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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Physiologie kardiovaskularer Erkrankungen

Krankhafte Veranderungen des Herzkreislaufsystems stehen in den westlichen
Industrienationen an erster Stelle der Todesursachenstatistik, 41,1 % der Verstorbenen
erlagen im Jahr 2010 einer solchen Erkrankung. Die chronisch ischamische
Herzerkrankung und der Myokardinfarkt sind am starksten vertreten (Statistisches
Bundesamt, 2011). Die Kosten fir die Behandlung dieser kardiovaskularen
Erkrankungen sind sehr hoch, sie belaufen sich auf ungeféahr 11 % aller direkten Kosten
im Gesundheitswesen. In Anbetracht des hohen Leidensdrucks der Patienten und der
sozio-6konomischen Bedeutung ist ein verbessertes Verstandnis der Pathogenese zur
Steigerung der Pravention und zur Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze

unerlasslich.

Urséachlich flr die ischamische Herzerkrankung ist eine schleichend voranschreitende
Atherosklerose, welche zu einer progredienten Lumenreduktion der KoronargefaBe und
so zu einer Minderversorgung des Myokards mit Sauerstoff flihrt. Das klinische
Erscheinungsbild mit thorakalem Engegefihl und Luftnot bis hin zu massiven
Brustschmerzen wird als koronare Herzerkrankung bezeichnet. Diverse Risikofaktoren,
wie die arterielle Hypertonie, Stérungen des Fettstoffwechsels und des Zuckerstoff-
wechsels, Ubergewicht, Nikotinabusus und Bewegungsmangel sowie nicht zu
beeinflussende Faktoren wie Alter, Geschlecht und die genetische Pradisposition sind
an der Entwicklung der ursachlichen Atherosklerose, der ,Verkalkung“ der GefaBe
beteiligt (Yusuf et al., 2004). Einige andere Studien untersuchen zudem den Einfluss
des Immunsystems auf diese Entwicklung (Vink et al., 2004). Beim Myokardinfarkt flhrt
meist der plotzliche Abriss eines atherosklerotischen Plaque zu einer hochgradigen
GefaBstenose beziehungsweise zu einem vollstandigen, embolischen Verschluss. Die
folglich unterbrochene Durchblutung des Myokards, die Ischamie, resultiert in einer
Stérung der Homdbostase, die sowohl auf einem Mangel an essenziellen Metaboliten (z.
B. Glukose und Sauerstoff), als auch auf dem verminderten Abtransport von

Stoffwechselendprodukten basiert. Die frihzeitige Wiederherstellung der Perfusion wird
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therapeutisch angestrebt und ist entscheidend fir die Erhaltung des noch vitalen
Gewebes (Michael et al., 1999). Ein begleitender Effekt dieser notwendigen Reperfusion
ist die anschlieBende Einwanderung von Entziindungszellen in das vorgeschadigte
Areal, welche den bereits bestehenden Schaden paradoxerweise vergroBern kdnnen.
Dieses Phanomen wird als Ischamie-Reperfusionsschaden bezeichnet (Baumgarten et
al., 2000; Frangogiannis et al., 2002).

1.2 Pathophysiologie des myokardialen Ischamie-Reperfusions-
schaden und des Remodelling

Die Bezeichnung ,Ischdmie-Reperfusionsschaden“ (I/R-Schaden) beschreibt den
zeitlichen Ablauf zweier unterschiedlicher Schadigungsmechanismen. Die initiale
Schadigung des Myokards durch eine Unterversorgung mit Sauerstoff und die
anschlieBende, additive Schadigung durch eine Reperfusion. Es treten strukturelle und
funktionelle Schaden in Abhéangigkeit der Schadigungsdauer auf. Eine kurze
Ischamiedauer fihrt zu reversiblen Veranderungen, die v. a. die Myokardfunktion
betreffen. Langer wéahrende Ischdmien hingegen verursachen strukturelle Myokard-
schaden, die durch Nekrose- und Apoptosevorgange sowie durch kardiales Remodelling
bedingt sind. Die entstehenden strukturellen Schaden flhren zu einer irreversiblen
Funktionsminderung. Die initiale Minderperfusion des distal der Embolie gelegenen
Myokards hat eine ischamisch bedingte, gestdrte Mikrozirkulation zur Folge. Die
Sauerstoffversorgung wird kritisch eingeschrankt, wodurch die Synthese des
Energietragers ATP abnimmt und schadigende Metabolite des anaeroben Stoff-
wechsels entstehen (Klinke et al., 2005). Die energetischen Prozesse innerhalb der
Zelle werden beeintrachtigt, was einen Verlust der zelluldren Homéostase verursacht.
Es kommt zu einem Ausstrom vom Kalium- und Magnesium-lonen sowie zu einem
Einstrom von Natrium- und Calcium-lonen (Piper et al., 2003). Die intrazellular erhéhte
Calcium-lonenkonzentration schadigt insbesondere die Mitochondrien irreversibel.
Zudem aktiviert sie zahlreiche Enzyme, welche die destruierenden Prozesse innerhalb
der Zelle fortflhren. Diese flhren u. a. zu einer Lysierung der Phospholipidmembranen,
wodurch es zu einem Verlust der Zellintegritit kommt. Die veranderte
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Elektrolytverteilung bedingt ein osmotisches Ungleichgewicht, das zu einem
intrazellularen Odem fiihrt und so die mangelhafte Zellintegritat noch verstarkt. Unter
physiologischen Bedingungen intrazellular gelegene Molekile (z. B. Zellmatrix, DNA)
gelangen nun in das Interstitium und induzieren eine inflammatorische Reaktion, die
Aktivierung des Komplementsystems und die Freisetzung von ,reactive oxygen species”
(ROS). Diese Immunreaktion ist in der sich anschlieBenden Phase der Reperfusion
entscheidend fur die fortschreitende Nekrose und Apoptose der Myozyten und somit fir
das AusmaB des strukturellen Schadens (Nian et al., 2004). Das Endothel der
betroffenen BlutgefaBe wird im Zuge der inflammatorischen Reaktion zunehmend
permeabel, wodurch ein interstiticlles Odem im Rahmen der Reperfusion entsteht.
Zudem produzieren die aktivierten Endothelzellen Adhé&sionsproteine, sezernieren
Zytokine und reduzieren die Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion. Durch den
wiedereinsetzenden Blutstrom rekrutieren, aktivieren und akkumulieren diese pro-
inflammatorische Zytokine (z. B. TNF-a, IL-1B, IL-6) Entziindungszellen v. a. neutrophile
Granulozyten und Monozyten und ermdglichen ihnen die Emigration in das
vorgeschadigte Gewebe (Li und Jackson, 2002). Die Entziindung und besonders die
Freisetzung von ROS wahrend der Reperfusion ist an der Entstehung der
linksventrikularen Dysfunktion beteiligt und verursacht direkte strukturelle Schaden an
den Myozyten und Endothelzellen und bedingt so eine linksventrikuldre Dysfunktion
(Dewald et al., 2003; Kloner et al., 1998).

Obwohl die Reperfusion im Rahmen der inflammatorischen Reaktion das Myokard
potentiell additiv schadigt, stellt sie eine notwendige MaBnahme fir die Erholung des
Herzmuskels und die daflr notwendigen Reparaturprozesse dar. Die Dauer der
Ischamie determiniert die Intensitat des resultierenden funktionellen Schadens, was die
klinischen Bemihungen widerspiegelt méglichst rasche therapeutische MaBnahmen zu
gewabhrleisten (Deutsche Gesellschaft flir Kardiologie, 2010). Die erste Entzlindungs-
reaktion wahrend der frGhen Reperfusionsphase ist von entscheidender Rolle fir die
Initiation von Reparaturprozessen, dem sogenannten Remodelling. Hier spielen neben
den inflammatorischen Zytokinen (Baumgarten et al., 2000) verschiedene Fibroblasten
und Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle. Sie sollen in Reparaturprozessen ein
funktionelles Gewebe entwickeln, welches weder zu schwach noch zu derb wiirde. Eine
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zu elastische Narbe bedingte eine UbermaBige ventrikulare Dilatation mit méglicher
Aneurysma-Bildung und der Gefahr einer Ruptur. Ein zu kollagenreiches Ersatzgewebe
zb6ge eine ventrikulare, diastolische Malfunktion mit konsekutivem Pumpversagen nach
sich. Ein Gleichgewicht im kardialen Remodelling ist daher von héchster Wichtigkeit zum

Erhalt der regulédren ventrikularen Funktion.

1.3 Myokardiale Prakonditionierung

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass subletale Reize zum Schutz
vor den Folgen einer spateren myokardialen Schadigung flihren und das kardiale
Remodelling positiv beeinflussen kénnen. Dieser Prozess wird als myokardiale
Prakonditionierung bezeichnet und kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher Reize
induziert werden. Die Toleranzentwicklung gliedert sich grundsétzlich in zwei
verschiedenen Phasen (Guo et al., 1998; Ziegler-Heitbrock, 1995). In der friihen Phase
induziert der auslésende Reiz nach wenigen Minuten eine ischamische Toleranz, sie
wird erzielt durch eine Beeintrachtigung der zelluldren Lipidmembran und eine Inhi-
bierung der TLR- und Zytokin-Signaltransduktion. In der spaten Phase entwickelt sich
der protektive Mechanismus durch de-novo-Proteinsynthese innerhalb mehrerer
Stunden. Zu diesen neu synthetisierten Proteinen gehdéren intrazellulare Signal-
inhibitoren (Tollip, IRAK-M, PI3K, MyD88), Kbéderrezeptoren wie IL-1RII, sIL-1Rll,
sTNFa, R55 und R57, welche inflammatorische Zytokine binden ohne an der
Signaltransduktion beteiligt zu sein, Kdderliganden (IL-1-Rezeptorantagonist) und
antiinfllammatorische Proteine (IL-4, IL-10, IL-13) (Kariko et al., 2004). Es folgt eine
Inhibition der NfkB Translokation in den Nukleus und eine verminderte kardiale Zytokin-
synthese sowie -Plasmakonzentration (Hiasa et al., 2001; Ziegler-Heitbrock, 1995). Zu
den protektiven Reizen, die eine rasche Toleranzentwicklung induzieren gehdren die
volatilen Anésthetika (Halothan, Isofluran, Desfluran), Lésungsmittel (Ethanol, DMSO)
und bestimmte mehrfach ungesattigte Fettsauren. Zu jenen Vorgangen, die einen
verzégerten Schutz bedingen zahlen die klassische lokale ischamische Prakondi-
tionierung (IP) (Vanoverschelde et al., 1993), systemische Stimuli, wie eine Hypoxie,

Hyperoxie sowie eine Hyper- oder Hypothermie, Virulenzfaktoren wie LPS sowie I/R-
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Episoden anderer Organe (Darm, Gehirn, Extremitaten) (Maulik et Das, 2002; Przyklenk
et al., 2003; Tahep et al., 2001; Zacharowski et al., 2000; Zhao et al., 2003). Die
schitzende Wirkung einer Vorbehandlung mit einer synthetischen CpG-Sequenz, ein
sogenanntes CpG-Oligonukleotid (CpG-ODN), tber einen Toll-like Rezeptor wird von
unserer Arbeitsgruppe aktuell gezeigt und in den folgenden Kapiteln genauer
beschrieben. Durch einen Indukior des Immunsystems kommt es also zu einem
hyporesponsiven immunologischen Status, der eine Kardioprotektion, eine ischamische

Toleranz hervorruft.

1.4 Kongenitale Imnmunitat und Toll-like-Rezeptoren

Unser Immunsystem zum Schutz vor Pathogenen besteht aus zwei verschiedenen
Teilen, der kongenitalen und der akquirierten Immunitat. Diese sind in ihrem Aufbau
zwar stark verschieden, jedoch bilden sie funktionell eine Einheit und ermdglichen eine
auBerst effiziente Verteidigung gegen unterschiedlichste Krankheitserreger. Erstere
stellt mit den mechanischen Barrieren der Haut und der Schleimhaut, unspezifischen
Immunzellen (Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten) und antimikrobiell
wirksamen Proteinen (AMPs) die erste Reihe der Abwehr dar. Sie ist genetisch
festgelegt und so bereits vor der Geburt aktiv. Die erworbene Immunantwort hingegen
ist phylogenetisch spater entstanden, zudem beginnt sie erst im Sauglingsalter zu reifen
und adaptiert das komplette Leben an die sich verandernden und neuen schadlichen
Einflisse. Basierend auf der zelluldren Immunantwort (B- und T-Lymphozyten) mit
polyklonalen Gedachtniszellen vermittelt sie durch hoch-spezifische Antikérper eine sehr
anpassungsfahige und effektive Reaktion. Die kongenitale Immunabwehr besitzt zur
Diskriminierung von Virulenzfaktoren verschiedene phylogenetisch streng konservierte
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), die der Identifikation von unterschiedlichen,
potentiell schadlichen Liganden dienen (,pathogen associated molecular patterns®
(PAMPs) (Medzhitov und Janeway, 2000). Die hier wichtigste und in dieser Studie
behandelte Rezeptorfamilie ist die der Toll-like Rezeptoren (TLRs). Weitere bekannte
PRRs sind der CD14, die ,Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)*-
Rezeptoren sowie die ,NOD-like“-Rezeptoren der ,Advanced Glycation Endproducts®
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(RAGE) und ,RIG-1-like”-Rezeptor (RLR) (Bierhaus et al. 2005; Ferrero et al., 1993;
Inohara et al., 1999; Ireton und Gale, 2011). Inzwischen wurden 13 TLRs identifiziert,
jedoch noch nicht alle im Detail beschrieben (Akira et al., 2006, Kawai et al., 2006),
wobei TLR2 und TLR4 sicherlich die am besten charakterisierten Rezeptoren sind. Sie
dienen der Erkennung mikrobieller Strukturen und aktivieren eine Entzindungsreaktion,
die mittels gezielter Synthese von inflammatorischen Zytokinen weitere Zellen des
Immunsystems in die Abwehrreaktion einbezieht. TLRs binden also spezifische
Liganden (Tabelle 1), transduzieren das Bindungssignal in den Zellkern und initileren
dort Uber eine veradnderte Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren die Synthese von
inflammatorischen Mediatoren. Diese TLR-getriggerten Vorgdnge wurden nun auch
speziell auf Kardiomyozyten nachgewiesen, was ihre Relevanz wahrend der I/R-Phase
deutlich macht (Baumgarten et al., 2001; Frantz et al., 2001; Knuefermann et al., 2008;
Tavener et al, 2004). Im speziellen reagiet TLR4 auf einen Kontakt mit
Lipopolysacchariden (LPS), TLR2 dagegen auf Zellwandbestandteile gram-positiver
Bakterien (Lipoteichon-saure, LTA) (Kirschning et al., 1998; Knuefermann et al., 2004;
Lien et al., 2000; Schwandner et al., 1999). Neben diesen exogenen Virulenzfaktoren
wurden in letzter Zeit endoge, kdrpereigene Liganden beschrieben, die ebenfalls an
Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr binden und die nachgeschaltete
Signalkaskade einleiten. Sie entstehen im Rahmen von Organschaden oder in Folge
von oxidativem Stress, es handelt sich dabei um antimikrobielle Peptide (B-Defensive)
(Biragyn et al., 2002), ROS (Frantz et al., 2001), ,High-Mobility Group Box 1“-Proteine
(Park et al., 2004), Surfactant Protein-A (Guillot et al., 2002), Fibrinogen (Smiley et al.,
2001), Fibronektin (Okamura et al., 2001) und Hyaluronsaure (Termeer et al., 2002). Fir
TLR3, -7, -8, -9 konnte gezeigt werden, dass sie des Weiteren neben bakteriellen und
viralen auch wirtseigene, eukaryotische Nukleinsduren erkennen (Heil et al., 2004;
Kariko et al., 2004; Vollmer et al., 2005). Kommt es im Rahmen eines Myokardinfarktes
zu einer Gewebeverletzung mit Nekrose oder einem gestérten Ablauf der Apoptose, so
resultiert eine Freisetzung der intrazellularen Molekile, die dann als endogene TLR-

Liganden fungieren kénnen.
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Rezeptor

Ligand

Ursprung des Liganden

TLR1 TLR2-Corezeptor

Triacylierte Lipopeptide
Lésliche Faktoren

Bakterien u. Mycobakterien
Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoprotein / Lipopeptide Unterschiedliche Pathogene
Peptidoglykan Gram-positive Bakterien
Lipoteichonséure Gram-positive Bakterien
Lipoarabinomannan Mycobakterien
Phenol-lésliches Modluin Staphylococcus epidermis
Glycolipide Treponema maltophilum
Porine Neisseria
Atypisches Lipopolysaccharid Leptospira interrogans
Zymosan Pilze
Sauerstoffradikale Wirt
B-Defensin Wirt
High Mobility Group Protein Box 1 Wirt
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
Heat-shock Protein gp96 Wirt
Fibronektin Wirt
TLR3 dsRNA
mRNA Viren, Wirt
TLR4 Lipopolysaccharid Gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen
Fusionsprotein Syncytialer Atemwegsvirus
Hullprotein Murines Mammakarzinomvirus
Heat-shock Protein 22 Wirt
Heat-shock Protein 60 Wirt
Heat-shock Protein 70 Wirt
Heat-shock Protein gp96 Wirt
Type 3 Repeat Domain A des Wirt
Fibronektins Wirt
B-Defensin Wirt
High Mobility Group Box 1-Protein Wirt
Surfactant Protein A Wirt
Heparansulfat Wirt
Hyualuronséaure Wirt
Fibrinogen Wirt
TLR5 Flagellin Gram-negative Bakterien
TLR6 TLR2-Corezeptor Diacylierte Lipopeptide Mycobakterien
TLR7 ssRNA Non-virale und virale ssRNA
ssRNA Wirt
snRNPs Wirt
TLR8 ssRNA Non-virale und virale ssRNA
ssRNA Wirt
TLR9 CpG enthaltende DNA Bakterien
TLR10 Co-Rezeptor? N.N.
TLR11 Uropathogene E. coli
TLR12 N.N.
TLR13 N.N.
Tab. 1: Natiirlich vorkommende exo- und endogene Liganden (Stapel, 2006)
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1.5 Bakterielle DNA, TLR9-Aktivierung und -Signaltransduktion

Bakterielle DNA von gram-negativen und gram-positiven Bakterien ist fahig eine
Entziindungsreaktion bis hin zur Sepsis auszulésen (Cornelie et al., 2002; Krieg et al.,
1995; Schwartz et al., 1997; Sparwasser et al., 1997a). Der in dieser Studie untersuchte
TLR9 ist der priméare Mustererkennungsrezeptor fir bakterielle DNA und initiiert die
nachfolgend beschriebene Signaltransduktion des angeborenen Immunsystems (Bauer
et al., 2001; Hemmi et al., 2000). TLR9 reagiert auf die Cytosin-Guanosin (CpG)-Motive,
die in prokaryoter DNA 20-mal haufiger als in eukaryoter DNA und zu 98% in
unmethylierter Form vorliegen (Krieg, 2000). Diese strukturellen Unterschiede
ermdglichen dem eukaryoten Organismus die Erkennung fremder, pathogener DNA.
Unmethylierte DNA-Sequenzen sind in der Lage, Immunzellen der Maus via TLR9 zu
stimulieren, wahrend bei TLR9-defizienten (TLR9-D) Mausen keine Stimulation von
Immunzellen durch bakterielle DNA zu beobachten war (Hemmi et al., 2000).
Inzwischen sind auch synthetische Oligonukleotide bekannt, die mit entsprechender
CpG-Sequenz eine lokale Inflammation und ebenfalls eine manifeste Sepsis hervorrufen
kénnen (Bauer et al., 2001; Cornelie et al., 2002; Hemmi et al., 2000; Wagner et al.,
2000). Eines dieser synthetischen Oligonukleotide ist das in dieser Studie verwendete
1668-Thioat. Die Antwort von humanen Immunzellen auf einen Reiz mit CpG-DNA ist
abhangig von der Expression des humanen TLR9.

Der TLR9 befindet sich in der Membran intrazellularer Vesikel, wahrend die bekannten
TLR2 und TLR4 an der auBeren Zellmembran von verschiedenen Zellen lokalisiert sind.
Der derzeitigen pathophysiologischen Vorstellung nach, gelangen die Bestandteile
bakterieller DNA oder synthetischer Oligonukleotide Uber einen bislang nicht identifi-
zierten Rezeptor, via Endozytosemechanismus in die Zelle, binden an den TLR9 und
induzieren die folgende Kaskade (Latz et al., 2004; Vollmer, 2006) (Abb. 1). Der TLR9
besitzt eine Leucin-reiche (LRR) und eine Toll/IL-1 Rezeptor (TIR) Doméane. Die TIR
ahnelt stark der IL-1 Rezeptor-Familie. Die Anbindung prokaryoter DNA flUhrt zur
Aktivierung des TLR9 und zur Rekrutierung des Myeloid-Differenzierungsfaktors 88
(MyD88)-Adapterprotein aus dem Zytoplasma (Medzhitov et al., 1998). Die MyD88-
Adapterproteine besitzen ebenfalls eine TIR-Domane, welche mit der des TLR9
interagiert (Martin und Wesche, 2002; O'Neill und Bowie, 2007). AnschlieBend kommt es
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zur Liberation der IRAK-4 (IL-1 ,receptor associated kinase®), die dann IRAK-1
phosphoryliert (Kawagoe et al., 2007; Wesche et al., 1997). Durch diese Phosphory-
lierung wird IRAK-1 in seiner Kinaseaktivitat deutlich gesteigert und ist in der Lage,
TRAF-6 (TNF-,receptor associated factor) zu rekrutieren. Gemeinsam stimulieren sie
die TAK-1 (,itransforming growth factor-B associated kinase®), die wiederum die
Aktivierung des IKK (IkBa-Kinase-Komplex) einleitet, welcher die IkBa-Molekile
phosphoryliert. Diese werden dadurch in ihrer inhibitorischen Funktion auf den
Transkriptionsfaktor NFkB (Nukledrer Faktor kB) gehindert. Der NFkB kann nun in den
Zellkern translozieren (Wang et al., 2001). Flr dendritische Zellen, Immunzellen die sich
aus Monozyten oder T-Zell-Vorlauferzellen entwickeln und eine wichtige Position im
humanen Immunsystem einnehmen, zeigte sich ferner, dass der IRF-8 (Interferon-
Regulationsfaktor 8) eine wichtige modulierende Rolle spielt. Er kontrolliert die MAP-
Kinase (,Mitogen-activated protein kinase) p38, die die Aktivitdit des NFkB positiv
beeinflusst (Tsujimura et al., 2004). Die TAK-1 bedingt nicht nur die Liberation des
NFkB, sie regt ebenso andere MAP-Kinasen an, welche zur Phosphorylierung des
zweiten wichtigen Transkriptionsfaktors AP-1 fihren. Dieser bewegt sich gleichermaBen
in den Nukleus.

AP-1 und NFkB beeinflussen die Expression inflammatorischer, Zellzyklus-regulierender
Gene und unterstiitzen auf diese Weise immunologische Vorgange. Insbesondere der
wichtige NFkB aktiviert Uber spezifische Bindungsstellen an den Promotorregionen von
Zyto- und Chemokinen deren Expression nach Aktivierung der immunkompetenten Zelle
durch ein Pathogen, in unserem Fall durch eine prokaryote oder synthetische CpG-
Sequenz (Baldassare et al., 1999; Burns et al., 1998; Cario et al., 2000; O'Neill und
Greene, 1998; Wesche et al., 1997). Einen Uberblick (iber die Signalkaskade liefert
Abbildung 1.
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Abb. 1: TLR9-Signaltransduktionweg basierend auf der Studie von Kumagai
et al. (2008); Erkldrung der Abkiirzungen im Text und im
Abkiirzungsverzeichnis

Der TLR9 ist also ein essenzieller Bestandteil der kongenitalen Immunantwort, er
reguliert nach Stimulation durch potentiell-pathogene Liganden die Aktivitdt des NFkB,
der (Uber proinflammatorische Mediatoren eine Abwehrreaktion triggert. Eine
Demonstration dieser Mechanismen und ihrer Rickkopplungsprinzipien liefert die
Abbildung 2.
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Abb. 2: Uberblick iiber die TLR9-abhidngigen Zellaktivierungen und Interaktionen
(Kumagai et al., 2008)

1.6 Relevante pro- und antiinflammatorische Mediatoren

Im vorherigen Kapitel wurde die Signalkaskade zur Steigerung der inflammatorischen

Proteinexpression durch NFkB und AP-1 bei Pathogenkontakt dargelegt. Einen
besonderen Stellenwert nimmt hier die Expression von TNF-a, IL-18 und IL-6 sowie IL-
10 ein (Baumgarten et al., 2001; Baumgarten et al., 2002; Bazzoni et al., 2010; Dibbs et
al., 1999; Knuefermann et al., 2008; Werdan und Muller-Werdan, 1996).

Der pleiotrope Mediator der humoralen Immunantwort TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)
wird als eines der ersten Zytokine bei einer lokalen entzindlichen Reaktion freigesetzt.
Er wird in Monozyten sowie in NK-Zellen gebildet und ist ein wichtiger Induktor einer
Entzlindung bis hin zum septischen Schock, so aktiviert er andere Zellen wie T- und B-
Lymphozyten, Granulozyten, aber auch Endothelzellen und Fibroblasten sowie autokin
seine eigenen Herkunftszellen. Dadurch wird die Synthese von IL-1B3 und IL-6 verstarkt
und die iINOS (induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase) angeregt. Das gebildete

Stickstoffmonoxid regt wiederum Uber einen cGMP-abhangigen Pfad die Synthese von
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TNF-a in Kardiomyozyten an (Kalra et al., 2000). Uber die Modulation anderer Zytokine
und der damit einhergehenden Wirkung auf das kardiale Remodelling ist TNF-a ein
wichtiger Faktor bei der Entstehung des I/R induzierten, strukturellen und funktionellen
myokardialen Schadens (Cain et al., 1999; Nian et al., 2004; Schulz et al., 2004).

IL-1pB ist als Interleukin ein Vermittler zwischen Leukozyten und anderen Immunzellen, z.
B. Makrophagen. IL-1B wird nach Stimulation von Monozyten in diesen exprimiert,
weitere Bildungsorte sind dendritische Zellen, B-Lymphozyten und NK-Zellen. Es
induziert die B- und T-Zell-Proliferation, sowie die Expression von Adhasionsmolekilen
auf Endothelzellen. Als chemotaktischer Faktor fir Makrophagen und Granulozyten
sowie Trigger fur die IL-6-Freisetzung flhrt es wiederum zu einer Steigerung der
inflammatorischen Reaktion, zu einer Synthesesteigerung von Akute-Phase-Proteinen,
der Produktion von Prostaglandinen und nachfolgend zu den klinischen Zeichen einer
systemischen Entziindung. Zusatzlich verstarkt IL-1p die Aktivierung von NK-Zellen und
damit seine eigene Bildung. Auch IL-1B kann durch I/R und Endotoxine aktiviert werden
(Baumgarten et al., 2001; Nian et al., 2004), es induziert eine proinflammatorische
Signaltransduktion und kann als Stimulanz der Inflammation wie TNF-a eine
myokardiale Dysfunktion bedingen (Cain et al., 1999; Werdan und Muller-Werdan,
1996). Abgesehen von diesen proinflammatorischen Prozessen rufen TNF-a und IL-13
adaptive Prozesse hervor, die den Funktionserhalt der Zellen verbessern kénnen
(Baumgarten et al., 2000). Eine kardiale Prakonditionierung mit diesen Zytokinen zeigte
protektive Effekte (Belosjorow et al., 1999; Hiasa et al., 2001; Shames et al., 1998). Fr
TNF-a konnte zudem eine Protektion gegenlber ischdmischen Einflissen bei Kardio-
myozyten belegt werden (Eddy et al., 1992; Kurrelmeyer et al., 2000; Nakano et al.,
1998).

Die Produktion von IL-6 erfolgt in Monozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen und
auBerdem in CD4-positiven T-Lymphozyten. Dieses Zytokin ist wie TNF-a und IL-113 ein
proinflammatorischer Mediator. Er induziert auf Myozyten die Bildung von ICAM-1
(nintercellular adhesion molecule), welches neutrophilen Granulozyten ermdglicht in das
Interstitium zu emigrieren, um dort die Entzindung und Gewebeschadigung voranzu-
treiben (Gwechenberger et al., 1999).

Diesen gegenuber ist Interleukin-10 neben IL-4 und IL-13 einer der wichtigsten
Inhibitoren der Entziindungsreaktion (Bazzoni et al., 2010). Es wird als Rickkopplungs-
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mechanismus aus Makrophagen sowie B- und T-Lymphozyten sezerniert und hemmt
die Bildung aller inflammatorischen Zytokine inklusive TNF-a und IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass zumindest die Expression des TLR4
reduziert wird und IL-10 eine wichtige Komponente der Endotoxin-Toleranz ist (Ogata et
al., 2000).

Die induzierbare NO-Synthetase (INOS) wird in geringen Mengen Kkonstitutiv,
insbesondere aber nach Aktivierung exprimiert. Diese Aktivierung erfolgt durch
Endotoxine und proinflammatorische Mediatoren wie IL-18 und TNF-a. Die Synthese
von iINOS und folglich von Stickstoffmonoxid hat einen bekannten zytoprotektiven Effekt
durch Vasodilatation, das Molekil wirkt in hohen Dosen jedoch zytotoxisch und flhrt zu
einer gestoérten Kontraktilitdt im Myokard (Knuefermann et al., 2008). So bedingt eine
kongenitale iINOS-Defizienz eine Protektion vor einer Endotoxin-induzierten

myokardialen Dysfunktion (Ullrich et al., 2000).

1.7 Ziele der Arbeit

Meine Arbeit ist ein Teil eines groBen Forschungprojektes. Zugrunde liegend ist die
Erkenntniss, dass nicht nur mehr die klassischen Abwehrzellen zu den immunkompe-
tenten Zellen gehdren. Mehrere Untersuchungen konnten eine konstitutive Expression
der TLR2, TLR4 und TLR9 auf humanen und murinen Kardiomyozyten nachweisen
(Boyd et al.,, 2006; Cowan et al., 2000; Frantz et al.,, 1999; Frantz et al., 2001;
Knuefermann et al., 2004). In Anlehnung an die bekannte prakonditionierende Wirkung
des LPS via TLR4 (Frantz et al., 1999; Stapel, 2006) wurde in unserer Arbeitsgruppe in
unterschiedlichen Anséatzen die Wirkung verschiedener synthetischer ODNs auf des
Myokard untersucht. Einige Daten sind in Abbildung 3 dargestellt. Initial konnte
demonstriert werden, dass ein TLR9-abhangiger Mechanismus der kardialen
Inflammation existiert, und dass die CpG-ODN (verwendet wurde das Thioat 1668) in
diese Zellen aufgenommen wird, um dort mit dem TLR9 zu reagieren. Eine Stimulation
mit CpG-ODN fihrt temporéar zu einer gesteigerten Expression der TLR9-mRNA und zu
einer vermehrten Aktivitat des kardialen Transkriptionsfaktor NfkB. Zudem bedingt das
1668-Thioat eine Herabsetzung der kardialen Kontraktilitdt via myokardialem TLR9
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(Knuefermann et al., 2008). Es konnte dann gezeigt werden, dass die Applikation von
1668-Thioat zu einer Erhdéhung der TNF-a-, IL-1B- und IL-6-mRNA sowie der
entsprechenden Proteinexpression fuhrt. Als Negativkontrollen kamen die Nicht-CpG-
ODNs H154 und 1612 zum Einsatz (Yamada et al., 2004). Diese Thioate resultieren
nicht in einem signifikanten Ansieg der inflammatorischen Zytokine. In einer Prakondi-
tionierungsstudie konnte eine signifikante Reduktion des Infarktareal in Bezug auf die
AAR durch eine Vorbehandlung mit 1668-Thioat und I/R nach 24 Stunden Reperfusion
gezeigt werden (Golz, 2009, Markowski, 2007). H154- und 1612-ODNs bewirkten keine
Reduktion des Quotienten aus Infarktareal und AAR. Frau Gdélz demonstrierte 2009
weiterhin eine deutlich geringere Troponin T-Konzentration im Serum nach I/R und
vorangeganener 1668-Thioat-Stimulation. Die Troponin T-Konzentration korreliert direkt
mit der GréBe des geschadigten Myokards (Dérner, 2006). Wir wissen also, dass eine
Stimulation mit 1668-Thioat zu einer Inflammation flhrt und dass eine Prakondi-
tionierung zu einer Reduktion des Infarktareals flhrt.

Die zugrundeliegenden, molekularen Mechanismen dieser signifikanten Infarktreduktion
werden aktuell in einer parallel angefertigten Arbeit durch Herrn Markowski sowie in dem
hier vorgestellten Projekt analysiert. Herr Markowski untersucht die Phase nach
Stimulation und préa-Infarkt. Meine Arbeit analysiert die prakonditionierende Wirkung
unterschiedlicher CpG-Oligonukleotide in Bezug auf die molekularen Mechanismen, die
sich in der postischamischen Reperfusionsphase abspielen. Im Speziellen wird die
differentielle Mediatorantwort, die pro- und antiinflammatorische Zytokinexpression im
murinen Myokard und im Serum untersucht. Es soll weiterhin gepriift werden, ob diese
Vorgéange in Abhangigkeit der TLR9-Signaltransduktion stehen.
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Abb. 3: Fluoreszenzfarbstoff-markierte CpG-ODN lasst sich 30 Minuten nach
Applikation in isolierten murinen adulten Kardiomyozyten nachweisen (A-D). Die
mRNA Expression von TLR9 im Herzen wurde mittels Real-time PCR analysiert
(E). Es zeigte sich eine Hochregulation des Rezeptors zu den Zeitpunkten 2 und
4 h in den Herzen der WT-Méause. In TLR9-defizienten Tiere wurde keine
Rezeptorexpression nachgewiesen (Knuefermann et al., 2008).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Als Versuchstiere wurden 8-12 Wochen alte ménnliche Mause der Inzuchtlinie C57BL/6
(Wildtyp) aus der institutseigenen Zucht eingesetzt. Des Weiteren fanden, von Herrn
Prof. Akira dankenswerter Weise zur Verfigung gestellte, TLR9-Rezeptor-defiziente
Mannchen Verwendung. Die Haltung und Aufzucht der Tiere fand artgerecht in Gruppen
von drei bis funf Tieren in transparenten Kéfigen statt, die eine GréBe von 36,5 cm *
20,7 cm * 14 cm aufwiesen. Die Umgebungsbedingungen lagen bei einer
Raumtemperatur von 20 bis 22°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50% und einem
12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus. Als Kéfigeinstreu benutzten wir Altromin-Tiereinstreu,
sowohl Wasser als auch Futter (Altromin Standarddiat Maus und Ratte) standen allzeit
zur freien Verflgung. Eine Genehmigung der Tierversuche lag durch die
Bezirkregierung Koéln vor, das Aktenzeichen lautet 8.87-51.04.20.09.392.

2.2 Versuchsprotokoll

Instrumentierung /'R 60 min Ischamie
Prakonditionierung Reperfusionsphasen
5-7d | 16 h | |
30 min 3h

Abb. 4: Versuchsprotokoll im Uberblick
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Die Mause wurden primar alle einem operativen Eingriff (Instrumentierung) unterzogen,
um eine lockere Ligatur der linken anterior-deszendierenden Koronararterie (LAD),
vornehmen zu kénnen (dezidiert erlautert in 2.3.1). Im weiteren Verlauf kam das ,closed
chest’-Modell zu Anwendung, welches im Jahre 2000 etabliert wurde (Nossuli et al.,
2000) und entsprechend dem die Tiere postoperativ 5-7 Tage ruhen, bevor die tem-
porare Infarzierung am verschlossenen Thorax vorgenommen werden kann. Dies mind-
ert ganz entscheidend den Einfluss inflammatorischer Mediatoren auf den Myokardin-
farkt, die durch jeden operativen Eingriff freigesetzt werden. 16 Stunden vor geplanter
Okklusion der LAD erhielten die Tiere jeweils ihre prakonditionierende Stimulation oder
Placebo (Gruppeneinteilung siehe 2.3.2). Die Okklusions- beziehungsweise die
Ischamiezeit betrug 60 Minuten, gefolgt von 30 Minuten oder 3 Stunden Reperfusions-
zeit. AnschlieBend wurden die Organe (Herz, Lunge) sowie Serum entnommen und
nach RNA-Isolation und mittels ,Real-time* PCR auf die differentielle Mediatorantwort,
wahrend der postischamischen Reperfusionsphase weiter untersucht. Die Expression
myokardial relevanter Mediatoren (u.a. TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-10) wurde demnach in Ab-
hangigkeit verschiedener ODNs und zu zwei Zeitpunkten 30 Minuten oder 3 Stunden
post Infarkt bestimmt. Der zeitliche Verlauf war hier ganz entscheidend, da Vorarbeiten
bereits mittels ELISA die Zytokinexpression als hoch zeitabhangig darstellen konnten
(KnUfermann et al., 2008).

Die Genotypisierung der TLR9-defizienten Mause, beziehungsweise der Beweis des
Genverlustes wurde in unserer Arbeitsgruppe durch Frau Schulz regelméaBig durchge-
fuhrt.

2.3 In-vivo-Eingriffe

2.3.1 Instrumentierung Ischamie / Reperfusion

In einer Inhalationsbox erfolgte die Narkoseeinleitung mit 2 Volumenprozent Isofluran
und einem Sauerstoff-Frischgasfluss von 1 I/min. Daraufhin wurde das Tier auf einem
vortemperierten Operationstisch (37°C) in Ricklage fixiert (Abb. 5) und mittels

Nasenkonus weiter anasthesiert.
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Abb. 5: Fixierung des Tieres auf dem Operationstisch, EKG-Elektroden sind
appliziert und der Thorax durch Retraktoren gespreizt (Stapel, 2006).

Nach Enthaarung und Desinfektion des Operationsgebiets mit Betaisodona erfolgte ein
medianer Hautschnitt von submandibular bis zum Xiphoid unter stereomikroskopischer
Sicht bei 6-facher VergréBerung (ZEISS Mikroskop). Dann folgte die stumpfe Trennung
der subkutan liegenden Speicheldriisenlappen und die Separation der pratrachealen
Muskulatur. Unter Sicht wurde nun eine endotracheale Intubation vorgenommen (Abb.
6), mittels eines speziellen Beatmungsgerats (MiniVent) wurde die Maus, mit Volumina
von 200 pl bei einer Atemfrequenz von 110 /Minute, entprechend ihren physiologischen
Parametern beatmet.
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Glandulae

submandibulares Pinzette
Trachea mit
Endotrachealkanile

Abb. 6: Intubation, Halsbereich der Maus, Ventralansicht nach Hautschnitt
und Préparation der Trachea (6-fache VergréBerung) (Stapel, 2006).

Zur Eréffnung des Thorax wurden links parasternal die Rippen 2 und 3 mit anliegenden
Interkostalraumen bis in den Pleuraraum durchtrennt und mit zwei Retraktoren zur
Fixation eingespannt. Der zum Teil noch recht kraftig ausgepragte retrosternale Thymus
wurde nach rechts-lateral verschoben. Das Perikard konnte dann stumpf er6ffnet
werden, um eine optimale Sicht auf das Myokard zu gewahrleisten. Unter Einsatz einer
U-férmig gebogenen Nadel und eines monofilen Fadens der Starke 8.0 wurde
anschlieBend unter 16-facher VergréBerung die Ligatur der LAD ca. 1-3 mm distal des
linken Aurikels gesetzt (Abb. 7).

Nadelhalter

Linke Koronararterie (LAD)

Abb. 7: Umstechung der linken Koronararterie unter 16-facher VergréBerung
(Stapel, 2006).
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Die Nadel wurde dann vom Faden abgetrennt und die Fadenenden durch ein 0,5 mm
langes Stick eines Polyethylen-Schlauches, der als Okkluder diente, geflihrt. Die
korrekte Lage der Ligatur wurde per kurzer Okklusion validiert, die eine sichtbare Blasse
des Myokard des linken Ventrikels nach sich zog (Abb. 8). Dieser Okkluder lasst spater
eine Kompression der LAD zu, ohne die Koronararterie zu verletzen oder das Herz

UberméBig zu deplatzieren.

Okkluder

Versorgungsgebiet der LAD,
leichte Blasse als
Okklusionsnachweis

Abb. 8: Okklusion der linken Koronararterie mittels Okkluder unter 16-facher
VergréBerung (Stapel, 2006).

AnschlieBend wurde je ein Fadenende mit einer Kalt-Nadel, GréBe 3, durch den 1. und
4. Interkostalraum ausgefihrt, in einer lockeren Schlaufe miteinander verknotet und
schlieBlich links thorakal in eine subdermale Tasche gelegt. Die Thoraxnaht erfolgte
einreihig, allschichtig in Einzelknopfnahten, die Hautnaht einreihig fortlaufend mit je
einem monofilen Faden der Starke 6.0. Bereits wahrend der letzten Naht wurde die
Isoflurandosis auf 1-0,5 Volumenprozent reduziert, was die Extubation zeitnah, nach
Einsetzen der Spontanatmung und der Schutzreflexe, erméglichte. Bis zum vélligen
Erwachen aus der Narkose wurde die Maus in Bauchlage unter einer Warmelampe
Uberwacht. Als postoperative Analgesie erhielt jede Maus vor Ausleiten der
Isoflurannarkose einen intraperitonealen Bolus von 0,1 ml Temgesic-NaCl (0,0015 mg/
Tier; Temgesic, Ampullen, Injektionslésung 0,3 mg/ml Buprenorphinhydrochlorid, Essex
Pharma, Mdnchen).
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2.3.2 Prakonditionierung und Gruppeneinteilung

Die Prakonditionierung der Versuchstiere begann 16 Stunden vor der Infarzierung. Sie
erfolgte als intraperitoneale Injektion mit 100 pl CpG-ODN in einer Konzentration von 5
nmol (Gruppen 3 und 4). Hierbei handelt es sich um ein immunstimulativ-wirkendes
unmethyliertes Cytosinphosphat-Guanosin-Oligonukleotid (1668-Thioat) mit folgender
Sequenz: 5'-TCC-ATG-ACG-TTC-CTG-ATG-CT-3". Um den direkten hepatischen Abbau
Uber den portalvendsen Kreislauf zu verhindern, erhielten alle stimulierten Mause eine
halbe Stunde zuvor 50 pl D-Galaktosamin (= 20 mg) ebenfalls intraperitoneal (Hemmi et
al., 2000).

Den Kontrollgruppen 1 und 2 applizierten wir dagegen je 100 pl PBS, den
Versuchsgruppen 5 und 6 je 100 pl eines immun-neutralen ODNs a 5 nmol (1612-
Thioat, 5-GCT-AGA-TGT-TAG-CGT-3') und den Versuchsgruppen 7 und 8 je 100 ul
eines immunsuppressiv-wirksamen H154-Thioats a 5 nmol (5-CCT-CAA-GCT-TGA-
GGG-G-3'). Die Oligonukleotide waren nach Herstellerangaben frei von Endotoxinen.
Die entsprechenden Dosierungen wurden durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe als

optimal ausgearbeitet. Die Gruppeneinteilung stellt sich zusammengefasst wie folgt dar:

* Gruppe 1: Kontrollgruppe mit 100 ul PBS-Gabe, 30 min Reperfusion

» Gruppe 2: Kontrollgruppe mit 100 pl PBS-Gabe, 3 h Reperfusion

» Gruppe 3: Versuchsgruppe mit 100 pl 1668-Thioat-Gabe, 30 min Reperfusion
» Gruppe 4: Versuchsgruppe mit 100 pl 1668-Thioat-Gabe, 3 h Reperfusion

» Gruppe 5: Versuchsgruppe mit 100 ul 1612-Thioat-Gabe, 30 min Reperfusion
» Gruppe 6: Versuchsgruppe mit 100 ul 1612-Thioat-Gabe, 3 h Reperfusion

» Gruppe 7: Versuchsgruppe mit 100 pl H154-Thioat-Gabe, 30 min Reperfusion
» Gruppe 8: Versuchsgruppe mit 100 ul H154-Thioat-Gabe, 3 h Reperfusion

2.3.3 Okklusion / Ischamie

Zur Okklusion der LAD und damit Initierung eines 60 minttigen ST-Strecken-
Hebungsinfarkt (,ST-elevation myocardial infarction®, STEMI) erhielten die Mause eine

Propofolnarkose. Diese wurde eingeleitet mit 0,2 ml von 1%-igem Propofol (2 mg),
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intraperitoneal appliziert. Sofern notwendig folgten weitere Injektionen a 0,05 ml
Propofol. Die Spontanatmung der Versuchstiere bleibt unter diesen Dosen erhalten, so
dass eine Intubation und Insufflation mit Sauerstoff-angereicherter Luft nicht geboten
waren. Eine Inhalationsnarkose mit Isofluran eignet sich einerseits aufgrund seines
prakonditionierenden Effektes nicht (Cason et al., 1997; Ludwig et al., 2004), anderseits
wirde der Frischgasfluss mit Sauerstoff die Gr6Be des resultierenden Infarktareals im
Sinne einer GréBenreduktion beeinflussen. Der prakonditionierende Effekt von Isofluran
wahrt maximal 72 Stunden, so dass die Verwendung bei der Initialoperation
unbedenklich ist; die schnellere Anschlagszeit durch Inhalation sowie kirzere
Aufwachphase sind hier von groBem Vorteil. Hingegen zeigte Propofol bisher keine
eindeutigen Belege auf eine prakonditionierende Wirkung und hat den Vorteil bei
anhaltend guter Vertraglichkeit mehrmals appliziert werden zu kénnen (Kato und Foex,
2002; Ko et al., 1997; Kokita et al., 1998).

Zum Nachweis des STEMI wurden entsprechend der bipolaren Extremitatenableitung Il
nach Einthoven drei Elekiroden subkutan in die Vorderextremitaten sowie die linke
Hinterpfote positioniert (Abb. 5). Die Ableitung Il folgt dem Hauptvektor der elektrischen
Herzachse des jugendlichen Tieres und zeigt daher am zuverldssigsten eine
Veranderung der Reizweiterleitung und damit des erregbaren Myokard am linken
Ventrikel. Um eine konstante Koérpertemperatur von 37°C aufrechtzuerhalten, wurde
eine Temperatursonde rektal eingefihrt und diese an einen Temperaturregler
angeschlossen, welcher bei Unterschreiten der Soll-Temperatur eine Wéarmelampe
aktivierte. Dies hatte zwei Griinde, zum einen zieht eine perioperative Auskihlung einen
deutlich gesteigerten Stoffwechsel mit erhéhtem Energie- und Sauerstoffbedarf mit sich.
Zum anderen hat eine Koérpertemperatursenkung einen protektiven Effekt auf das
ischamische Myokard, resultierend in verminderter InfarktgréBe (Chien et al., 1994;
Duncker et al., 1996; Hale et al., 1997; Hale und Kloner, 1997; Khaliulin et al., 2007).
Uber die angeschlossenen Elektroden an ein Power Lab Data Aquisition System
(ADInstruments, Spechbach) und der dazugehdrigen Software (Chart for Windows 4.2)
konnten die elektrokardiographischen Daten aufgezeichnet und Uberwacht werden.

Die Hautnaht wurde nun tber dem Sternum eréffnet, so dass der subdermal befindliche
Ligaturknoten mobilisiert und mittels eines Retraktors nach links lateral fir 60 Minuten
gespannt werden konnte (Abb. 9). Dies fuhrt zur erwiinschten Okklusion der LAD und



34

konsekutiv zur absoluten Ischamie des poststenotischen Myokards, nachweisbar im
EKG als ST-Strecken-Hebung (Abb. 10). Nach 60 Minuten wurde die Spannung geldst
und die Maus zur 30-minltigen oder 3-stiindigen Reperfusion wieder in ihren Kafig
gelegt.

Retraktorenden
mit
Ligaturschlinge

Abb. 9: Ventralansicht nach Wiedereréffnung des Hautschnitts, Zug der Ligatur zur
Okklusion der LAD mittels eines Retraktors (Stapel, 2006).

Abb. 10: Elektrokardiographie: ST-Hebung als Indiz einer Ischamie;
Abszisse: Zeit (s), Ordinate: Spannung (mV) (Nossuli et al., 2000).

2.3.4 Planimetrie zum Nachweis der Reproduzierbarkeit

Zum Nachweis einer vergleichbaren Ergebniskonstanz wurde vor Beginn der
eigentlichen Studie bezliglich der Mediatorantwort eine planimetrische Auswertung des
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Quotienten aus Infarktareal (IA) und AAR vorgenommen.

Die Anésthesie erfolgte wie unter Kapitel 2.3.1 beschrieben. Der Ligaturknoten wurde
freigelegt und durchtrennt. Im Anschluss wurde eine mediane Laparotomie durchgefihrt,
das Zwerchfells ventral entlang des Rippenbogen erdffnet und mittels kranialer Fixation
des Xiphoids eine ausreichende Sicht auf das Herz ermdglicht. Die nun intrathorakal
liegende LAD-Ligatur wurde fest geschlossen, um eine weitere Perfusion des
Stromgebiets zu verhindern. Zur Markierung der Non-AAR erfolgte nun die Injektion von
0,5 ml einer 5%igen Phthaloblau-Lésung (Heubach Dispersionsfarbe) in den rechten
Ventrikel. Nach sichtbarer Farbung der Lungenfliigel strémte das Blau Uber den linken
Ventrikel und die noch offenen Koronarien, die rechte Koronararterie (RCA) und den den
Ramus circumflexus der linken Koronarie (RCX) und farbte das perfundierte Myokard.
AnschlieBend wurde das Herz entnommen, in PBS gespillt und unter 10-facher
VergréBerung die Vorhéfe und der rechte Ventrikel entfernt. Nach Schockgefrierung bei
-160°C in 2-Methylbutan (Sigma) konnte der linke Ventrikel in ca. 5-7 je 1 mm starke
Schnitte geteilt werden. Diese werden dann fir 20 Minuten bei 37°C in 1,5% Triphenyl-
Tetrazolium-Chlorid (TTC) inkubiert. Die Dehydrogenasen der noch vitalen Zellen
reduzierten das farblose TTC zur roten Verbindung Triphenyl-Formazan, es resultierte
eine Rotfarbung des vitalen Gewebes im Gebiet der AAR, die Blaufarbung der NAAR
blieb weiterhin deutlich abgrenzbar zu erkennen. Durch 4%-ige Formalin-l6sung wurden
die Schnitte in 30 Minuten fixiert und dann auf einen Objekttrager gelegt. Durch einen
Mikroskop-Kameraaufsatz wurden die Schnitte einzeln und von beiden Seiten digital
photographiert (Abb. 11). Mit der Software Image J (Version 1.29, NIH, USA) erfolgte die
planimetrische Vermessung (NAAR, AAR, IA) der Schnitte und die folgende
Auswertung. Die Daten der Vorder- und Rickseite der Bilder flossen unter Aussparung
des Ventrikellumen als Mittelwerte ein. Durch Addition der Werte konnten
Volumenangaben der einzelnen Zonen in Bezug auf die gesamte Muskelmasse des
linken Ventrikels gemacht werden. Speziell standen die Quotienten vom IA zur AAR
bzw. zum linken Ventrikel sowie von der AAR zum linken Ventrikel im Vordergrund.
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Non-area-at-risk
(NAAR)

Area-at-risk
(AAR)

Infarkt

Abb. 11: Herzschnitt nach Phthaloblau- und TTC-Fédrbung, der weiBliche Abschnitt
kennzeichnet den Infarkt, die rote die AAR und die blaue die NAAR.

2.3.5 Organentnahme zur Bestimmung der Mediatorantwort

Der Tod des Versuchstieres erfolgte nach Abschluss der Reperfusionsphase bei einem
Durchstrom von Uber 3 Volumenprozent Isofluran durch zervikale Dislokation.
AnschlieBend wurden fir die molekularbiologischen Untersuchungen das gesamte Herz
und die Lunge zur Analyse entnommen und in kaltem PBS gewaschen. Vor dem
Uberfiihren der Organe in Eppendorf-ReaktionsgefaBe (Eppendorf, Hamburg) wurde die
Uberschissige Flussigkeit mit FlieBpapier entfernt. Ungeféhr 0,5 - 1 ml Blut wurde aus
dem offenen Thorax aspiriert und fir 10 min bei 4°C und bei einer RZB von 5984 ¢
zentrifugiert (Zentrifuge, #5415R, Eppendorf AG, Hamburg). Das Serum im Uberstand
konnte dann abpipettiert und in neue vorbereitete Eppendorf-ReaktionsgefaBe Uberfuhrt
werden. Die Herzen, Lungen und Sera wurden in separaten und zuvor beschrifteten
Eppendorf-GeféaBen mit flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur
Aufbereitung bei -80°C gelagert.
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2.4 Molekularbiologische Untersuchungen

2.4.1 RNA - Isolation, die Guanidinthiocyanat - Phenol - Chloroform - Extraktions-
methode

Zur Erfassung der pro- und antiinflammatorischen Genexpression myokardial relevanter
Mediatoren nach unterschiedlich langer Reperfusionsphase im Herzen wurde eine
quantitative ,Real-time*“- Polmerasekettenreaktion (PCR) durchgefihrt. Zur Vorbereitung
dieser Analyse wurde die mRNA (messenger Ribonukleinsdure) aus dem gesamten
Organ nach der Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode
(Chomczynski und Sacchi, 1987) isoliert. Vor der eigentlichen Isolation wurde das
Dispergierwerkzeug des Dispergiergerates Ultra-Turrax TP 18/10 (IKA Werke, Staufen)
mit 4 M Guanidinthiocyanat (GIT) und 0,1%-igem Diethylpyrocarbonat (DEPC) gereinigt,
um anschlieBend mit der Zerkleinerung des Herzens beginnen zu kénnen.

Die Herzen wurden noch gefroren in TRI Reagent Solution (1 ml TRI Reagent Solution
pro 100 mg Gewebe; Ambion Applied Biosystems, Wiesbaden) gegeben, homogenisiert
und dann auf Eis fir 10 Minuten inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurden 200
ul Chloroform pro Milliliter TRI Reagent Solution hinzugegeben. Das Gemisch wurde mit
einem Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, USA) gemischt und flr weitere 10
Minuten auf Eis inkubiert. Durch anschlieBende Zentrifugation in einer Eppendorf
Zentrifuge #5810R (Eppendorf, Hamburg) bei 4000 U/min (740xg) fir 30 Minuten wurde
eine Phasentrennung herbeigefihrt. Die oberste, mRNA-haltige Phase wurde
abgenommen, mit 0,5 ml Isopropanol je ml TRI Reagent Solution vermischt und Gber
Nacht bei -20°C inkubiert. Das Gemisch wurde anschlieBend bei 4000 U/min (740xq) fur
20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das verbleibende Sediment mit
6 ml 75%-igem Ethanol gereinigt, zentrifugiert (4000 U/min (740xg)) und der Uberstand
verworfen. Das nun sichtbare “Pellet” wurde far 15 - 30 Minuten unter dem Abzug
getrocknet, um dann in 200 pyl DEPC resuspendiert zu werden. Die mRNA wurde
folgend nach Anleitung des Herstellers in einem PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) aufgereinigt. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte dann mit
einem NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Langenselbold) durch Messung der optischen
Dichte bei 260 nm.
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2.4.2 Quantitative ,,Real-Time* - Polymerasekettenreaktion, (PCR)

Die Expression von pro- und inflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10),
verschiedener Rezeptoren (TLR2, TLR4, TLR9) sowie der Stickstoffmonoxid-Synthetase
(INOS) wurde mittels quantitativer ,Real-time“ PCR untersucht.

Die primare reverse Transkribtion der mRNA erfolgte mit einem High Capacity cDNA
Reverse-Transkription-Kit (Applied Biosystems, Fosters City, USA). 25 yl mRNA wurde
mit 25 ul Reverse-Transkriptase Master Mix zu cDNA umgeschrieben.

Folgende murine TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) wurden im

Verlauf verwendet:

*TLR2 Mm01213946_g1
* TLR4 Mm00434204_m1
* TLR9 MmO00446193_m1
* TNF-a Mm00443258 mf1
«IL-18  Mm99999061_mH
*IL-6 Mm01210732_g1
*IL-10 MmO00439616_m1
«iNOS  Mm99999915_g1

Die ,Real-time“ PCR wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. 6,65 ul cDNA
(16,5 ng cDNA) wurden mit 27 pl Masters Mix (Gemisch aus 2-fach TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems, Fosters City, USA) TagMan® Gene
Expression Assay und DNA- sowie RNA-freiem Wasser) versetzt. Je 10 ul aus diesem
Ansatz wurden auf eine 384-well-Mikrotiterplatte (Brand, Wertheim) pipettiert (5,5 ng
cDNA pro well).

Die Messung der Proben erfolgte mit einem ABI Prism® 7900HT Fast Real-time PCR
System (Applied Biosystems, Fosters City, USA). Das Programm wurde mit einer
dreiminitigen Temperierung bei 50°C und anschlieBender Aufheizung bei 95°C fir 10
Minuten gestartet. In 40 Amplifikationszyklen erfolgte ein Wechsel zwischen 95°C fir 15
Sekunden und 50°C fir 1 Minute. Die Analyse der Ct-Werte zur spateren Bestimmung
des relativen Quotienten (RQ) erfolgte mit der Software SDS2.2 (Applied Biosystems,
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Foster City, USA). Nach Export der Daten in Microsoft Excel (Microsoft Deutschland,
UnterschleiBheim) erfolgte die Ermittlung der RQ-Werte nach der ACt-Methode. Die
Expression der aufgefiihrten Zielgene wurde auf das Gen der konstitutiv exprimierten,
murinen Glyzerinaldehyd-Dehydrogenase (GAPDH) normiert. Die Analyse der RQ
Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism 4.05 (GraphPad Software, San Diego, USA).

2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden die Daten aller Gruppen als Mittelwert (MW) und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) errechnet. Das Computerprogramm GraphPad
Prism 4.05 (GraphPad Software, San Diego, USA) ermdglichte die Bestimmung der
Signifikanzen durch ein- oder zweifaktoriellen ANOVA und folgendem Posthoc-Test
nach Newman-Keuls bzw. mittels unpaired t-Test. Differenzen mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von p < 0,05 wurden als signifikant angenommen. Um den arithmetischen
Mittelwert + Standardfehler graphisch zu prasentieren wurden Balkendiagramme

angelegt.

2.6 Gerate und Materialien

2.6.1 Materialien fur die Tierhaltung

 Zuchttiere (Charles River, Sulzfeld)

« Kéfige (Makrolon, Typ II L, Charles River, Sulzfeld)

* Tiereinstreu (Altromin-Tiereinstreu, Altromin, Lage-Lippe)

* Futter (Altromin-Standarddiatfutter Maus und Ratte, Altromin, Lage-Lippe)

2.6.2 Gerate und Materialien fir die In-vivo-Eingriffe

» Endotrachealkanile (Durchmesser 1,0 mm und 1,2 mm; Hugo Sachs Elektronik,

March-Hugstetten)
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» Minivent (Typ 845; Hugo Sachs Elektronik — Havard Aparatus, March-Hugstetten)

» Operationsbesteck (Augenschere, verschiedene Pinzetten, Castroviejo-Nadelhalter,
Klemmen, Wund-Retraktoren, Fine Science Tools, Inc., San Francisco, USA bzw.
Allgaier Instrumente, Frittlingen)

* Operationsmikroskop (OpMi-191294, Carl Zeiss, Oberkochen)

» OP-Tisch (Eigenanfertigung der Feinmechanischen Werkstatt des Physiologischen
Instituts Bonn mit angeschlossenem Warmebad (42 °C); Rhema-Labortechnik,
Hofheim)

* EKG-Ableitung nach Einthoven
Elektroden: Kalt-Nadeln, GréBe 3, Fine Science Tools, USA
Datenverarbeitung durch Power Lab Data Acquisition System;

ADInstruments, Spechbach; dazugehdérige Software: Chart4windows

* Cardiac Reader (Roche Diagnostics, Mannheim)

* Zentrifuge (# 5415R; Eppendorf, Hamburg)

» Kardiotom (Eigenfertigung der Werkstatt des Physiologischen Institutes Bonn)

*» Objekttrager (Super Flos Frost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)

* Digitalkamera (Nikon CoolPix 990)

» Verbrauchsmaterialien

* Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm (Ratiopharm, Ulm)

* Betaisodona Lésung (Mundipharma, Limburg)

* Isofluran: Forenee (Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden)

* Disoprivan, 1 % Propofol (Astra Zeneca, Wedel)

* Temgesic-Lésung (Ampullen, Injektionslésung 0,3 mg/ml Buprenorphinhydrochlorid;
Essex Pharma GmbH, Minchen)

» Nahtmaterial

- Monofile Prolene-Faden mit atraumatischer Nadel (Johnson&Johnson, Brissel,
Belgien)

- 6-0 Prolene Faden BV-1 (Polypropylen; Ethicon GmbH, D-Norderstedt) fir die
Hautn&hte

- 8-0 Prolene Faden, BV-1 fir den Ligaturfaden (Ethicon GmbH)

+ Stimulantien

» D-Galaktosaminhydrochlorid, 1 g/10 ml, D-GalN (Roth, Karlsruhe)
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* Oligonukleotidsequenzen (TibMolBiol, Berlin):

- 1668 Thioat; 5-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3' (stimulativ)

- 1612 Thioat: 5-GCTAGATGTTAGCGT-3' (neutral) (Yamada et al, 2004)

- H154 Thioat: 5'-CCTCAAGCTTGAGGGG-3' (suppressiv) (Yamada et al, 2004)

* PBS

Pufferlésung aus 135 mM NaCl, 1,3 mM KCI, 3,2 mM NazHPOxHz20, 0,5 mM KH2
PO4und Aqua bidest., pH-Wert 7,4 (Gibco; Invitrogen, Darmstadt)

« 2.Methylbutan, #277258, Sigma-Aldrich

* Phthaloblau-Lésung 5 %, mit PBS angesetzt, Heubach Dispersionsfarbe

* TTC-L6sung 1,5 %, 2,3,5-Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) mit Phosphatpuffer
(pH-Wert 7,41)

* Formalin 4 %, verdinnt mit PBS, Merck

2.6.3 Gerate und Materialien flir die molekularbiologischen

Untersuchungen

» Feinwaage (Model Voyager; Ohaus, GieBen)

» Gene Amp 7500HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, Fosters City,
USA)

* Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, USA)

* PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, Karlsruhe)

* NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Langenselbold)

* High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems, Fosters City,
USA)

» TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Fosters City, USA)

» 2-fach TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Fosters City, USA)

» PCR-Platte: 384-well optical reaction plate (Brand, Wertheim)

» Chemikalien

- PBS, Pufferlésung aus 135 mM NacCl, 1,3 mM KCI, 3,2 mM NazHPO4xH20, 0,5 mM
KH2PO4 und Aqua bidest., pH-Wert 7,4 (Gibco, Invitrogen, Darmstadt)

- Diethylpyrocarbonat (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen)

- Guanidinthiocyanat (GIT, #G6639; Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen)
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- TRI Reagent Solution (Applied Biosystems, Fosters City, USA / Ambion)

- Chloroform (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen)

- Ethanol (Merck, Darmstadt)

- Propanol (Merck, Darmstadt)

» Analysegeréat

ABI PRISM 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Fosters City,
USA)

2.6.4 Software

* Chart for Windows (ADInstruments, Spechbach)

» Power Lab Data Aquisition System (AD Instruments, Spechbach)

* Image J Version 1.29 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)
* Prism 4.05 (GraphPad Software, San Diego, USA)

* SDS 2.2 (Applied Biosystems, Foster City, USA)

» Microsoft Excel (Microsoft Deutschland, UnterschleiBheim)
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3 Ergebnisse

3.1 Tierzahlen

In Summe flieBen die Daten von 202 Mausen in diese Arbeit ein. Davon waren 162
Wildtyp- (WT, C57BL/6) Mause und 40 TLR9-defiziente (TLR9-D) M&use. Flr die in
Kapitel 2.3.2. definierten Versuchsgruppen mit 30-mindtiger Reperfusionsphase
erfolgten je 10-12 Organentnahmen. Fir die Versuchsgruppen mit 3-stlindiger
Reperfusionsphase je 15-16 Organentnahmen. Zur Auswertung kommen je vier bis
sechs zuféllig ausgewahlte Organe.

3.1.1 Mortalitatsraten

Die Letalitatsraten wahrend des initialen operativen Eingriffes waren auBerst gering und
bei zwei von drei Féllen auf primar bestehende strukturelle Verdnderungen am murinen
Herzen zurtckzuflhren. Es zeigten sich nach Thorakotomie zwei massiv dilatierte
Herzen, also ein in Kontraktilitdt und Perfusion reduziertes Myokard. Diese Mause
verstarben unter den Bedingungen der Operation. Die dritte Maus verstarb an einer
Massenblutung beim Versuch, die LAD zu umschlingen. Zwei Mause verstarben direkt
nach intraperitonealer Applikation von D-Galaktosamin, wahrscheinlich infolge der
Verletzung intrabdomineller Strukturen. 23 Mause verstarben kurz nach oder im Verlauf
der 16 Stunden post Stimulation, dies entspricht einem Anteil von 37 % der
Gesamtmortalitédt. Diese Letalitat ist stark abhangig von dem verwendeten Stimulans
und zu 82 % der Gabe von 1668-Thioat zuzuschreiben. Die Letalitdt wahrend der
Infarzierung lag bei 24 Mausen, entsprechend 38,7 %. Sie ist einerseits dem Auftreten
von tachy- oder bradyarrythmischen Herzrhythmusstérungen auf Grund der divergenten
ventrikuldren Erregungsausbreitung zuzuordnen, hinzu kommt die durch Propofol
induzierte Atem- und Kreislaufdepression. Postischamisch, in der Phase der
Reperfusion starben 9 Mause. Hier liegen die verschiedenen Gruppen der
Vorbehandlung in ahnlichen Bereichen. Die nachfolgende Tabelle 2 fihrt diese Zahlen

gruppiert auf.
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Gesamtzahl der Mause 202
Wildtyp 162
TLR9-D Mause 40
Organentnahme fir die Molekularbiologie 140
Todesfalle 62
Bei Operationen

Nach DeGal-Applikation

Nach Stimulation 23
- mit PBS 1

- mit 1668-Thioat 19
- mit 1612-Thioat 1

- mit H154-Thioat 2
Wahrend der Infarzierung 24
Waéhrend der Reperfusion 9

Tab. 2: Tierzahlen und Todesraten gesamt

3.2. Ergebniskonstanz

Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit wurde vor Beginn der eigentlichen Mediator-
untersuchungen eine Vergleichsstudie beziiglich der GroBe des Infarktareals pro AAR
durchgeflihrt. Hier sollte gezeigt werden, ob erstens die Operationstechnik, also das
Anbringen der LAD-Ligatur, eine vergleichbare AAR hervorruft und zweitens, ob die
ODN-Gabe, wie in Vorarbeiten beschrieben, ebenfalls eine Reduktion des resul-
tierenden Infarktareal erreicht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.1 dargestellt. Nach
PBS-Applikation zeigte sich ein Infarktareal/AAR von 41,24 + 3,939 % (n=5), durch eine
1668-Thioat-Gabe konnte der Quotient um Uber die Hélfte auf 18,92 + 3,422 % (n=4)
reduziert werden. Nahezu identisch die Ergebnisse der Vorarbeit: Eine PBS-Behandlung
resultierte in einem Quotient von 35,38 + 2,923 %, eine ODN-Gabe in einem von 19,71

* 4,421 %.
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Infarktareal / Area at risk

PBS(A) 1668(A) PBS(P) 1668(P)

Abb. 12: Reproduzierbarkeit des Infarktarea prozentual zur Area at risk. Vergleich
der eigenen Ergebnisse (A) mit denen aus Vorarbeiten (P).

3.3. Ergebnisse der quantitativen ,,Real-time“-PCR bei Wildtyp -

Mausen

Die Okklusion der LAD mit einhergehender ischdmischer Reaktion im poststenotischen
Areal induziert die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine. Zusatzlich
beeinflussen die applizierten Stimulanzien das inflammatorische System auf
verschiedene Art und Weise (Kap. 1.5). Bei Wiederherstellung der Perfusion kommt es
zur Einwanderung groBer Mengen von stereotaktisch angelockten Immunzellen, welche
die Entzindungsreaktion antreiben und so einen zusatzlichen Myokardschaden
bedingen. Die folgenden Ergebnisse beschreiben in einer in-vivo Kinetik die differentielle
Mediator-antwort abhangig von der Immunstimulation und der Dauer der Reperfusion
(jeweils nach 30 Minuten und 3 Stunden). Es wird einerseits die Generierung pro- und
antiinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-10) betrachtet, andererseits die
Expression immunologischer Rezeptoren (TLR2, TLR4, TLR9), sowie die Produktion
von iINOS. Die Quantifizierung der Parameter erfolgte mittels quantitativer ,Real-time*” -
PCR (Kap. 2.4.3).
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3.3.1. TNF- a - mRNA - Expression

1668-Thioat induzierte nach 30 Minuten Reperfusionszeit einen 6-fachen Anstieg der
TNF-a-mRNA-Expression auf 5,645 + 2.083, der gegenulber allen Gruppen auBer 3 h-
1668-Thioat signifikant war (Abb. 13). Die Basalexpression in der PBS-Gruppe lag nach
30 Minuten Reperfusion bei 1,004 £ 0,1301. Der RQ-Wert der TNF-a-Expression lag bei
mit immunneutralem 1612-Thioat behandelten Mausen bei 1,175 + 0,1170, und bei mit
immunsuppressivem H154-Thioat behandelten Mausen bei 0,5196 + 0,07994. Nach 3
Stunden wahrender Reperfusionszeit nach 1668-Thioat-Stimulation fiel die TNF-a-
Expression auf einen RQ-Wert von 3,375 * 0,7578 ab. Dieser Wert war im Vergleich zu
den korrespondierendem 30 Minuten-Wert nicht signifikant erniedrigt. Er war jedoch
tendenziell erhdéht im Vergleich zu den Ergebnissen nach 3 Stunden andauernder
Reperfusionszeit folgend einer Konditionierung mit PBS (1,313 £ 0,3187), 1612- ( 1,095
*+ 0,3876) und H154-Thioat (1,451 = 0,2566). Es zeigte sich also nach einer kurzen
Reperfusionszeit und immunstimulativer Vorbehandlung mit 1668-Thioat ein deutlich
signifikanter Anstieg der TNF-a-mRNA-Expression, welcher sich im Verlauf der

Reperfusion verringerte.
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Abb. 13: mRNA-Expression von TNF-a im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und
1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5,
auBer 3 h 1668-Thioat n = 4; ** = p < 0,01

3.3.2. IL-18 - mRNA - Expression

Die mRNA-Expression von IL-1B im Herzen zeigte keine signifikanten Unterschiede der
RQ-Werte nach unterschiedlichen Stimulationen sowie Reperfusionszeiten (Abb. 14).
Der Befund nach 30-minltiger Reperfusionszeit lag in der Gruppe mit PBS-Gabe bei
1,477 £ 0,2068, das 1668-Thioat erbachte das Resultat 2,480 *+ 0,6699. Der RQ-Wert
fir die Gruppe nach 1612-Thioat belief sich auf 1.294 + 0,2450, der der Gruppe nach
H154-Thioat auf 1,053 + 0,1103. Die Expression nach 3-stindiger Reperfusionszeit
zeigte sich in der Kontrollgruppe bei 2,516 + 0,9684. Der RQ-Wert nach 1668-Thioat lag
bei 2,141 £ 0,3267, nach 1612-Thioat bei 4,115 £ 2,189 und nach H154-Thioat bei 1,019
* 0,2894.
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Abb. 14: mRNA-Expression von IL-1B im Herzen im Herzen nach PBS-, 1668-,
H154- und 1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion;
n =5, auBer 3 h 1668-Thioat n = 4

3.3.3.IL-6 - mRNA - Expression

Die IL-6-mRNA-Expression verhielt sich &hnlich der TNF-a-mRNA-Expression (Abb. 15).
Das 1668-Thioat induziert in 30 Minuten Reperfusion einen Anstieg des IL-6 auf
3,776 £ 1,188, der zu allen anderen Werten, die zur gleichen Zeit gemessen wurden,
sigifikant war. Die IL-6-mRNA-Expression war nach 30-mindtiger Reperfusion nach
PBS-Vorbehandlung 1,216 + 0,1652, nach 1612-Thioat-Stimulation und 30 Minuten
Reperfusion 1,250 + 0,1908 und nach H154-Thioat und 30 Minuten Reperfusion 0,7179
+ 0,1361. Zudem war der initiale IL-6-Anstieg nach 1668-Thioat signifikant erhdht im
Vergleich zu den Werten, die nach 3 Stunden Reperfusion in der PBS-Gruppe (1,216 +
0,3015) und in der H154-Thioat-Gruppe (1,114 £ 0,3226) erreicht wurden. Nach 3
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Stunden Reperfusion fiel die durch 1668-Thioat angehobene IL-6-mRNA-Expression auf
2,376 + 0,3129 ab. Zwischen den einzelnen prékonditionierenden Substanzen zeigten
sich nach dieser langeren Reperfusion keine signifikanten Unterschiede mehr, die
Expression nach 1612-Thioat liegt bei 2,053 + 0,8360.
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Abb. 15: mRNA-Expression von IL-6 im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und 1612-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer 30 min
1668-Thioat n = 4; * = p< 0,05; ** = p < 0,01

3.3.4.IL-10 - mRNA - Expression

Die Quantifizierung der antiinflammatorischen IL-10-mRNA-Expression flihrte zu einem
sehr eindeutigen Resultat (Abb. 16). Nach 30-mindtiger Reperfusionszeit prasentierte
sich ein tendenzieller Anstieg der Expression nach immunstimulativer Vorbehandlung
mit 1668-Thioat. Der RQ-Wert lag bei 4,363 + 1,223, um den Faktor 6,5 hdher
verglichen mit der mRNA-Expression nach PBS-Gabe, die bei 0,6784 + 0,2666
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verharrte. Nach Stimulation mit 1612-Thioat wurde ein RQ-Wert von 0,4434 + 0,05339
erreicht, nach H154-Thioat einer von 0,2880 + 0,09564.Nach 3-stlindiger Reperfusions-
zeit demaskierte sich der durch das 1668-Thioat induzierte Anstieg der IL-10-mRNA-
Expression mit einem Wert von 20,06 + 4,783. Dieser war gegentber alle anderen
Gruppen hochsignifikant erhdht. Die mRNA-Expression nach PBS-Gabe hatte einen
Wert von 1,241 £ 0,3798, nach 1612-Thioat-Gabe lag der RQ-Wert bei 1,096 + 0,3955,
nach H154-Gabe bei 1,096 + 0,2270.

Es kam also nur nach Vorbehandlung mit 1668-Thioat zeitlich zu einer ansteigenden
Expression des antiinflammatorischen IL-10.
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Abb. 16: mRNA-Expression von IL-10 im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und
1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5,
auBer 30 min H154- und 1668-Thioat n = 4; *** = p < 0,001
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3.3.5. TLR2 - mRNA - Expression

Die Stimulation mit 1668-Thioat und 30 Minuten Reperfusion bewirkte einen tenden-
ziellen Anstieg der Expression von TLR2 im Vergleich zu PBS, die bei 0,9558 + 0,1468
lag, auf 1,572 £ 0,6515 (Abb. 17). Durch eine 1612- sowie H154-Thioat-Vorbehandlung
erreichten die RQ-Werte nach 30 Minuten 0,3764 + 0,07462 und 0,6898 + 0,1143. Eine
3-stiindige Reperfusion zeigt einen Anstieg der TLR2-mRNA-Expression auf 2,259 *
0,5684, die gegenulber folgenden Behandlungen signifikant erhéht war: 30 Minuten
1612- und H154-Thioat, sowie 3 Stunden 1612-Thioat, der bei 0,5010 £ 0,1487 lag. Nur
tendenziell erhéht war der Wert nach 3 Stunden 1668-Thioat gegenliber der mRNA-
Expression nach PBS-Gabe von 1,227 + 0,3197 und gegentber 3 Stunden H154-Thioat
von 1,317 +0,2510.
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Abb. 17: mRNA-Expression von TLR2 im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und 1612-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer
3 h 1668-Thioat n = 4; *= p < 0,05
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3.3.6 TLR4 - mRNA - Expression

Die TLR4-mRNA-Expression veranderte sich durch die Stimulanzien zu keinem der
gewahlten Untersuchungszeitpunkte (Abb. 18). Die mRNA-Expression nach PBS-Gabe
lag nach 30-mindtiger Reperfusionszeit bei 1,025 + 0,05169, nach 3-stindiger
Reperfusionszeit bei 0,9488 + 0,1,50. Die Immunstimulation mittels 1668-Thioat flhrte
nach 30 Minuten zu einem RQ-Wert von 1,222 + 0,2756, nach 3 Stunden zu einem von
1,297 + 0,2513. Auch die Ergebnisse nach immunneutraler Stimulation unter 1612-
Thioat divergierten nicht vom Ausgangswert, nach 30 Minuten resultieren 1,104 *
0,09106, nach 3 Stunden 0,755 * 0,1894. Letztlich zeigte auch eine immunsuppressive
H154-Thioat-Gabe keine Auswirkungen auf die Expression. Nach 30 Minuten lag der
RQ-Wert bei 0,9592 + 0,2064, nach 3 Stunden bei 0,7614 + 0,05312.
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Abb. 18: mRNA-Expression von TLR4 im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und
1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5,
auBer 3 h 1668-Thioat n = 4
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3.3.7. TLR9 - mRNA - Expression

Die TLR9-mRNA-Expression lag bei PBS-Mausen nach einer 30-minutigen
Reperfusionsphase bei 0,5104 + 0,1475 und steigerte sich durch eine gleichlange 1668-
Thioat-Behandlung auf 1,629 + 0,4775 (Abb. 19). Eine 1612- sowie H154-Thioat-
Vorbehandlung fluhrten 30 Minuten nach Ischamie zu RQ-Werten von 0,4896 + 0,06 und
0,3116 £ 0,08. Nach 3 Stunden Reperfusionsphase stieg die TLR9 mRNA-Expression
nach 1668-Thioat-Stimulation auf einen RQ-Wert von 6,993 + 1,040, welcher hoch
signifikant (p < 0,001) Gber allen anderen Werten lag. Er war um den Faktor 5 grdBer als
die Expression nach 3 Stunden in der PBS-Gruppe, die 1,466 + 0,2071 betrug. Die
Vorbehandlungen mit 1612- und H154-Thioat erreichten Werte von 1,787 + 0,41 und
2.079 £ 0,6370.
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Abb. 19: mRNA-Expression von TLR9 im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und
1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5,
auBer 3 h 1668-Thioat n = 4; *** = p < 0,001
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3.3.8.iNOS - mRNA - Expression

Die iINOS-mRNA-Expression war nach 1668-Thioat-Stimulation und 30-mindtiger
Reperfusion mit einem RQ-Wert von 1,635 * 0,9172 tendenziell héher als die anderen
Werte zu dieser Zeit, PBS (0,7386 + 0,1163), 1612-Thioat- (0,86 + 0,1096) und H154-
Thioat-Stimulation (0,6984 + 0,09) (Abb. 20). Nach einer 3 Stunden andauernden
Reperfusionsdauer wurde dieser Trend noch deutlicher, erreichte aber ebenfalls nicht
das Signifikanzniveau. Das Ergebnis nach 1668-Thioat war mit 2,231 + 0,8124 fast
doppelt so hoch wie die mRNA-Expression in der PBS- (1,18 £ 0,18) und der 1612-
Thioat-Gruppe (1,238 + 0,14). Die H154-Thioat-Gruppe (0,8856 + 0,1596) wurde sogar

noch deutlicher Ubertroffen.
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Abb. 20: mRNA-Expression von iNOS im Herzen nach PBS-, 1668-, H154- und
1612-Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5,
auBer 3 h 1668-Thioat n = 4
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3.4. Ergebnisse der quantitativen ,,Real-time*“-PCR bei TLR9-D-
Mausen

Die folgenden Ergebnisse beschreiben nun in einer in-vivo-Kinetik die differentielle
Mediatorantwort bei TLR9-defizienten Mausen abh&ngig von Immunstimulation und
Dauer der Reperfusion. Es sollte die Frage beantwortet werden, ob die in Kapitel 3.3
dargestellten signifikanten Unterschiede nach Applikation von bestimmten CpG-ODN
tatsachlich TLR-9 vermittelt sind. Die die Unterschiede zwischen der PBS- und der
1668-Thioat-Gruppe als besonders relevant angesehen wurden und auch sehr grofB3
waren, werden hier nur diese beiden betrachtet. Es wurden wieder einerseits die
Generierung pro- und antiinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-10)
untersucht, des Weiteren die Expression immunologischer Rezeptoren (TLR2, TLR4,
TLR9), sowie die Produktion von iNOS.

3.4.1 Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine
Fir die proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1B3 und IL-6 ergaben sich zwischen den

beiden betrachteten Gruppen mit PBS- und 1668-Thioat Vorbehandlung bei den TLR9-
defizienten Tieren keine Unterschiede (Tabelle 3 und Abb. 21-23).

PBS 1668-Thioat
TNFa, 30 Minuten 1,453 + 0,2181 1,777 +0,1176
TNFa, 3 Stunden 2,637 £0,5274 2,633 £0,4018

IL-18, 30 Minuten

1,253 + 0,2549

1,179 £ 0,2270

IL-1B, 3 Stunden

1,766 + 0,5568

2,312 + 00,3893

IL-6, 30 Minuten

1,290 + 0,2236

1,759 + 0,2311

IL-6, 3 Stunden

1,542 + 0,4961

1,776 + 0,0716

IL-10, 30 Minuten

2,483 +0,4181

2,983 +0,3422

IL-10, 3 Stunden

4,017 +0,7500

4,409 + 0,3314

Tab. 3: mRNA-Expression der Zytokine TNFa, IL-1B8, IL-6 und IL-10 in TLR9-D nach
Stimulation mit PBS oder 1668-Thioat und je 30 min bzw. 3 h Reperfusion
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Flr das antiinflammatorische Zytokin IL-10 zeigte sich eine Signifikanz im Vergleich
zwischen 30 min PBS und 3 h 1668-Thioat, die RQ-Werte lagen bei 2,483 + 0,4181 und
4,409 = 0,3314. Das 3 h PBS Ergebnis belief sich auf 4,017 £ 0,7500, das von 30 min
1668-Thioat auf 2,983 + 0,3422 (Abb. 24).
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Abb. 21: mRNA-Expression von TNF-a im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer
30 min 1668-Thioat n = 6
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Abb. 24: mRNA-Expression von IL-10 im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer 30 min
1668-Thioat n = 6; * = p < 0,05

3.4.2 Expression der TLR2-, TLR4- und TLR9- mRNA

Auch die mRNA-Expression der TLRs wurde in den Herzen der TLR9-defizienten
Mausen unter unseren Bedingungen nicht beeinflusst (Abb. 25-27). Daher werden auch

hier die genauen Messdaten in einer Tabelle zusammengefasst (Tab. 4).
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PBS

1668-Thioat

TLR2, 30 Minuten

1,207 +0,1143

1,385 + 0,0941

TLR2, 3 Stunden

1,293 + 0,2190

1,802 £ 0,2140

TLR4, 30 Minuten

0,8639 + 0,0363

0,9382 + 0,0415

TLR4, 3 Stunden

0,9604 +0,1214

0,9510 + 0,0858

TLR9, 30 Minuten

1,037 £0,1218

1,446 £ 0,1074

TLR9, 3 Stunden

1,162 + 0,1152

1,143 + 0,0604

Tab. 4: mRNA-Expression der TLR2, TLR4 und TLR9 bei TLR9-D nach Stimulation mit
PBS oder 1668-Thioat und je 30 min bzw. 3 h Reperfusion
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Abb. 25: mRNA-Expression von TLR2 im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer 30 min
1668-Thioat n = 6
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Abb. 26: mRNA-Expression von TLR4 im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
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Abb. 27: mRNA-Expression von TLR9 im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
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3.4.3 Expression der iNOS - mRNA

Die Expression von iNOS variierte nicht nach Applikation von 1668-Thioat bei TLR9-D
Mausen (Abb. 28). Die Resultate nach PBS-Gabe lagen bei 0,9895 + 0,0955 nach 30
Minuten Reperfusion und bei 0,7898 + 0,0898 nach 3 Stunden. Nach 1668-Thioat-Gabe
lagen die Werte nach 30 Minuten bei 1,085 £0,0399 und nach 3 Stunden bei
0,9272 + 0,0390.
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Abb. 28: mRNA-Expression von iNOS im TLR9-D Herzen nach PBS- und 1668-
Thioat-Stimulation und jeweils 30 min und 3 h Reperfusion; n = 5, auBer 30 min
1668-Thioat n = 6
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4 Diskussion

Diese Arbeit untersucht die differentielle Mediatorantwort in der postischdmischen
Reperfusionsphase nach CpG-ODN-Stimulation.

4.1 Mausmodell und I/R-Protokoll

Der Auswahl des Tiermodells liegen verschiedene Faktoren zugrunde. Eine Erforschung
der pathophysiologischen Vorgange, die einen wichtigen Teil der Schaden durch
Ischamie und Reperfusion beim Myokardinfarkt ausmachen, ist essentiell zur
Verbesserung der bestehenden Therapie und der Entwicklung neuer Behandlungs-
strategien. Eine Verwendung von Tierversuchen ist hier unerlasslich. Das Mausmodell
wurde ausgewahlt, da es sich auf Grund wissenschaftlicher, ethischer und
wirtschaftlicher Kriterien sowie auf Grund der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse als
geeignet erwiesen hat. Beim Einsatz von gendefizienten Tieren ist dieses Modell zudem
zwingend erforderlich. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse eines Tiermodells auf den
Menschen ist grundsatzlich nicht in vollem Umfang mdglich. Muders und Elsner stellten
bereits im Jahr 2000 Grinde, wie das zumeist junge Alter der Tiere, die pldtzliche
chirurgische und pharmakologische Intervention und die monofaktorielle Genese einer
Erkrankung als Nachteile vieler Tiermodelle heraus. Der in dieser Arbeit behandelte
Myokardinfarkt und die zugrunde liegende Arteriosklerose sind schleichende
Entwicklungen, die meist im fortgeschrittenen Alter auftreten und mit anderen
Erkrankungen — Ubergewicht und Diabetes mellitus — gehauft einhergehen. Auch diese
vergesellschafteten Erkrankungen haben einen nachgewiesenen Einfluss auf das
immunologische System. Dennoch hat sich das Mausmodell in unserer Arbeitsgruppe
bewahrt (Stapel, 2006).

Das Ischéamie/Reperfusions-Modell wird in Anlehnung an das ,closed chest“-Modell
nach Nossuli angewandt und wurde nur geringfligig verandert (Nossuli et al., 2000;
Osterkamp, 2006). Die Reproduzierbarkeit ist entsprechend der in Kapitel 3.2
dargestellten Ergebnisse sehr gut. Die zeitliche Trennung der Initialoperation und des |/
R-Ereignis von 5-7 Tagen schlieBt einen Einfluss des operativen Traumas und der

einhergehenden Inflammation weitestgehend aus. Es ist so mdglich die Auswirkung der
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verschiedenen Vorbehandlungen gesondert zu betrachten und zu vergleichen. Des
Weiteren bietet das ,closed chest“-Modell den groBen Vorteil die einstindige Ischamie
unter einer Sedierung mit Propofol® durchflihren zu kdénnen. Eine tiefe Narkose mit
einem inhalativen Narkotikum wie bei der Initialoperation mit Isofluran ist nicht nétig.
Dies ist insbesondere wichtig, da verschiedene Arbeitsgruppen den
prakonditionierenden Einfluss volatiler Anasthetika nachgewiesen haben (Belhomme et
al., 1999; Cason et al., 1997; Kato und Foex, 2002; Ludwig et al., 2004). Propofol®
dagegen ist ein gut vertragliches Injektionsnarkotikum, welches nur einen geringen
Einfluss auf die InfarktgréBe hat (Cope et al., 1997) und erst in sehr hohen Dosen
kardioprotektive Effekte in-vitro gezeigt hat (Kato und Foex, 2002; Ko et al., 1997; Kokita
et al., 1998).

Nachdem fir eine Prakonditionierung mit 1668-Thioat (siehe Kapitel 1.5) in einem I/R-
Protokoll nach 24 Stunden eine signifikante Kardioprotektion nachgewiesen werden
konnte (Gélz, 2009; Markowski, 2007), erfolgte in dieser Arbeit die Quantifizierung der
pro- und antiinflammatorischen Mediatorantwort in einer in-vivo Zeitkinetik. Es wurde der
Effekt unterschiedlicher Substanzen in der postischamischen Reperfusionsphase
verglichen. Wie in der Einleitung in Kapitel 1.5 erldutert, wurde das 1668-Thioat,
welches Uber die CpG-Motive mit dem TLR9 proinflammatorisch interagiert, verwendet
(Hemmi et al., 2000; Knuefermann et al., 2008; Krieg et al., 2000). Zudem erfolgte die
Kontrolle mittels zweier Nicht-CpG-ODNs, namlich H154- und 1612-Thioat. Diese
Auswahl erfolgte, wie auch schon in der Arbeit von Frau Gdlz 2009 dargelegt, in
Anlehnung an eine Studie von Yamada et al., die eine supprimierende Wirkung
bestimmter ODNs ohne CpG-Motive auf die CpG-induzierte Entziindungsreaktion in der
Lunge von Mé&usen hatten nachweisen kénnen (Yamada et al., 2004). Eine ganz
aktuelle Studie von Meng et al., weist die Wirksamkeit einer neuen Klasse von TLR9-
Agonisten nach: 3' modifizierte CpG-ODNs, die eine Phosphodiesterase-Struktur
aufweisen, im Gegensatz zu den bisher eingesetzten ODNs mit einer Phosphorothioat-
Struktur (Meng et al.,, 2011). Diese sollen, nachdem sie Serum-Nuklease-resistent
konzipiert wurden, als noch wirksameres TLR9-Stimulanz fungieren. Nachteil dieser
Studie ist jedoch, dass der Nachweis einer TLR9-Interaktion nur in-vitro erfolgte und
nicht in-vivo. Die direkte Negativkontrolle erfolgt in der aktuell vorgelegten Arbeit mit der
Kochsalz-Lésung PBS.
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Neben den in Kapitel 1.6 beschriebenen Sepsis-relevanten Zytokinen und iNOS wurden
des Weiteren die PRRs TLR2, 4 und 9 bestimmt. Die Quantifizierung der Rezeptor-
MRNA erfolgte ebenfalls in Abh&ngigkeit der verschiedenen Stimulanzien. Knuefermann
et al. hatten bereits 2008 die Zunahme der TLR9-mRNA-Expression nach einer 1668-
Thioat Behandlung nachgewiesen. Ob der erneute Reiz durch eine I/R und ob Nicht-
CpG-ODNs in diesem Protokoll Auswirkungen zeigen, wurde in der vorliegenden Studie
untersucht. Bekannt ist, dass auch endogene Liganden zu einer Aktivierung der PRRs
fihren koénnen. ROS (Frantz et al., 2001), Fibrinogen (Smiley et al.,, 2001),
Hyaluronsaure (Termeer et al., 2002) und Fibronektin (Okamura et al., 2001) sind
Substanzen, die bei einem I/R-Schaden freigesetzt werden kénnen und Agonisten
verschiedener PRRs darstellen. Die Expression der drei TLRs wurde untersucht, um zu
testen, ob Expressionsunterschiede hier zu einer Erklarung einer kardioprotektiven
Wirkung der Prékonditionierung mit 1668-Thioat beitragen kdnnten.

Als Zeitpunkte der Organentnahme wurden 30 Minuten und 3 Stunden gewahlt. Der
frhe Zeitpunkt, da bekannt ist, dass die inflammatorische Reaktion auf Reize, wie einen
I/R-Schaden, ausgesprochen schnell zu einer Mediatorausschittung fihrt. Die Daten
der Arbeitsgruppe hatten nach 1-2 Stunden das Maximum der myokardialen Protein-
expression nach alleiniger CpG-ODN Stimulation demonstriert (Knuefermann et al.,
2008). Die de-novo mRNA-Synthese wird dann im Verlauf von 3 Stunden beurteilt.

Um die tatsachliche Abhangigkeit der resultierenden Mediatorantwort vom TLR9-
Signalweg nach 1668-Thioat Behandlung zu beweisen, wurden die in Kapitel 2
beschriebenen Versuche in einem ,Knock out"-Modell vorgenommen. Hier wurde das
besondere Augenmerk auf den Ausschluss eines CpG-ODN-Effekt gelegt, die Versuche
wurden daher nicht mit H154- oder 1612-Thioat durchgeflhrt.

4.2 Mortalitatsraten

Die Mortalitatsraten aus Tabelle 2 sind im Einklang mit denen anderer Studien
(Markowski, 2007). Nach einer Behandlung mit dem proinflammatorischen 1668-Thioat
zeigt sich bei einer Dosierung von 5 nmol eine deutlich héhere Mortalitat als nach der
Applikation einer Nicht-CpG-ODNs beziehungsweise des PBS. Dies geht einher mit der
durch Knuefermann et al. 2008 nachgewiesenen Steigerung der TNF-a und IL-1pB-
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mRNA-Expression und den in der selben Studie festgestellten klinischen Zeichen eines
Schock-ahnlichen Zustandes, wie Lethargie und Diarrhoe zwei Stunden nach
Applikation. Vorangegangene Studien hatten fir die genannten Zytokine die Entwicklung
einer Sepsis sowie einer septischen Kardiomyopathie nachgewiesen (Cain et al., 1999;
Kumar et al., 1996; Parker et al. 1984; Werdan und Muller-Werdan, 1996). Andere
Daten zeigten sich bei Frau Gélz, sie fand 2009 keinen Unterschied der Mortalitatsraten
zwischen mit PBS behandelten Mausen und mit 5 nmol CpG-ODN behandelten
Mausen.

4.3 Analyse der differentiellen Zytokin- und iINOS-Antwort

Eine Stimulation mit einem CpG-ODN fihrt im Vergleich zu einer PBS-Vorbehandlung in
der postischdmischen Reperfusionsphase zu einer signifikanten Zunahme der mRNA-
Expression von TNF-a und IL-6. Diese Abweichung der proinflammatorischen Antwort
auf einen I/R-Schaden ist in der friiher Reperfusionsphase besonders deutlich, fallt im
Verlauf von 3 Stunden Reperfusion wieder ab, ist jedoch auch zu diesem Zeitpunkt noch
erhéht im Vergleich zu PBS. Ein signifikanter Anstieg des ebenfalls proinflam-
matorischen Zytokins IL-1B konnte durch eine CpG-Prakondition vor dem I/R-Protokolls
nicht erreicht werden. Dies ist entgegen der Erwartungen, denen die Arbeit von
Knuefermann zugrunde liegt (Knuefermann et al., 2008). Hier hatte die reine Stimulation
die hoch signifikante Expressionszunahme von sowohl TNF-a und IL-6 als auch von IL-
18 bewirkt. Eine Erklarung kénnten die unterschiedlichen CpG-Konzentrationen sein.
Knuefermann et al. verwendeten 20 nmol pro Maus, eine Dosierung, die eine deutlich
starkere septische Reaktion und damit auch Mortalitat induziert, als die in dieser Studie
applizieten 5 nmol. Der Mediator IL-1B wird in dieser Arbeit nicht durch eine
Prakonditionierung beeinflusst, sondern sein Anstieg war entsprechend des Wertes der
Kontrollgruppe PBS dem myokardialen I/R-Schaden zuzuschreiben. Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von denen, die durch Hiasa et al., 2001 publiziert worden sind. Hier
hatte sich nach einer Prakonditionierung mit IP (ischamischer Prakonditionierung) bzw.
mit LPS und anschlieBender I/R eine Reduktion der mRNA-Expression
proinflammatorischer Zytokine, und zwar sowohl von TNF-a und IL-6 als auch von IL-1(3
gezeigt. Die Arbeitsgruppe benannte die reduzierte inflammatorische Antwort als
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Ursache flr den resultierenden, geringeren Myokardinfarkt. Diese Resultate sind jedoch
nur eingeschrankt vergleichbar mit den in meiner Arbeit prasentierten, da die
stimulierenden  Substanzen unterschiedlich sind und UOber unterschiedliche
Mechanismen zur Wirkung gelangen. Die méglichen immunsuppressiven Wirkungen
des H154-Thioat lieBen sich in diesem I/R-Protokoll nicht nachweisen (Yamada et al.,
2004).

Ebenso abweichend von den Daten nach reiner Stimulation sind die Ergebnisse der
iINOS-mRNA-Expression in diesem I/R-Protokoll (Knuefermann et al., 2008). Eine Pra-
konditionierung mit CpG-ODN oder mit einem Nicht-CpG-ODN bewirkt keine von der
Kontrollgruppe abweichenden Resultate nach I/R. Die iINOS scheint nach einem
Myokardinfarkt nur eine geringere Rolle zu spielen, als bei einer systemischen
Inflammation, wie einer Sepsis. Dies bezlglich sollen die Ergebnisse, einer zur Zeit
parallel angefertigten Arbeit weitere Erkenntnisse bringen. Herr Markowski registriert die
gleichen Marker in der post-Stimulation- bzw. pra-Infarktphase, der dann mdgliche
Vergleich wird zeigen, ob eine Ischamie und der damit einhergehende Myozyten-
schaden tberhaupt zu einem Anstieg von iNOS fiihrt.

Eine 1668-Thioat-Behandlung und anschlieBende I/R flhrt des Weiteren — nachdem hier
nach 30 Minuten ein signifikanter Anstieg der proinflammatorischen Marker nachge-
wiesen wurde — zu einer hoch signifikanten Zunahme des IL-10 im verzégerten Verlauf
nach 3 Stunden Reperfusion. Eine Prakonditionierung mit einer immuno-stimulativen
Substanz, wie dem 1668-Thioat fUhrt also zu einer deutlichen Hochregulation der
antiinflammatorischen IL-10-mRNA-Expression nach erneutem Reiz, nicht aber eine
Prakonditionierung mit den Nicht-CpG-ODNs. Ahnliches wurde im Jahr 2000 durch
Ogata et al. beschrieben. Wahrend abdominellen Operationen — also einem schweren
systemischen Reiz — registrierten sie die Plasmawerte von IL-10 und fanden einen
signifikanten Anstieg dieses Zytokins. In diesem Zusammenhang wurde ferner eine
transiente Hyporesponsivitat auf eine Endotoxinreizung mit LPS gezeigt, welche die
Arbeitsgruppe auf die antiinflammatorischen Wirkung von IL-10 zurlickflihrte (Ogata et
al., 2000).
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4.4 Analyse der TLR2, 4- und der TLR9-Antwort

Die mRNA-Expression des TLR2 zeigt einen tendenziellen Anstieg nach einer
Prakonditionierung mit 1668-Thioat, der nach einer Reperfusionsphase von 3 Stunden
signifikant im Vergleich zu einer Stimulation mit 1612-Thioat ist. Der Vergleich mit der
Kontrollgruppe und vorangegangener PBS-Applikation zeigt jedoch keine signifikante
Veranderung der TLR2-mRNA-Expression, so dass dem tendenziellen Anstieg im
Verlauf von 3 Stunden Reperfusion am ehesten eine de-novo Proteinsynthese nach
pathogenen, ischamischen Reiz und den dabei freigewordenen endogenen Liganden
zugrunde liegt. Frantz et al. wiesen 2001 nach, dass eine Auseinandersetzung mit ROS
zu einer Steigerung der TLR2-Aktivitat in Kardiomyozyten fiihrt (Frantz et al., 2001).
ROS werden in hohem MaBe bei einem myokardialen Infarkt freigesetzt (Nian et al.,
2004). Ahnliches wurde ganz aktuell, am Jahr 2011 durch Selejan et al. beschrieben.
Sie demonstrierten wahrend eines akuten Myokardinfarkts und im kardiogenen Schock
eine Hochregulation der TLR2-Expression sowie der TNF-a- und IL-6-Synthese. Diese
Steigerung korrelierte in hohem MaBe mit dem I/R-Schaden und der Reperfusionszeit
(Selejan et al., 2011).

Méglicherweise kdnnte in dieser Analyse das 1612-Thioat einen inhibierenden Effekt auf
die Synthese der TLR2-mRNA haben, doch auch diese, zwar sichtliche Verminderung
ist im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant.

Eine Stimulation mit einem 1668-Thioat und ein anschlieBendes |/R-Protokoll bewirkt
eine hochsignifikante Zunahme der TLR9-mRNA-Synthese im verzdgerten Verlauf.
Dieser Steigerung nach 3 Stunden Reperfusionsphase liegt eine de-novo Synthese
nach ischamischen Reiz und vorangegangener CpG-ODN-Prékonditionierung zugrunde.
Eine alleinige Aktivierung durch endogene Liganden infolge des ischamischen
Zellunterganges kann durch den Vergleich mit der PBS-Kontrollgruppe sowie mit den
Verlaufen nach H154- und 1612-Thioat ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse
beweisen zum ersten Mal, dass nicht nur die reine Stimulation eines Organismus mit
einem TLR9-Agonisten zu dessen gesteigerter Synthese flihrt (Knuefermann et al.,
2008) sondern, dass auch ein pathogener, aseptischer Reiz nach Prakonditionierung zu
einer erneuten Hochregulation des PRR fihrt.
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4.5 Analyse der Ergebnisse TLR9-defizienter Mause

Wie im Kapitel Material und Methoden erlautert, kann nach erfolgter Genotypisierung
sicher davon ausgegangen werden, dass es sich bei den verwendeten Mausen um
TLR9-defiziente Tiere gehandelt hat. Alle beschriebenen Verdnderungen, die eine
Prakonditionierung mit 1668-Thioat, also dem TLR9-Agonisten, im anschlieBenden |I/R-
Protokoll bewirkte, waren bei TLR9-D Mausen nicht zu sehen. Es kam im zeitlichen
Verlauf und im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe weder zu einer Steigerung der
inflammatorischen Marker noch des antiinflammatorischen IL10. Der Anstieg der TLR9-
MRNA-Expression in der postischamischen Reperfusionsphase blieb ebenfalls aus.
Damit wurde nachgewiesen, dass die Wirkung des CpG-ODNs in diesem Protokoll
tatsachlich abhangig vom TLR9-Signaltransduktionsweg ist.

4.6 Ubergreifende SchluBfolgerung

Nach einer Prékonditionierung mit einem 1668-Thioat hinterldsst eine I/R-Phase nach
24 Stunden einen geringeren Myokardschaden, als ohne Prakonditionierung. Diese
Erkenntnis konnte in Vorarbeiten unserer Gruppe demonstriert werden (Gélz, 2009;
Markowski, 2007) und wurde in den Kontrollexperimenten dieser Arbeit bestatigt.

In dieser Arbeit konnte nun zum ersten Mal gezeigt werden, dass das genannte
Protokoll zundchst zu einer signifikant gesteigerten Inflammation fahrt, die eindeutig vom
TLR9-Signaltransduktionsweg abhé&ngig ist. Dennoch geht ein geringeres Infarktareal in
Bezug auf die AAR hervor. Der schadigende Effekt einer postischamischen
Inflammation ist also geringer nach einer Prakonditionierung mit 1668-Thioat. Dies
bedeutet, es muss eine ischamische Toleranz vorliegen. Nach den aktuellen
Ergebnissen kénnte dieser Toleranz eine angepasste immunologische Antwort
zugrunde liegen, die auf einen zweiten pathogenen Stimulus nach stattgehabter
Prakonditionierung moduliert verlauft.

Ich folgere erstens daraus, dass eine subletale Stimulation mit einem CpG-ODN einen
Schutz vor einem harten Reiz wie einem Myokardinfarkt bewirkt. Entsprechend den
dargelegten Ergebnissen ist eine signifikant gesteigerte Expression des antiinflamma-

torischen Mediators IL-10 eine mdégliche Erklarung des soeben beschriebenen
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Phanomens. Das Zytokin IL-10 bremst nach einer Prakonditionierung im Verlauf der
postischamischen Reperfusionsphase die zunachst UbermaBige immunologische
Reaktion und Ildsst den schadigenden Effekt einer I/R geringer ausfallen. Die
inhibitorischen Fahigkeiten des IL-10 werden in einer ausfihrlichen Ubersichtsarbeit von
Bazzoni et al. bestétigt (Bazzoni et al., 2010). Hier wird unter anderem die von Moore et
al., 2001 demonstrierte Inhibition proinflammatorischer Gene durch das IL-10 nach einer
Exposition mit PRRs (LPS, LTA und CpG-ODNSs) beschrieben (Moore et al., 2001).
Zweitens schlieBe sich aus den Ergebnissen, dass vermutlich andere immunologische
Ruckkopplungsmechanismen nach dem priméaren pathogenen Stimulus vermehrt aktiv
sind, die die Wirkung des im Verlauf der Reperfusionsphase hochregulierten TLR9
ausbremsen. Dies steht im Einklang mit der Arbeit von Mathur et al., die im Jahr 2011
eine Steigerung von NFkB-Inhibitoren nach CpG-ODN-Applikation und |/R-Protokoll
demonstrieren konnten. Nach einer ODN-Stimulation wies diese Arbeitsgruppe eine
Hochregulation der NFkB-Hemmstoffe TNFAIP3, NFkBIA, TRIM30 und TNIP1 nach
(Mathur et al., 2011).

Eine primar UberschieBende immunologische Reaktion, die im prakonditionierten
Organismus rasch durch verschiedene, inhibierende Rickkopplungsmechanismen
ausgebremst wird, erklart also das resultierende geringere Infarktareal nach
Prakonditionierung mit einem CpG-ODN.

Eine Fehlerquelle in der Analyse der planimetrischen Arbeiten war gewesen, dass
infolge der gesteigerten Letalitat post-stimulationem und wahrend des Myokardinfarkts
nach 1668-Thioat-Applikation es zu einer positiven Mausselektion gekommen sein
kénnte, dass physiologisch bessere Herzen zur Auswertung gekommen sein kénnten
und so ein geringeres Infarktareal in Bezug auf die AAR zu erklaren sei. Durch diese
Analyse der differentiellen Mediatorantwort ist diese Fehlerquelle ausgerdumt. Die
antiinflammatorische Modulation des immunologischen Systems ist signifikant starker in
der Gruppe der mit 1668-Thioat behandelten Mausen.

Eine Stimulation mit dem H154-Thioat fihrt zu einer tendenziellen, jedoch nicht zu einer
signifikanten Minderung der inflammatorischen Antwort in der postischdmischen
Reperfusionsphase. Eine tatsédchliche Inhibierung oder antiinflammatorische Wirkung,
wie sie die Arbeit von Yamada et al., 2004 nachweist, konnte in diesem |/R-Protokoll

nicht demonstriert werden. Ebenso erreichte eine Stimulation mit 1612-Thioat keine
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Veranderung der differentiellen Mediatorantwort.

4.7 Ausblick

CpG-ODNs zeichnen sich durch ihre immunomodulierenden Eigenschaften aus. Der
Einsatz als Impfadjuvanzien, Antiallergene, Chemotherapeutika und immunoprotektive
Substanz wurde daher bereits diskutiert (Elkins et al., 1999; Kline et al., 1998; Klinman
et al., 1999; Krieg und Davis, 2001; Lipford et al., 1997). Die in dieser Studie
demonstrierte erhéhte Mortalitat nach reiner Stimulation mit 5 nmol 1668-Thioat und die
durch Knuefermann et al., 2008 gesehenen Zeichen einer schwerer Sepsis nach 20
nmol-Gabe machen einen breiten klinischen Einsatz bislang jedoch fragwirdig. Das
therapeutische Spektrum ist auf Grund dieser hohen Toxizitat sehr eng. Dennoch I&sst
der Endpunkt eines reduzierten Infarktareals und die damit einhergehende bessere
Langzeitprognose nach Myokardinfarkt die weitere Forschung und Austestung neuer
CpG-ODNs ausgesprochen sinnvoll erscheinen. Bereits in der 90er Jahren erarbeiteten
verschiedene Arbeitsgruppen abgewandelte CpG-ODNs, die in  Wirkung und
Nebenwirkung verbessert waren (Cowdery et al., 1996; Sparwasser et al.,, 1997a;
Sparwasser et al., 1997b). Im Jahr 2003 wurde durch Agrawal und Kandimalla gezeigt,
dass eine Modifikation der Basensequenz in einer veranderten Zytokinexpression sowie
Zellaktivierung resultierten kann (Agrawal und Kandimalla, 2003). Basierend auf dieser
Studie konnten verschiedene Arbeitsgruppen weitere CpG-ODNs entwickeln (Goodnow,
2006; Means und Luster, 2005) Unter anderem konnte eine Reduktion der
unerwinschten Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sowie der Sepsis im
Allgemeinen erreicht werden. Sollte es maoglich sein die Nebenwirkungen der CpG-
ODNs zu kontrollieren, leitet ihre Wirksamkeit auf Immunzellen ein groBes Feld
therapeutischer Méglichkeiten ein. Durch die Aktivierung von Th1-Zytokinen wie IL-12
und INF-y sind sie gegen verschiedene Infektionserkrankungen wirkungsvoll (Agrawal
und Kandimalla, 2000; Dalpke et al., 2002; Klinman et al., 1996; Lewis et al., 2000).
Daruber hinaus implizieren die Induktion der Interleukine 2 und 12, der Interferone und
die Ergebnisse verschiedener Studien, ihre hohe Bedeutung bei der Therapie maligner
Erkrankungen (Bode et al., 2011; Chiang et al., 2011; Holtick et al., 2011; Hong et al.,
2011; Sommariva et al., 2011; Weng et al., 2011). Dies ist in Anbetracht der steigenden
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soziobkonomischen Bedeutung von groBer Wichtigkeit.

In unserer Arbeitsgruppe wird bald der Vergleich dieser Daten aus der
Reperfusionsphase mit den post-stimulationem erhobenen erfolgen. Ein weiterer
Abschnitt unseres Forschungsprojektes wird die Mediatorantwort bei IL-10-"Knock out"-
Mausen untersuchen. Eine planimetrische Auswertung kénnte zeigen, wie stark der
antiinflammatorische Effekt auf den Endpunkt Infarktareal tatsachlich ist und dann einen
moglichen Ansatzpunkt fir den klinischen Einsatz darstellen.
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5 Zusammenfassung

Kardiovaskulare  Erkrankungen sind in  unserer Gesellschaft von hoher
soziobkonomischer Bedeutung. Beim Myokardinfarkt flihren sowohl die initiale Ischamie,
als auch die rasch angestrebte Reperfusion auf Grund einer stattfindenden Inflammation
zu einer potentiell irreversiblen Schadigung des Myokards. Eine myokardiale
Prakonditionierung kann diese additive Schadigung durch die Reperfusion reduzieren.
Dieser protektive Effekt ist flir verschiedene Substanzen bereits nachgewiesen worden.
Bekannt ist des Weiteren, dass eine singuldre Stimulation mit einem synthetischen
Oligodesoxynukleotid (ODN) tber den Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) initial zu einer
schweren kardialen und systemischen Inflammation fihrt. Der TLR9 gehért zur Gruppe
der phylogenetisch hoch konservierten  Mustererkennungsrezeptoren (“pathogen
recognition receptor”’, PRR) und identifiziert potentiell schadliche Liganden, welchen die
ODN entsprechen. Bei einem sich anschlieBenen Ischamie/Reperfusions (I/R)-Ereignis
resultiert dann jedoch ein signifikant geringeres Infarktareal. Dieses Phanomen kann
durch meine Arbeit in Teilen erklart werden.

In einem zweizeitigen Versuchsprotokoll wurden die Tiere zunachst einem operativen
Eingriff unterzogen, zur Anlage einer lockeren Ligatur der linken anterior
deszendierenden Koronararterie. Im weiteren Verlauf wurde, entsprechend des “closed-
chest” Modells nach 5-7 Tagen zunéachst eine Stimulation mit verschiedenen
synthetischen ODNSs (Thioate) sowie einer Plazebo-Substanz (“phosphate buffer saline”,
PBS) vorgenommen und mit einer Latenz von 16 Stunden ein I/R-Protokoll durchgefiihrt.
Verwendet wurde u. a. das 1668-Thioat, welches nachgewiesen immunstimulativ Gber
den TLR9 wirkt. Nach festgelegten Zeiten von 30 Minuten und 3 Stunden Reperfusion
erfolgte die Organentnahme zur Bestimmung der Inflammationsparameter TNF-a, IL-1(,
IL-6, IL-10 und iNOS sowie zur Messung der Expression von TLR2, 4 und 9.
Postischamisch kommt es bei den initial mit 1668-Thioat behandelten Mausen zunachst
zu einem Anstieg der proinflammatorischen Mediatoren gegendber nicht immun-
stimulierten Tieren. Die TNF-a-Expression liegt nach 30 Minuten Reperfusion bei 5,645
+ 2,083, gegenlber der Basalexpression in der PBS-Gruppe, die bei 1,004 + 0,1301
liegt. Nach 3 Stunden Reperfusionszeit sinkt diese signifikante Differenz auf 3,375 %
0,7578 zu 1,313 + 0,3187 ab. Ahnlich die Ergebnisse fiir das IL-6. Hier zeigt sich nach
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30 Minuten ein signifikanter Anstieg der Expression nach proinflammatorischer
Stimulation auf 3,776 = 1,188, verglichen zur Basalexpression von 1,250 + 0,1908. Im
langeren Verlauf jedoch zeigt sich nach 1668-Behandlung eine deutlich gesteigerte
Expression des antiinflammatorischen Botenstoff IL-10. Nach 30 Minuten Reperfusion
prasentiert sich ein tendenzieller Anstieg der Expression vom Basalwert von 0,6784 *
0,2666 auf 4,363 + 1,223. Nach 3 Stunden demaskiert sich ein Anstieg auf hoch-
signifikante 20,06 + 4,783, verglichen zu 1,241 = 0,3798 nach PBS-Gabe. Dieses
Zytokin reduziert die Bildung aller inflammatorischen Zytokine. So mildert es die
pathologische Konsequenz, der wahrend der Reperfusion initial GbermaBigen
immunologischen Reaktion durch die beschriebenen Mediatoren TNF-a und IL-6.

Eine weiteres pragnantes Ergebnis ist die im Verlauf der Reperfusion hochregulierte
Expression des TLR9. Nach 3-stlindiger Reperfusion zeigt sich ein RQ-Wert von 6,993
*+ 1,040 nach 1668-Thioat-Applikation, wahrend die Synthese nach stattgehabter PBS-
Stimulation bei 1,466 + 0,2071 liegt. Nach initialer Immunstimulation via TLR9 fUhrt ein
pathogener, aseptischer Reiz also erneut zu einer gesteigerten Expression dieses PRR.
Die proinflammatorische Wirkung dieses Rezeptors wird durch die vermehrte Aktivitat
von Hemmstoffen des TLR9-NFkB-Signaltransduktionsweg inhibiert und in seiner
Pathogenitat auf das Myokard gebremst.

Der schadigende Effekt einer postischamischen Inflammation ist also geringer nach
einer Prakondition mit 1668-Thioat. Im murinen Organismus liegt eine ischamische
Toleranz vor, der eine angepasste immunologische Antwort, mit gesteigerten
inhibierenden Rickkopplungsmechanismen, auf einen zweiten, pathogenen Stimulus
zugrunde liegt.
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