentliche Rolle zu spielen.
Die Erhohung der TLR9-Expression im kardialen Gewebe ist demnach auf
parenchymatische Zellen zurtckzufuhren. Der Vergleich mit Experimenten an der Lunge
demonstrierte zudem, dass eine organspezifische Reaktion vorlag. Demnach bestimmt
das angeborene Immunsystem der kardialen Zellen im Wesentlichen das Ausmald der
vorliegenden Entziindungsreaktion, die Uber TLR9 vermittelt wird. Dies kann zu einem
kardiovaskularen Ausfall des Herzens im Rahmen der Sepsis fuhren.

Die hamodynamischen Untersuchungen zeigten hingegen keinen Blutdruckabfall und
keine Verminderung der Herzkontraktilitat. In Einzel-Zellversuchen an isolierten,
linksventrikularen Kardiomyozyten wurde in vitro der Effekt von CpG-ODN auf die
Kontraktilitat nachgewiesen (Knuefermann et al., 2008). Die Induktion von INOS in den
Herzen von WT-Mausen sprach fir eine spater zu erwartende Verminderung der
Herzkontraktilitat, wie es bei Experimenten mit LPS der Fall war.

Die vorliegenden Ergebnisse sind von Relevanz, da bakterielle DNA im Gegensatz zu
spezifischen Oberflachenmolekiilen ubiquitar in allen Prokaryoten vorhanden ist und durch
Lyse freigesetzt werden kann. Es sollte an dieser Stelle auch darauf hingewiesen werden,
dass virale DNA ebenfalls in der Lage ist, eine Immunreaktion tGber TLR9 zu vermitteln.
Die bekanntesten Viren, deren Genom aus DNA besteht, sind z.B. das
Herpes simplex-Virus und das Hepatitis B-Virus.

Die Inhibition von TLR9 kénnte der Ansatzpunkt fur eine adjuvante Behandlungs-
moglichkeit zur Pravention einer Sepsis sein. Zellkulturexperimente haben gezeigt, dass
Chloroquin, der Wirkstoff eines Malariamittels, die Reifung der Endosomen inhibiert, so

dass eine Rekrutierung von TLR9 aus dem Endoplasmatischen Retikulum ausbleibt
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(Latz et al., 2004; Rutz et al., 2004; Leifer et al., 2004, Leifer et al., 2006; Yasuda et al.,
2008). Die Wirkung von S-Methylthioharnstoff (SMT) und L-Lysin zur Inhibition der
Stickstoffmonoxid-Produktion  tUber iINOS wurde bereits an Ratten in einem
LPS-induzierten, endotoxischen Schock-Modell untersucht (Liaudet et al.,, 1997;
Rosselet et al., 1998). Beide Substanzen zeigten eine Verbesserung des Herzauswurf-
volumens. Bei Versuchen zum myokardialen Infarkt in Ratten wurde bei einer
Vorbehandlung mit SMT vor der Ligation eine Verbesserung der Infarktgrof3e erzielt
(Saito et al., 2002). Dieser Effekt wurde auf die Inhibition von INOS zurtickgefiihrt, da die
nachgewiesenen Plasmakonzentrationen an Nitrat und Nitrit vermindert waren.

Ein weiterer Ansatz konnte die Inhibition von TLR9 uber Oligonukleotide mit
immunsuppressiver Wirkung sein. lhre Wirkung wurde im Mausmodell an Lungen
untersucht. Die Co-Stimulation von immunsuppressiven Oligonukleotiden mit einer
immunstimulatorischen Oligonukleotidsequenz, welche in die Lunge appliziert wurden,
verminderte in den Mausen die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und
IL-6, gemessen in den bronchoalveolaren Lavagen (BAL) (Yamada et al., 2004).
Die Migration von Neutrophilen in den bronchoalveolaren Raum wurde inhibiert.
Die Anwendung von Oligonukleotiden zur Verbesserung der Herzfunktion bei Vorliegen
einer Sepsis wurde bisher nicht untersucht. Eine intravendse Applikation von
immunsuppressiven Oligonukleotiden tber die Schwanzvene bei Nagetieren kdnnte die
TLR9-vermittelte Immunreaktion inhibieren. Auf dieses Weise konnte ein erster Test
bezuglich des therapeutischen Potentials von immunsuppressiven Oligonukleotiden

durchgeftihrt werden.
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5. Zusammenfassung

Die Rolle des Angeborenen Immunsystems (,innate immunity“) wurde lange Zeit nicht
beachtet. Die Entdeckung der Toll-Like Rezeptoren (TLRs) hat dazu beigetragen, ihre
Funktion besser zu verstehen, da sie sowohl in parenchymatischen Zellen der Gewebe als
auch den zirkulierenden Immunzellen nachweisen lassen. Die Expression verschiedener
TLRs wurde mehrfach im Myokard nachgewiesen. An Wildtyp- (WT) und TLR9-defizienten
(TLR9-D) Mausen sollte nach Stimulation mit synthetischen, immunstimulatorischen
Oligonukleotiden (CpG-ODN) die Rolle von myokardialem TLR9 fir die Entstehung einer
septischen Kardiomyopathie untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass die Expression von TLR9 durch
CpG-ODN reguliert wird. In Kardiomyozyten erfolgte die Aufnahme von CpG-ODN ins
Zytosol und den Nukleus unabhéngig von der TLR9-Expression. Jedoch wurde die
Aufnahme wurde durch TLR9 beschleunigt. Mit CpG-ODN wird in WT-Mausen die
Induktion von Mediatoren des Toll/IL-1-Signaltransduktionsweges eingeleitet, die bei
TLR9-D Mausen vermindert ausgepragt ist oder ausbleibt. So wurde nach einer
Aktivierung von NFkB die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine im kardialen Gewebe
nachgewiesen.

In WT-Mausen war die Produktion im Vergleich zu TLR9-D Mé&usen signifikant erhoht.
Die Migration von Immunzellen in Herzen blieb aus. Dieses Ergebnis weist darauf
hinweisen, dass der Ursprung der erhéhten Zytokinkonzentration von kardial-lokalisierten
Zellen ausging. Knochenmarks(KM)-chimare Mausen, deren zirkulierende Immunzellen
kein TLR9 exprimierten, zeigten eine Ver&nderung in ihrer Zytokinproduktion.
Die Expression von IL-6 wurde verstarkt, wogegen die von TNF-a stark vermindert war.
Der Vergleich zwischen Herz und Lunge hat zudem gezeigt, dass diese Prozesse
organspezifisch reguliert wurden.

Die Induktion der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthetase (INOS), die nur in
WT-Mausen nachgewiesen wurde, lieferte einen Hinweis auf das Vorliegen einer
linksventrikularen Dysfunktion, die im Rahmen einer septischen Kardiomyopathie auftritt.
Innerhalb des Beobachtungszeitraumes konnte jedoch in vivo keine Abnahme der
Kontraktilitat des Herzens erfasst werden. Kontraktilititsmessungen an einzelnen,
linksventrikularen Kardiomyozyten belegten jedoch, dass CpG-ODN einen Einfluss hatte.
In Zellen von TLR9-D Mausen blieben diese Effekte aus. Zudem wurde in WT-Zellen die
Kontraktilitat durch den INOS-Inhibitor S-Methylthioharnstoff (SMT) verbessert.
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