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1 Einleitung

1.1 Herzmuskelhypertrophie

Ein bedeutender Faktor bei Herzerkrankungen in der westlichen Welt ebenso wie in an-
deren Breitengraden ist die Herzmuskelhypertrophie, eine Zunahme der Muskelmasse
des Herzens. Es gibt mehrere Grinde fur die Entstehung einer Herzmuskelhypertrophie,
die man auf Druck- oder Volumenbelastungen des Herzens, hormonelle, immunmodula-
torische und andere Ursachen zuruckfuhren kann.

Eine Druckbelastung des Herzens z.B. bei arterieller Hypertonie (der Volkskrankheit
Nummer eins) oder bei Herzklappenfehlern wie z.B. einer Aortenstenose, fuhrt zu einer
vergroRerten Nachlast des Herzens. Um dem chronisch erhéhten Druck begegnen zu
konnen, findet ein Anpassungsmechanismus statt: Die Muskelmasse des Herzens ver-
grofert sich, es kommt zu einer konzentrischen Muskelhypertrophie des Herzens. Dabei
verdicken sich die einzelnen Herzmuskelfasern, so dass sich bei unveranderter Lange
nur ihr Durchmesser erhoht. Daruber hinaus kann sich durch neurohumorale Adaptions-
mechanismen die Nachlast erhdhen (Ferrara et al., 2002).

Bei der Volumenbelastungen des Herzens kommt es auf Grund der erhdohten Wand-
spannung des Herzens akut zu einer Steigerung der Kontraktionskraft (Frank-Starling-
Mechanismus) und auf kiirzere oder langere Sicht auch zu einer Hypertrophie der Herz-
muskelfasern. Hier findet man eine exzentrische Hypertrophie, die Herzmuskelzellen
nehmen an Lange zu und es kommt zu einer Dilatation des Herzens (Carabello 2002;
Katz et al., 2013).

Wichtige Folge einer Hypertrophie kann eine Herzinsuffizienz sein, die oft die Lebens-
qualitat der Patienten stark einschrankt und zu einer stark verkurzten Lebenserwartung
fuhrt (O'Connor et al., 2012). Zudem war die Diagnose Herzinsuffizienz neben Geburten
und Alkoholismus 2011 die haufigste Hauptdiagnose vollstationar behandelter Patienten
und neben Myokardinfarkten und bdésartigen Neubildungen die haufigste Todesursache
2010 und 2011 (Statistisches Bundesamt, 2014).
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1.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Das Geschlecht spielt auch bei der Entwicklung einer Herzmuskelhypertrophie eine
grol3e Rolle. Die Muskelmasse des Herzens nimmt mit zunehmendem Alter bei Frauen
zu, wahrend die Muskelmasse der Manner sich nicht verandert (Dannenberg et al.,
1989). Dies wird durch eine Studie von Olivetti et al. unterstutzt, die zeigt, dass die links-
ventrikulare Masse bei Mannern abnimmt, wobei sich die Myozytenzahl vermindert, da-
fur aber das Volumen der Zellen zunimmt. Bei Frauen bleibt die linksventrikulare Masse
unverandert, ebenso auch Zahl und Volumen der Kardiomyozyten (Olivetti et al., 1995).
Wahrend Manner eher eine systolische Herzinsuffizienz entwickeln, haben Frauen oOfter
eine Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (EF) oder eine diastolische Herzin-
suffizienz (Cleland at al., 2003; Regitz-Zagrosek, 2006; Regitz-Zagrosek et al., 2007 und
2010).

Diese Unterschiede lassen sich teilweise durch Ostradiolwirkungen erklaren: Dubey et
al. zeigten, dass Ostradiol das Wachstum kardialer Fibroblasten hemmt (Dubey et al.,
1998). Zuséatzlich fiihrte die Gabe von Ostrogenen bei mannlichen Versuchstieren zu ei-
ner verringerten druckbedingten Hypertrophie (van Eickels et al., 2001). Lim et al. beob-
achteten, dass postmenopausale mit 17@-Ostradiol und Progesteron substituierte Frau-
en nach zehnjahriger Hormoneinnahme ein signifikant niedrigeres Herzgewicht aufwie-
sen (Lim et al., 1999). Ostrogene bewirken sowohl bei hypertensiven Frauen (Mendels-
sohn und Karas, 2005; Modena et al., 1999), als auch im Mausmodel eine bessere myo-
kardiale Anpassung an eine Druckbelastung (van Eickels et al., 2001). Bei gleicherma-
Ren reduzierter systolischer Funktion haben Frauen ein besseres Outcome als Manner
(O'Meara et al., 2007; Simon et al., 2001; Witt et al., 2008). In Mausmodellen konnte ge-
zeigt werden, dass weibliche Versuchstiere zu einem spateren Zeitpunkt ein Herzversa-
gen erleiden oder sterben (Czubryt et al., 2003; Leinwand, 2003) und mannliche Mause
nach TAK eine grolere Zunahme der Herzgewicht/Kérpergewicht-Ratio hatten
(Skavdanhl et al., 2005; Ubersichtsartikel: Regitz-Zagrosek et al., 2010).

Korperliche Bewegung fihrt dagegen bei Frauen zu einer vermehrten konzentrischen
Hypertrophie (De Bono et al., 2006; Foryst-Ludwig et al., 2011; Konhilas et al., 2004),
gleichzeitig werden vermeintlich protektive Mechanismen - wie eine vermehrte Aktivie-
rung des Akt-Signalwegs - aktiviert (Camper-Kirby et al., 2001). Mannliche Tiere entwi-
ckeln mehr Fibrose (Fliegner et al., 2010; Witt et al., 2008).
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Nach TAK kam es bei mannlichen und weiblichen Tieren gleichermal3en zu einer Erho-
hung von Hypertrophie-Genen wie a-Actin, ANP, BNP und CTGF, wahrend Gene, wel-
che die mitochondriale Funktion kontrollieren, in mannlichen Tieren nach TAK weniger
exprimiert wurden. Metabolische Gene wurden bei weiblichen Tieren im Vergleich zu
mannlichen Tieren weniger herunterreguliert (Haddad et al., 2008; Regitz-Zagrosek et
al., 2010).

Ostrogenrezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Hypertrophie:
Sie regulieren Uber 173-Estradiol Aktivierung die Expression von 17p-Estradiol Zielge-
nen (u.a. ANP), welche eine Rolle bei der myokardialen Hypertrophie spielen (Babiker et
al., 2004; Grohé et al., 1997; Mahmoodzadeh et al., 2010 und 2012). Ostrogenrezeptor
a-defiziente Mause haben eine erhdohte Anzahl an L-Typ Calcium Kanalen (Johnson et
al., 1997). Ostrogenrezeptoren sind beteiligt an Zell-Zell Interaktion und Pravention von
Apoptose (Groten et al., 2005; Jovanovic et al., 2000; Mammoodazeh et al., 2012; Pat-
ten et al., 2004). Ostrogenrezeptor B-defiziente weibliche Mause zeigten mehr kardiale
Fibrose, die Zahl apoptotischer Nuklei war bei B-defizienten Mannchen starker erhoht
als bei den Weibchen (Fliegner et al., 2010). Ostrogenrezeptor B ist sowohl fir mannli-
che als auch weibliche Mause nach TAK von Vorteil, er ist moglicherweise an der Auf-
rechterhaltung der Energie Homoostase in weiblichen Mausen beteiligt und begrenzt die
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Apoptose in beiden Geschlechtern (Flieg-
ner et al., 2010; Ubersichtsartikel: Regitz-Zagrosek et al., 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mehrere Studien darauf hindeuten, dass
Ostrogene die Herzmasse beeinflussen und bei Frauen zu einer verminderten bzw. ver-

zdgerten Ausbildung einer Herzhypertrophie flhren.

1.3 Angeborenes Immunsystem: Toll-like Rezeptoren

Unser Immunsystem hat die Aufgabe, eindringende pathogene Keime zu eliminieren. Es
teilt sich in zwei Hauptkomponenten auf: Das angeborene und das erworbene Immun-
system. Uber das angeborene Immunsystem war lange Zeit kaum etwas bekannt, wah-
rend man das erworbene Immunsystem schon frih in T- und B-Zell-vermittelte Immun-
abwehr unterschied. B- und T-Lymphozyten kdnnen mit Hilfe von Antigenrezeptoren
(z.B. Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren) kérperfremde Organismen und Antigene

als ,fremd“ erkennen. Dabei sind B-Lymphozyten durch Produktion von Immunglobuli-
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nen an der humoralen Immunantwort beteiligt, wahrend T-Lymphozyten bei der C-Zell-
vermittelten Reaktion eine Rolle spielen. Das erworbene Immunsystem unterscheidet
sich vom angeborenen dadurch, dass Antigene erkannt werden und sich ein ,Gedacht-
nis“ entwickelt. Beim erneuter Exposition eines bestimmten Antigens erfolgt eine schnel-
lere Antwort (Kogut und Klasing, 2009).

Das erworbene Immunsystem existiert nur in Wirbeltieren, das angeborene dagegen
auch in Insekten und Weichtieren. Das angeborene Immunsystem ist bereits sofort nach
der Geburt aktiv und reagiert schon in den ersten Stunden nach Aktivierung durch Pa-
thogene (Fearon und Locksley, 1996; Hoffmann et al., 1999). Hierbei findet keine vorhe-
rige Sensibilisierung des Organismus statt, Virulenzfaktoren werden ohne vorherigen
Kontakt als ,fremd” erkannt und mittels Immunzellen (Monozyten, Makrophagen, dendri-
tische Zellen, Mastzellen, Granulozyten und Lymphozyten) bekampft. Man geht sogar
davon aus, dass durch das angeborene Immunsystem uber 99% aller Infektionen be-
herrscht werden konnen (Horner et al., 2004).

Es war jedoch lange nicht bekannt, Gber welchen Rezeptor Immunzellen wie z.B. Makro-
phagen und dendritische Zellen durch Lipopolisaccharid (LPS) aus gram-negativen Bak-
terien aktiviert werden. In den 90er Jahren konnte man sowohl bei den Fruchtfliegen
Drosophila, die nur ein angeborenes Immunsystem besitzen, als auch bei Mausen diese
Funktionen in Zusammenhang mit einer Rezeptorgruppe, den Toll-like Rezeptoren, brin-
gen (Ubersichtsarbeit: Janeway und Medzhitov, 2002; Takeda und Akira, 2005). Toll-like
Rezeptoren (TLRs) sind Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, sie sind trans-
membranar gelegen, manche TLRs liegen extrazellular, manche intrazellular Der Name
»10ll-like“ kam dadurch zustande, dass man ein dem Toll-Rezeptorprotein ahnlichen
Baustein in den TLRs fand. Der Name Toll-like Rezeptor wurde von der Tubinger Biolo-
gin, Christiane Nusslein-Volkhard, gewanhlt, weil Fliegen ohne diesen Rezeptor ,toll*, d.h.
ungewdhnlich aussahen (Ubersichtsartikel: O'Neill, 2005). Der Rezeptor ist zustandig fiir
die Differenzierung des Rlckens vom Bauch bei Fliegenembryonen (Janeway und
Medzhitiov, 2002; O'Neill, 2005). Mittlerweile wurden insgesamt 13 TLRs entdeckt. Am
besten erforscht sind TLR2 und TLR4 (Akira et al., 2006; Kawai und Akira, 2006). Tabel-
le 1 enthalt die wichtigsten TLRs, ihre Liganden und den Ursprung ihrer Liganden.Die
Erkennung von fremden Strukturen findet durch sogenannten PAMPs, den pathogen-as-

sociated molecular patterns wie z.B. LPS oder bakterielle CpG DNA statt (Janeway und



14

Medzhitov, 2002). Diese PAMPs sind z.B. Bestandteile von Bakterien oder Viren (bakte-
rielle, virale und fungale Nukleinsaure, fungales B-Glucan, Zellwandkomponenten, das
bakterielle Protein Flagellin, Lipopolysaccharid von gramnegativen Bakterien u.a.) und
werden von TLRs erkannt. Im Gegensatz zu PAMPs, welche oft fir das bakterielle Uber-
leben essentiell sind, spielen DAMPs (damage associated molecular patterns) wie ihr
Name schon sagt bei Zellschaden (z.B. bei Nekrose) und sterilen Entzindungsreaktio-
nen eine wichtige Rolle (Newton und Dixit, 2012). DAMPs sind endogene Moleklile, die
wahrend Entzindungsreaktionen in den Zellen zu finden sind. Beispiel fur DAMPs sind
ATP, das Zytokin IL-1a, B-Defensine und lIgG-Chromatin Komplexe. Tabelle 1 zeigt
mehrere Beispiele fur PAMPs und DAMPs, sowie ihren Angriffspunkt an verschiedene

Toll-like Rezeptoren.

PAMP DAMP TLR Adaptor Protein  Transkriptionsfaktor
Diacylierte Lipopeptide B-Defensin-3 TLR1/2 MyD88, MAL NFkB
Triacylierte Lipopeptide TLR 2/6 MyD88, MAL NFkB

Serum Amyloid A, Neutrophile TLR2
Elastase, HSP60, HSP70,
GP96, Surfactant A und D,
Eosinophil-derived Neurotoxin,
Biglykan, Versican,
Hyaluronsaure, HMBGT,
Antiphospholipid Antikdrper

Doppelstrang-RNA mRNA TLR3 TRIF IRFs, NFkB
LPS Biclycan, Heparan Sulfat, TLR4 MyD88, MAL,TRIF, NFkB, IRFs
Hyaluronsaure, Neutrophile TRAM

Elastase, Serum Amyloid A,
Oxidiertes LDL, Fibronectin
EDA, Fibrinogen, Tenascin C,
Lactoferrin, B-Defensin-2,
gesattigte Fettsauren, HMGB1,
HSP22, HSP60, HSP70,
HSP72, GP96, Lactoferrin

Flagellin TLR5 MyD88 NFkB

Guanosin- und uridin- Antiphospholipid Antikdrper TLR7/8 MyD88 IRFs, NFkB
reiche Einzelstrang-RNA

Unmethylierte CpG lgG-Chromatin Komplexe TLR9 MyD88 IRFs, NFkB
Dinukleotide, Himozoin

Tabelle 1: TLRs, DAMPS und PAMPs (nach Chotirmall et al., 2011), Abklrzungen sie-
he AbkuUrzungsverzeichnis und Text
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1.4 TLR9 - Aktivierung und Signaltransduktion

Toll-like Rezeptor 9, der Rezeptor um den es in dieser Arbeit geht, ist ein im Endosom
lokalisiertes Protein, das bakterielle CpGs und mitochondriale DNA erkennt (Zhang et
al., 2010). Wahrend die meisten anderen TLRs wie z.B. auch TLR4 auf der Plasma-
membran (Zelloberflache) liegen, wandert TLRO bei Zellaktivierung ins Endosom (Ahma-
d-Nejad et al., 2002; Heil et al., 2003; Latz et al., 2004, siehe Abbildung 1). Dies ge-

schieht entweder auf direktem Weg durch Fusion oder Uber die Plasmamembran mit an-

schlieRender Endozytose (Latz et al., 2004).

Chromatin- Virus
Free DNA  immune complex Vil
T ~ ASNM—> . DNA
J —
Degradation
by DNase | Fc receptor Entry by
Mo entry

SHTTIEITEITITTT . 2 ity

m&‘@mmﬁmﬁmﬁ'ﬁmﬁa.ﬁm} Wi

Vesicle
sorting
Default Liberation of
sorting DNA from Uncoating
pathw: immune i
‘iy e Endosomes of virus and

release of DNA

—TLRS activation by DNA

Amlviral signals

‘MNucleus

Abbildung 1: TLR9 Aktivierung nach Bauer (2006), Abklrzungen siehe Abkur-
zungsverzeichnis und Text
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Schon langer ist bekannt, dass unmethylierte CpG DNA immunstimulatorische Effekte
hat (Krieg et al., 1995; Krieg, 2000). Mittlerweile weil3 man, dass TLR9 unmethylierte
CpG Motive aus bakterieller DNA erkennt (Hemmi et al., 2000). Bedeutend fur diese Er-
kennung ist, dass bakterielle DNA durch das Fehlen von CpG-Methylierungs-Enzymen
im Gegensatz zum Eukaryonten-Genom unmethyliert ist (Krieg, 2000). Die unmethylier-
ten CpG Motive sind von spezifischen Sequenzen umgeben, die fur die Aktivierung des
Rezeptors mitverantwortlich sind (Bauer et al., 2001, Hemmi et al., 2000; Krieg et al,
1995). Ebenso ist bekannt, dass TLR9 mitwirkt an der Erkennung verschiedener Viren
(Krug et al., 2004), (siehe auch Abb. 2).

TLR9 erkennt sowohl DNA von gramnegativen als auch von grampositiven Bakterien
(Hemmi et al., 2000).

Endosome 3
TLR7.89

Cytoplasm

Abbildung 2: Signaltransduktionsweg von TLR9, Kawai und Akira (2006), Abkurzungen
siehe Abkurzungsverzeichnis und Text
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Bindet nun bakterielle DNA Uber CpG-Repeats an TLR9, bildet sich ein TLR9-Dimer in
der endosomalen Membran, was zu einer Konformationsanderung fuhrt. Dies fuhrt zu ei-
ner Bindung des zytoplasmatischen ,myeloid differentiation marker 88, dem MyD88, an
die TLR9 Rezeptoren (Medzhitov et al., 1998). An diesen Komplex lagern sich verschie-
dene ,Interleukin-1-Rezeptor assoziierte Kinasen®, die IRAKs (siehe Abbildung 2), an.
Sie phosphorylieren sich untereinander und fuhren somit zu einem ,Rekruitment® des
»1umornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierten Faktor-6“, dem TRAF6. Es folgt eine Kaska-
de: ,Transforming growth factor-activating kinase-1“ (TAK1) verbindet sich mit ,transfor-
ming growth factor-activating kinase-1 binding protein“ (TAB) und fuhrt zu einer Aktivie-
rung der ,inhibitory-kB-kinase“ (IKK). Der ,Inhibitor von kB* (IKB) wird phosphoryliert
und bewirkt, dass der Nukleare Faktor kB (NFkB) in den Nukleus transloziert (Wang et
al., 2001). Der Weg kann statt GUber NFkB zu laufen auch Uber die Aktivierung einer
,Mitogen-aktivierten-Proteinkinase ablaufen®. Dabei wird der Transkriptionsfaktor AP-1
phosphoryliert und transloziert in den Nukleus. Sowohl NFkB als auch AP-1 fungieren
als Transkriptionsfaktoren und steuern die Expression inflammatorischer Zytokine wie
TNF-a, IL-6 und IL-12.

Im Nukleus reguliert NFkB sowohl die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie
TNF-a als auch des Effektormolekiils iNOS (Ubersichtsartikel: Baeuerle und Baltimore,
1996; Baldwin Jr., 1996; Islam et al., 2013; Wu et al., 2013). NFkB spielt bei der Immun-
antwort eine besondere Rolle, da er viele Zytokine und Chemokine aktiviert (Baldassare
et al., 1999; Burns et al., 1998; Cario et al., 2000; O'Neill und Greene, 1998; Takeuchi et
al., 2000; Wesche et al., 1997; Zheng et al., 2013).

1.5 Einfluss von Toll-like Rezeptoren auf Herzmuskelhypertrophie

Durch NF-kB bzw. AP-1 werden Zytokine freigesetzt (s.0.). Verschiedene Arbeitsgrup-
pen konnten beweisen, dass Virulenzfaktoren wie LPS, bakterielle DNA bzw. CpG-DNA
(verschiedene PAMPS) durch Bindung an TLRs zur kardialen Expression von TNF, IL-6
und IL-1B fuhrten (Baumgarten et al., 2001; Dibbs et al., 1999; Knuefermann et al.,
2008; Muller-Werdan et al., 1998; Werdan und Muller-Werdan, 1996). Uber diese

PAMPs wird also kardial eine Entzundung ausgelost.
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Ein ahnliches Verhalten konnte fur TLR9 gezeigt werden (Boehm et al., 2013): TLR9-de-
fiziente Mause hatten bei einer durch 1668-Thioat (TLR9 Agonist) induzierten Sepsis
und folgender Kardiodepression ein deutlich besseres Outcome als Vergleichstiere der
Kontrollgruppe. Es kam zu einer Erhdhung von TNF-, IL1 und IL6 mRNA Expression.
Wurden der Kontrollgruppe zusatzlich H154 Thioat (TLR9 Inhibitor) verabreicht, so hatte
dieses eine kardioprotektive und mortalitatssenkende Wirkung. Gao et al. konnten 2013
am Mausmodell zeigen, dass durch vorherige Aktivierung von TLR9 (mittels CpG-Oligo-
nukleotid, einem TLR9 Ligand) eine kardiale Dysfunktion in einer nach Applikation von
CpG-ODN induzierten polymicrobialen Sepsis abgeschwacht werden konnte (Gao et al.,
2013). Dieser Effekt kam durch Aktivierung der PI3Kinasen/Akt und ERK signaling zu-
stande.

Ebenso konnte aber auch gezeigt werden, dass eine Druckbelastung des Herzens oder
eine Ischamie zur kardialen Freisetzung der genannten Zytokine fuhrte (Baumgarten,
2002; Kurrelmeyer et al., 2000). Es konnte auch beobachtet werden, dass TLR4-defizi-
ente Mause kleinere myokardiale Infarktzonen im Ischamie/Reperfusionsversuch zeig-
ten (Kim et al., 2007; Oyama et al., 2004; Stapel et al., 2006).

Es existieren mehrere Studien bezuglich des Einflusses von TLR4 auf eine Herzmus-
kelhypertrophie: Liu et al. konnten 2008 zeigen, dass eine vorherige Gabe von TLR4
Agonisten vor einer kardiovaskularer Hypertrophie und Fibrose schitzten (Liu et al.,
2008). Maoglicherweise wird durch die vorherige Gabe von TLR4 Agonisten die Entziin-
dungsreaktion durch DAMPs reduziert. Ha et al. wiesen 2005 nach, dass TLR4-defizi-
ente Mause eine verminderte Hypertrophieantwort auf Druckbelastung zeigten (Ha et
al., 2005a). Da DAMPs Uuber Bindung an TLR4 die kardiale Hypertrophie vergro3ern, ist
dieser Effekt bei TLR4-Defizienz weniger zu beobachten.

Ebenso konnte nach CpG-OLN Vorbehandlung eine myokardialer Ischamie/Reperfusi-
onsschaden abgeschwacht werden (Cao et al., 2012; Markowski et al., 2013). Auch bei
TLR9-Defizienz konnte ein verminderter Ischamie/Reperfusionsschaden gezeigt werden
(Markowski et al., 2013). Ein mdgliches DAMP, welches an TLR9 bindet, ware mi-
tochondriale DNA.

Eine Prakonditionierung mit TLR4 und TLR9 Antagonisten vermindert den Ischamie/Re-
perfusionsschaden: Durch Vorbehandlung von Mausen mit Eritoran, einem TLR4 Ant-

agonisten, wurde die Ausbildung einer kardiale Hypertrophie nach erhohter Druckbelas-
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tung vermindert, die Ausschattung von BNP abgeschwacht, die Expression proinflam-
matorischer Zytokine reduziert und Remodeling-Mechanismen verhindert (Ehrentraut et
al., 2011a). Der gleiche Effekt konnte auch bei TLR9 beobachtet werden (Markowski et
al., 2013).

Unter Berucksichtigung der oben stehenden Ergebnisse stellen wir die Hypothese auf,
dass TLR9-Defizienz mdglicherweise auch die Entwicklung der kardialen Hypetrophie

beeinflusst.

1.6 Ziele dieser Arbeit

Ziele dieses Forschungsprojektes waren,
Zum einen die Bedeutung von TLR9 fur die Myokardhypertrophie nach Druck-
belastung zu evaluieren
aullerdem herauszufinden, ob ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Hy-
pertrophieantwort bei TLR9-defizienten Tieren untereinander
oder im Vergleich mit der Kontrollgruppe existierte.
Ebenso sollte untersucht werden, wie die Hypertrophieantwort nach 14 Tagen (im
Gegensatz zu anderen noch nicht veréffentlichten Studien, in denen man einen

Abstand von 3 Tagen wahlte) ausfiel.

Dazu wurden sowohl weibliche als auch mannliche Tiere - sowohl eines TLR9-defizien-
ten Stammes als auch eines Vergleichstammes (C57BL/6) - einer Trans-aortalen
Kostriktions-OP (TAK) unterzogen und nach 14 Tagen eine Messung der Hamodynamik
(sowohl peripher in der Arteria carotis als auch im Herzen) vorgenommen. Daraufhin

wurden die Organe entnommen und Herz- und Lungengewicht bestimmt.

Diese Arbeit ist klinisch relevant im Hinblick auf eine bei verschiedenen kardiovaskula-
ren Erkrankungen beobachtete linksventrikulare Hypertrophie (induziert durch Hyperto-
nie, Herzklappenerkrankungen, Aortenstenose oder ischamische Erkrankungen). Der
Einfluss von TLR9 auf eine Herzmuskelhypertrophie ist von Bedeutung flr die Fragestel-

lung, ob TLR9 Agonisten oder Antagonisten in Zukunft eine Herzmuskelhypertrophie
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und eine daraus entstehende Herzinsuffizienz abschwachen oder ruckgangig machen

konnen.

2 Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Zum einen wurden sowohl mannliche als auch weibliche Mause der Zuchtlinie C57BL/6
verwendet, die als eigene Nachzucht im Physiologischen Institut der Universitat Bonn
unter artgerechten Haltungsbedingungen selbst aufgezogen wurden. Dieser Tierstamm
wurde urspringlich von Charles River Deutschland bezogen. Der Tierstamm C57BL/6
war der Wildtypstamm. Dem gegentiber wurden mannliche und weibliche TLR9-defizien-
te Tiere verwendet.

Die TLR9-defizienten (TLR9D) Mause waren uns als Brutpaar freundlicherweise von
Prof. Shisuo Akira, Osaka Universitat, Osaka, Japan, zur Verfligung gestellt worden
(Hemmi et al., 2000). Die Tiere hatten einen C57BL/6 Hintergrund.

Die Mause wurden in transparenten einzeln beltfteten Kafigen gehalten. Es waren maxi-
mal 5 Tiere in einem Ké&fig. Futter in Form einer Altromin Standarddiat und Wasser stan-
den zur freien Verfugung und wurden regelmafig gewechselt. Die Mause wurden unter
einem 12 Stunden Tag-Nacht Rhythmus gehalten. Die durchgeflihrten Experimente die-

ser Arbeit waren von der Bezirksregierung Koln genehmigt.

2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsprotokoll

Um sowohl den Einfluss des TLR9 auf die Herzhypertrophie als auch den geschlechts-
spezifischen Unterschied am Mausmodell zu erforschen, wurden die Versuchstiere in 8
Gruppen aufgeteilt (s.u.). In den ersten 4 Gruppen wurde der Stamm C57BL/6 verwen-
det und in den Gruppen 5-8 der Stamm TLROD (TLR9-defiziente Tiere). Es wurden so-
wohl eine TAK zur Induktion einer Herzhypertrophie, als auch eine Scheinoperation
durchgefuhrt. Bei der TAK-Operation wurde das Lumen der thorakal gelegenen Aorta
auf eine genormte GroRRe verengt, indem man nach Narkoseeinleitung, Intubation und

Thoraxeréffnung einen Seidenfaden um die Aorta platzierte und auf ein bestimmtes Lu-
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men verengte. Bei der Scheinoperation (Sham) wurde ebenso der Thorax eroffnet, aber
ohne Platzierung des Seidenfadens der Thorax wieder verschlossen.
Aulerdem wurden sowohl mannliche als auch weibliche Mause beider Tierstamme ver-

wendet. Die Gruppeneinteilung war wie folgt:

Stamm C57BL/6 :
Gruppe 1: C57BL/6 Weibchen Trans-Aortale Konstriktions OP(TAK): C57W TAC
Gruppe 2: C57BL/6 Weibchen Sham (Scheinoperation): C57W Sham
Gruppe 3: C57BL/6 Mannchen TAK: C57M TAC
Gruppe 4: C57BL/6 Mannchen Sham: C57M Sham

Stamm TLR9-defizient (TLR9D):
Gruppe 5: TLR9 defiziente Weibchen TAK: TLR9D W TAC
Gruppe 6: TLR9 defiziente Weibchen Sham (Scheinoperation): TLR9D W Sham
Gruppe 7: TLR9 defiziente Mannchen TAK: TLR9D M TAC
Gruppe 8: TLR9 defiziente C57BL/6 Mannchen Sham: TLR9D M Sham

Das Alter der Tiere zum Zeitpunkt der TAK/Sham variierte zwischen 12 und 15 Wochen.
Genau 14 Tage (+/- 6 h) nach der TAK/Sham wurde die Messung der Hamodynamik
mittels eines Milliar Katheters in erneuter Narkose vorgenommen. Dabei wurde sowohl
peripher in der A. carotis dextra als auch zentral im linken Ventrikel verschiedene Para-

meter erhoben:

peripher:
Systolischer Druck (SAP)
Diastolischer Druck (DAP)
Arterieller Mitteldruck (MABP)

zentral:
Linksventrikularer Systolischer Druck (LVSP)
Linksventrikularer Diastolischer Druck (LVDP)
Linksventrikularere Mitteldruck (LVMD)
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maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax)
maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin)
Herzfrequenz (HR)

Daraufhin wurden Herz, Lunge und Tibia wie unten beschrieben entnommen,
gewogen/gemessen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
Die Daten der hamodynamischen Messung wurden mit dem Programm Prism 4 for

Windows (GraphPad Software, Inc.) ausgewertet.

2.3 In vivo Eingriffe

2.3.1 Anasthesie

2.3.2 Trans Aortale Konstriktion (TAK)
2.3.3 Scheinoperation (Sham)

2.3.4 Hamodynamik

2.3.5 Blutentnahme

2.3.6 Organentnahme

Alle Operationen erfolgen unter dem Stereomikroskop in mindestens 10facher Vergro-

Rerung, bei dem Kathetern sogar bis 40fach.

2.3.1 Anasthesie

Die Anasthesie der Tiere erfolgte initial mit 2 % Isofluran Narkosegasgemisch bei einem
Flow von ca. 2 Liter O./min per inhalationem. Dazu wurden die Tiere in eine Inhalations-
box gesetzt. Nach Beginn der Anasthesie wurde das Korpergewicht bestimmt und die
Tiere dann auf dem OP Tisch fixiert. Die Mause wurden dort initial mit 2 % Isofluran bei
einem Flow von 1 Liter O,/min Uber einen Nasenkonus beatmet.

Wahrend der gesamten Narkose wurden die Tiere Uber ein dem OP Tisch angeschlos-
senes Warmebad und eine temperaturabhangige Infrarotlampe, die an einen rektal lie-
genden Sensor gekoppelt war, auf einer Korpertemperatur von 37 °C konstant gehalten.
Der Operationstisch enthielt ebenso eine Absaugvorrichtung, um Uberschissiges Narko-
segas abzusaugen, sowie ein Beatmungsgerat, um die Tiere kontrolliert mit einem be-

stimmten Atemzugvolumen zu beatmen.
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Abhangig von der geplanten Operation (TAK/Sham oder Hamodynamik) wurden die Tie-
re intubiert. Bei Eingriffen mit Er6ffnung des Thoraxes, wie es bei der TAK oder Sham
der Fall ist, war eine Intubation erforderlich, da die Lunge auf Grund des gesetzten
Pneumothoraxes und der elastischen Zugkrafte der Lunge sonst kollabieren wiirde. Vor
der Intubation musste die Trachea freiprapariert werden, indem man nach einem ca. 1-
2 cm grofRen Hautschnitt die Glandulae mandibulares auseinanderzog und die praetra-

cheale Muskulatur mit einer schmalen Pinzette nach lateral mobilisierte (Abbildung 3).

Glandula mandibularis

Trachea

Pratracheale Muskulatur

Abbildung 3: OP-Situs: Mobilisieren der
pratrachealen Muskulatur vor der Intu-
bation

Nach Einfiilhren eines ca. 1 mm durchmessenden Tubus in die Trachea unter Sicht, wur-
de die Maus mit einem 2 % Isofluran-Gemisch bei 1 Liter O,/min (wie vorher), mit einem
Volumen von ca 200 Mikroliter/min (abhangig von dem Koérpergewicht) und einer Fre-
quenz von ca 110 Atemzigen/min beatmet.

Bei der Messung der Hamodynamik war eine Intubation nicht erforderlich, da ein Kathe-
ter durch die A. carotis dextra ohne Er6ffnung des Thorax ins Herz eingefuhrt wurde. Die
Spontanatmung blieb wahrend der ganzen Operation erhalten. Da Isofluran - wenn auch
weniger als andere Narkosegase - blutdrucksenkend wirkt, wurde die Messung der Blut-
dricke in moglichst leichter Narkose vorgenommen. Nach der Platzierung des Katheters

(s.u.) wurde das Narkosegasgemisch auf 1 % Isofluran gedreht, der Flow auf ca. 4-6 Li-
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ter O, hochgedreht und nach mindestens 3 minutigem Anfluten bei Isofluran 1 % und ei-

nem O; Flow von 1 I/min gemessen.

2.3.2 Trans-Aortale Konstriktion

Die Maus wurde nach Narkoseeinleitung mit 2 % Isofluran auf einem Operationstisch
(Eigenbau Physiologisches Institut) festgespannt. Bei TAK und Sham werden vor der In-
tubation 1,2 ml Temgesic (Buprenorphin)-Losung/20 g Korpergewicht intraperitoneal zur
Analgesie injiziert, um besonders den postoperativen Schmerz zu dampfen.

Nach der Intubation (s.0.) wurde der Thorax eroffnet, indem sowohl Clavicula als auch 1.
und 2. Rippe links parasternal mit einer OP-Schere durchtrennt wurden. Mittels zweier
Retraktoren wurde der Brustkorb auseinander gehalten, so dass man Thymus und den
darunter liegenden Aortenbogen erreichen konnte. Der zweilappige Thymus wurde in
der Mitte auseinander gezogen und der Aortenbogen freiprapariert, so dass die drei Ab-
gange Truncus brachiocephalicus, Arteria carotis communis sinistra und Arteria subcla-

via sinistra sichtbar waren (Abbildung 4).

Truncus brachiocephalicus

A. carotis communis sinistra

A. subclavia sinistra

\
Abbildung 4: OP-Situs: Aorten-
bogen mit Abgangen der Arteri-
en



25

Die TAK sollte zwischen Truncus brachiocephalicus und A. carotis communis sinistra er-

folgen.

Abbildung 5: Implantation des Fadens

Dazu wurde nach Mobilisation des Aortenbogens mittels einer schmalen Pinzette ein
5/0er Seidenfaden unter der Aorta an genannter Stelle durchgefiihrt (Abbildung 5).

Es wurden zwei Schlaufen in dem Faden gemacht, um ihn nachher schnell verknoten zu
kénnen. Zwischen Aortenbogen und locker umgelegten Seidenfaden wurde ein kurzes
Stick einer 27 G Kanule gelegt, die als Platzhalter fungierte, um nach der TAK noch die

ses Lumen in der Aorta zu erhalten (Abbildung 6)

S
'

Abbildung 6: Kanule als Pltzhalter
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Danach wurden die Schlaufen bis zum Anschlag zugezogen und ein Knoten gebunden.
Sofort wurde die 27 G Kantule entfernt, so wurde der Blutfluss aufrecht erhalten. Abbil-

dung 7 zeigt den Faden nach Implantation.

Truncus brachiozephalicus

Aortenbogen mit Faden

den am Aortenbogen

Der Thymus wurde wieder in seine ursprungliche Position gezogen, die Retraktoren ent-
fernt und der Thorax mit zwei Einzelheftndhten mit 6/0 (oder 4/0) Prolenefaden ver-
schlossen.

Nach fortlaufender Hautnaht mit 6/0 Prolene unter nur noch 1 % Isofluran zur Narkose -
ausleitung wurde die Maus unter Beatmung mit 100 % Sauerstoff nach Einsetzen der
Spontanatmung und Bewegung extubiert und eventuell noch in der Narkosekammer mit

100 % Sauerstoff nachbeatmet.

2.3.3 Sham (Scheinoperation)

Hier erfolgte das gleiche Vorgehen wie bei der TAK mit der Ausnahme, dass man nach
dem Freipraparieren des Aortenbogens keinen Faden unter dem Aortenbogen durch-
zog, sondern nach kurzem BerlUhren des Aortenbogens (um die Manipulation der TAK

nachzuempfinden) den Thorax und die Haut wieder verschloss.
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2.3.4 Hamodynamik

Zwei Wochen nach der TAK/Sham erfolgte die Messung der Hamodynamik. Ziel war es,
sowohl peripher als auch zentral im linken Ventrikel Blutdricke, Anstiegsgeschwindig-
keiten, Herzfrequenz u.a. zu messen, um sowohl den Erfolg der TAK zu prifen als auch
zu evaluieren, ob es bei diesen Parametern signifikante Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Gruppen (besonders C57 vs. TLR9-Defizienz und weiblich vs. mannlich) gab.
Vor der Messung der Hamodynamik wurde noch ein EKG abgeleitet und der Katheter in
einem Eichgerat geeicht. Dazu wurde der Katheter in eine fllssigkeitsgeftillte Druckkam-
mer gelegt, diese abgedichtet und ein Druck von 100 mmHg aufgebaut und wieder auf
0 mmHg abgelassen. Das Eichgerat war mit dem Druckmessprogramm Charts 6 fur
Windows eines Computers gekoppelt, so dass bei 0 und 100 mmHg geeicht werden
konnte.

Nach dem erneuten Hautschnitt wurde die A. carotis communis dextra aufgesucht und
freiprapariert (cave N. vagus). Dieses war am leichtesten dadurch zu erreichen, dass
man rechts der pratrachealen Muskulatur in die Tiefe stumpf freipraparierte bis die pul-
sierende A. carotis, teilweise bedeckt von Asten der V. jugularis, sichtbar wurde. Die Ar-
terie wurde cranial mit einem Knoten abgebunden, caudal mit einer Schlinge und einem
Nadelhalter unter Zug gebracht, so dass kein Blut mehr durch den freipraparierten Ab-
schnitt flieRen konnte. AuRerdem wurden noch zwei Schlaufen als Halterung fur den Ka-
theter um die A. carotis geschlungen (siehe auch Abbildungen 8, 9 und 10). Daraufhin
wurde mit einer kleinen Augenschere moglichst weit cranial (aber kaudal des Knotens)
eine kleine Inzision in die A. carotis gesetzt, die vordere Wand der A. carotis mit einer
umgebogenen Nadel hochgehalten und der Katheter in die Arterie eingeflhrt (Abbildung
8). Nachdem er mit mindestens einer Schlaufe fixiert war (Abbildung 9), konnte die kau-

dale Schlinge gelockert werden und der Katheter vorgeschoben werden (Abbildung 10).
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Abbildung 8: Einfiih- Abbildung 9: Fixie- Abbildung 10: Vor-
ren des Katheters rung des Katheters schieben des Katheters

Anhand der Druckkurven (besonders am diastolischen arteriellen Druck) konnte be-
stimmt werden, ob man sich peripher oder zentral befand. Nach Reduktion der Narkose
(s.o.: Isofluran 1 %) wurde peripher fur mindestens 8 Minuten gemessen. Die Messun-
gen erfolgten bei 36 °C Kdrpertemperatur, wobei eine Infrarotlampe an einen rektal lie-
genden Sensor gekoppelt war. Diese erlosch, sobald die optimale Messtemperatur er-
reicht war. Nach der peripheren Messung wurde versucht, den Katheter ins Herz zu
schieben, um den Blutdruck auch im linken Ventrikel zu bestimmen. Gefuhrt wurde der
Katheter entweder mit der Hand oder einer eigens dafilir gebauten Pinzette (Eigenbau
Physiologisches Institut). Die Narkose wurde fur diese Manipulation wieder vertieft auf
2 % Narkosegasgemisch. Da der Katheter blind gefuhrt wurde, stellte sich manchmal die
korrekte Plazierung im Herzen als schwierig heraus, weil der Katheter einen kleinen Bo-
gen nach links dorsal nehmen und die Aortenklappe durchdringen musste. Dieses Hin-
dernis lie sich manchmal durch leichten Zug an der A. carotis dextra beheben. Sobald
der linke Ventrikel erreicht war sank der diastolische arterielle Druck (DAP) auf Werte
unter 15 mmHg und die Druckpulskurve war nicht mehr dikrotisch. Es wurden der links-
ventrikulare systolische Druck (LVSP), der linksventrikulare diastolische Druck (LVDP),
die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtm.x), die maximale Druckabfallsge-
schwindigkeit (dP/dtmin) und die Herzfrequenz (HR) gemessen. Nach mindestens 8 minu-
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tiger Messung im linken Ventrikel (LV) wurde die Narkose vertieft und der Katheter zu-

ruck gezogen und aus der A. carotis entfernt.

2.3.5 Blutentnahme

Sofort nachdem der Katheter entfernt wurde, konnte Blut aus der A. carotis mittels einer
1 ml Einmalspritze enthommen werden. Daraufhin wurde die Probe fir ca. 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen, damit das Blut gerinnen konnte, da man das Serum
und nicht das Plasma (mit noch vorhandenen Gerinnungsfaktoren) benétigte. Des Wei-
teren wurde die Blutprobe fur ca. 10 Minuten zentrifugiert, daraufhin wurde das Serum
abpipettiert, in ein Eppendorf Gefal® gegeben, mit flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

2.3.6 Organentnahme

Nachdem der Tod des Tieres sowohl durch die Blutentnahme als auch durch zusatzli-
chen Genickbruch herbeigefuhrt war, wurden Lungenflliigel, Herz und rechte Tibia ent-
nommen und in PBS Lésung gelegt.

Unter dem Stereomikroskop wurden die Lungengefal3e abprapariert und der rechte Ven-
trikel des Herzens von dem Linken getrennt. Das Septum verblieb an dem linken Ventri-
kel, so dass der rechte Ventrikel nur aus einem fast dreieckigen Muskellappen bestand.
Alle Organe wurden auf einer Feinwaage gewogen und die Tibialange mit einer Schieb-
lehre bestimmt. Anschlieend wurden auch die Organe in flissigem Stickstoff schockge-
froren und bei -80 °C gelagert.
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2.4 Materialien

2.4.1 Materialien fir die Tierhaltung

Einstreu: Altromin-Tiereinstreu-Granulat

Futter: Altromin-Standarddiat Maus und Ratte, Altromin GmbH und Co. KG, La-
ge-Lippe

Kafige: Makrolon, Typ Il L, Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld

Zuchttiere: Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld

2.4.2 Geriate

fur Operationen

Beatmung: Endotrachealkantle Durchmesser 1,0 mm
Minivent Typ 845; Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten

Druck-Eichgerat: Hugo-Sachs Elektronik, March-Hugstetten

Operationsbesteck: Verschiedene Scheren, Pinzetten (stumpfe Loffelpinzetten und
feine Pinzetten), Nadelhalter (Allgaier Instrumente, Frittlingen)

OP-Mikroskop: OpMi-1, ZEISS, Oberkochen

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

Temperaturregler: RAPID-Regler, Fa. Hengstler, Aldingen

Thermometer: Greisinger electronic GmbH, Regenstauf, Durchmesser des Thermo
meterfuhlers: 1 mm

Wundretraktoren: Eigenanfertigung der feinmechanischen Werkstatt des Physiologi-

schen Instituts

Eur Weiterverarbeitung der Proben:

Feinwaage: Model Voyager, Ohaus, Giessen
Pipetten: Eppendorf Reference, Eppendorf AG, Hamburg
Reagiergefaly 1,5 ml: Sarstedt, Nimbrecht
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Schieblehre:  Fa. Mauser, St. Denis, Frankreich
Zentrifuge: Model 5415R; Eppendorf AG

Messsystem
Auswertung:  Prism 4 for Windows, GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Datenverarbeitung: Power Lab Data Acquisition System; ADInstruments, Castle Hill,
Australien

Katheter: Millar-Katheter-System - Model SRP-671 mit 1,4-French-Drucksensor,
Millar Instruments Inc., Houston, USA

Software: Chart 6 fur Windows, Prism 5 (Auswertung),

Excel, Microsoft (Tabellenkalkulation)

2.4.3 Verbrauchsmaterialien

Desinfektion:  Betaisodona Lésung, Mundipharma GmbH, Limburg
Eppendorf Gefalke: Eppendorf AG
Faden fur Haut-/Muskelnaht:
Vicryl 6/0, Ethicon GmbH Norderstedt
Prolene-Faden 6/0, 4/0 (monofil) mit atraumatischer Nadel,
Johnson&Johnson, Somerville New Jersey, USA
Medikamente: Temgesic Essex Pharma GmbH, Minchen
Narkose: Isofluran, Delta Select, Dreieich
Kanulen, 27 G: Braun, Melsungen
Seidenfaden: Seraflex 5/0, Fa. Serag Wiessner, Naila
PBS Losung: Pufferlosung aus NaCl, KCI, Na,HPO,xH20, KH,PO, und Aqua bi
dest., pH Wert 7,4, Hersteller Gibco, Life Technologies
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2.5 Statistik

Die Ergebnisse der Hamodynamik, der Korper- und Organgewichte und der Tibialange
wurden in Excel-Tabellen zusammengefasst und Mittelwert und Standardabweichung
berechnet. Anschlie®end wurden die Ergebnisse mit Hilfe des Programmes Prism 4 for
Windows, GraphPad Software, Inc., San Diego, USA, ausgewertet. Signifikanzen wur-
den mit Hilfe des One-way ANOVA Tests und eines post-hoc Testes nach New-

man-Keuls ermittelt. Differenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galten
als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Tierzahlen

In die Studie gingen 179 Tiere ein (siehe Tabelle 2). 142 Tiere konnten nach 14 Tagen
katheterisiert werden. Allerdings konnten von den 142 Kathetermessungen nur 69 Mes-
sungen im linken Ventrikel durchgefihrt werden, da die Einflhrung des Katheters blind

war und oft kein Vorschieben mdglich war.

Tierzahlen und Mortalitat

C57Tw ~ C57Sw  C57Tm  C57Sm  TLRODTw TLRODSw TLRODTm TLRODSm Tierzahl insgesamt

Tierzahl TAK-OP 37 19 27 13 21 13 37 12 179
Gestorben nach TAK 14 0 8 0 4 0 1 0 37
Tierzahl kathetert 23 19 19 13 17 13 26 12 142
Katheter inkl. Herzmessung 8 9 " 7 10 10 7 7 69
Mortalitat TAK 0,38 0 0,3 0 0,19 0 03 0

Tabelle 2: Tierzahlen und Mortalitat

3.2 Mortalitat

37 Tiere starben einige Tage nach der TAK, wahrend nach der Sham-Operation keine
Sterbefalle registriert wurden (siehe Tabelle 2). Die Mortalitat der TAK-Tiere lag dabei im
Durchschnitt knapp unter 30% (29,25%). Vergleicht man die Gruppen untereinander,
fallt eine Diskrepanz der Mortalitat zwischen C57 Weibchen und TLR9-defizienten Weib-
chen auf: Wahrend die Mortalitat bei C57 Weibchen Uberdurchschnittlich bei 38% lag,
war in der Gruppe TLR9-defizienter Weibchen nur eine Mortalitat von 19% zu verzeich-

nen.
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3.3 Korpergewichte

3.3.1 Korpergewicht absolut

Es fallt auf, dass die Kdrpergewichte der Mannchen unabhangig von dem Tierstamm
groler sind als die der Weibchen. Abbildung 11 bildet die Korpergewichte der einzelnen
Gruppen am Tag der Kathetermessung (14 Tage nach TAK/Sham) ab, so dass die Or-
gangewichte, welche sofort nach der Kathetermessung bestimmt wurden, auf die Kor-

pergewichte normierbar sind.
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Abbildung 11: Kérpergewichte 14d nach Operation
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3.3.2 Korpergewichtsanderung vor und nach Operationen (Bodyweight difference)
Das Korpergewicht wurde jeweils vor der TAK- bzw. Scheinoperation bestimmt. Nach 14
Tagen und unmittelbar vor der Messung der Hamodynamik wurden die Versuchstiere er-
neut gewogen. Aus der Differenz vorher zu nach der Operation wurde der Korperge-
wichtsdifferenz-Graph erstellt (Abbildung 12).

Es ergaben sich keine signifikanten Veranderungen. Allerdings fallt auf dass die Tiere
postoperativ eher an Gewicht verloren, wenn auch nur minimal. Eine Ausnahme stellt
die Gruppe C57 Weibchen dar, die minimal an Gewicht zunahm. In dieser Gruppe gab
es allerdings die grof3te Mortalitat, so dass hier vermutlich schon eine Selektion der wi-

derstandsfahigsten Tiere stattgefunden hat.

Korpergewichtsdifferenz
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Abbildung 12: Veranderung des Korpergewichtes vor TAK/Sham vs. 14 d nach
TAK/Sham
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3.4 Gewicht des linken Ventrikels (LV)
Bei dem Vergleich des Gewichtes des linken Ventrikels als Mal} fir eine Herzhypertro-
phie ergaben sich die folgenden Ergebnisse: Die LV-Gewichte der Sham Tiere wiesen

keine signifikanten Unterschiede untereinander auf. Es war kein Einfluss des Ge-

schlechts oder Genotyps nachweisbar.

LV Gewicht
) ) ) |
* *
B ! | ' 1
~ *
) | ; LJ v
J ;c | | LJ
150 e ' ) '
*
12 T —_
100 = ==
E Sl =lLITT1E =11
50
25
0
& &vg’ ,((b@ ,\vc’ & ,\vc’ & &Vo

Abbildung 13: Gewicht des linken Ventrikels 14 d nach TAK/Sham
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Dagegen bewirkte die TAK-OP bei allen Tieren eine hoch signifikante Erhohung des
linksventrikularen Gewichtes und auch generell war jede TAK Gruppe in der Zunahme
des LV-Gewichtes signifikant gegentber der Kontrollgruppe (Abbildung 13).

Das LV-Gewicht der TAK-Weibchen war gegenlber allen TAK-Mannchen signifikant er-
niedrigt, also sowohl innerhalb desselben Genotyps als auch im Vergleich zum jeweils
anderen Genotyp. Interessanterweise zeigte sich jedoch kein Unterschied zwischen den
Genotypen (C57Tw vs. TLRODTw; C57Tm vs. TLROTm).

Errechnet man die Zunahme der linksventrikularen Masse Sham versus TAK, so erhalt
man im Mittel eine Zunahme der Masse um ca. 44 % (siehe Tabelle 4). In der Gruppe
der TLR9 defizienten weiblichen Mause war die Zunahme der linksventrikularen Masse
im Gegensatz zu den weiblichen Wildtypmausen erhdht (52 % versus 31,7 %, siehe Ta-
belle 4).

Zunahme LV TAK vs Sham

C57m C57w TLRO9Dm  TLR9Dw Durchschnitt
LV TAK [mg] 120,62 96,14 117,5 101,98 109,06
LV Sham [mg] 82,13 72,99 80,78 67,08 75,74
Zunahme auf [%)] 146,86 131,7 145,47 152,04 144,02
Zunahme um [%)] 46,86 31,7 45,47 52,04 44,02

Tabelle 3: Zunahme LV-Masse

3.4.1 Gewicht des linken Ventrikels normiert auf das Koérpergewicht (LV/Body-
weight)

Um den Einfluss unterschiedlicher Korpergewichte auszugleichen, wurden die linksven-
trikularen Gewichte auf das Kérpergewicht der Versuchstiere normiert.

Hier ergab sich ebenso wie bei den an der Tibialange normierten Gewichten eine hohe
Signifikanz im Vergleich der TAK-operierten zu den scheinoperierten Tieren (p<0,001).
Dieses war in allen Gruppen unabhangig von Geschlecht und Tierstamm gleich signifi-
kant (Abbildung 14).
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Durch die Normierung auf das Korpergewicht fallen die geschlechtsspezifischen Unter-
schiede weg. Dieses liegt an den hoheren Korpergewichten der mannlichen Tiere im

Vergleich zu den weiblichen.
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Abbildung 14: Gewicht des linken Ventrikels genormt auf das Kérpergewicht

3.4.2 Gewicht des linken Ventrikels normiert auf die Tibialange (LV/TL)
Eine weitere Methode der Normierung der Herzgewichte stellt die Division des Gewichts
des linken Ventrikels durch die Tibialange dar (Abbildung 15). So konnte man das Herz-

gewicht auf die Korpergrolde normiert beurteilen. Im Vergleich zu dem nicht normierten
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Gewicht des linken Ventrikels (LV, siehe vorhergehender Graph) ergaben sich keine An-
derungen (aulder eine etwas geringere Signifikanz im Vergleich TLROD TAK Weibchen
im Vergleich zu C57 TAK Mannchen: Die Signifikanz betrug hier p<0,01 statt der vorhe-
rigen p<0,001).

Alle anderen Signifikanzen blieben zu 100 % auch nach der Normierung erhalten. Bei

dieser Art der Normierung waren also die geschlechtsspezifischen Unterschiede nicht

beeintrachtigt.
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Abbildung 15: Gewicht des linken Ventrikels normiert auf die Tibialange
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3.4.3 Zuwachs des Gewichtes des linken Ventrikels normiert auf die Tibialange

Um den Zuwachs des Gewichtes der normierten linken Ventrikel zu bestimmen, wurden
die Einzelwerte des LV/TL der TAK-operierten Mause durch den Mittelwert der jeweili-
gen Sham-Gruppe dividiert. Im Vergleich der jeweiligen Gruppen gab es allerdings keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 16), d.h. der Zuwachs wurde weder durch den

Genotyp noch durch das Geschlecht beeinflusst.
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Abbildung 16: Zuwachs des Gewichts des linken Ventrikels genormt auf
die Tibialange
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3.5 Lungengewicht

Nach Organentnahme wurde auch das Gewicht der Lungen bestimmt. Hier ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Allerdings zeigt sich
als Tendenz, dass die Lungengewichte der TAK-operierten Tiere geringfugig hoher wa-
ren als die der scheinoperierten Tiere. Aul3erdem waren die Lungengewichte der mann-
lichen Tiere auch ohne Operation relativ gesehen hdher als die der weiblichen Tiere (wie
auch das linksventrikulare Gewicht, siehe vorausgegangene Abbildungen), so dass die

Zunahme des Lungengewichtes bei den weiblichen Tieren groRer war (Abbildung 17).

Lungengewicht
200-

Abbildung 17: Veranderungen des Lungengewichtes
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3.6 Herzfrequenz (Heart Rate, HR)

Die Messung der Herzfrequenz peripher ergab Frequenzen um 500 min™' bei den Sham-
Tieren. Zwischen den Sham-Gruppen zeigten sich keine Unterschiede. Die TAK-Grup-
pen zeigten generell eine Tendenz zu hoheren Werten (Abbildung 18). Jedoch ergab
sich nur bei den C57 TAK Weibchen im Vergleich zu den Sham Gruppen (mit Ausnah-

me der mannlichen TLRD Shams) ein signifikanter Unterschied.

HR
! |} | '
600+ *
el — —_ ——
500- - - —
. 400-
£ 300-
E
200+
100~
0- _— _— _— _—
|} ) |} ) |} ) | )
Y Y Y Y
9"‘0 Q\«‘? c}\o é«‘?' @ Q\&‘? %,Qo Q«‘?’
QA A N 5
A o A H Q o
&\3- VK R

Abbildung 18: Herzfrequenz der Mause 14 d nach TAK/Sham
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3.7 Systolischer arterieller Blutdruck (SAP)

Generell lag der systolische Blutdruck bei den Sham Tieren zwischen 89 und 130 mmHg
(= Vergleich der Einzelwerte. Mittelwerte des systolischen SAP lagen zwischen 102 und
116 mmHg). Signifikante Unterschiede zwischen den Sham-Gruppen gab es nicht. Die
TAK fuhrte in allen Gruppen zu einer hochsignifikanten Erhdhung des systolischen Blut-
druckes auf Werte um 160 mmHg.

Dieser Effekt war unabhangig von dem Tierstamm (C57 bzw. TLR9D) und Geschlecht,
da sich weder zwischen den einzelnen Tierstammen noch zwischen Mannchen und
Weibchen signifikante Unterschiede in der hamodynamischen Messung ergaben (Abbil-
dung 19).
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Abbildung 19: Systolischer arterieller Blutdruck (peripher) 14 d nach TAK/Sham



44

3.8 Diastolischer arterieller Blutdruck (DAP)

Bei den diastolischen arteriellen Blutdriicken zeigt sich lediglich eine Signifikanz zwi-
schen mannlichen C57 Sham und weiblichen TAK-Tieren beider Tierstamme (Abbildung
20). Es zeigte sich auch als Tendenz, dass der Blutdruck der TAK-Tiere im Vergleich zu
den Sham-Tieren leicht erhoht ist. AuRerdem zeigt sich, dass bei TAK-operierten weibli-
chen Tieren im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe, der periphere diastolische

Druck etwas hoher war als bei den mannlichen TAK-Tieren.

DAP
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Abbildung 20: Diastolischer arterieller Blutdruck (peripher) 14 d nach TAK/Sham
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3.9 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABP)

Der mittlere arterielle Blutdruck verhielt sich ahnlich wie der SAP: In allen Gruppen wur -
de eine signifikante (p< 0.001) Zunahme des Blutdruckes bei TAK operierten Tieren im
Vergleich zu den Kontrollen gemessen (Abbildung 21). Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen C57 und TLR9D Tieren gemessen. Allerdings ergab sich eine
schwache Signifikanz (p<0.05) zwischen C57 Mannchen und C57 Weibchen:

Die Weibchen zeigten einen hoheren mittleren arteriellen Blutdruck als die Mannchen
dieses Stammes. Dieser Effekt konnte auch bei den Tieren des Stammes TLR9D beob-

achtet werden, hier war er aber nicht signifikant.
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Abbildung 21: Mittlerer arterieller Druck (peripher) 14 Tage nach TAK/Sham
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3.10 Linksventrikularer Systolischer Druck (LVSP)

In allen TAK-operierten Gruppen war im linken Ventrikel der systolische Druck signifi-
kant hoher als in den Vergleichsgruppen der Scheinoperation (p<0,001) (Abbildung 22).
Allerdings waren aber weder im Vergleich Mannchen zu Weibchen, noch im Vergleich

C57 zu TLR9D Signifikanzen zu verzeichnen.
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Abbildung 22: Linksventrikularer systolischer Druck
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3.11 Linksventrikuldrer Diastolischer Druck (LVDP)

Die weiblichen Sham-Tiere wiesen mit 11 mmHg den héchsten diastolischen Druck aller
Sham Tiere auf, was (aufler im Vergleich zu den TLR9-defizienten Sham Tieren) nicht
signifikant war (Abbildung 23). Generell war der LVDP in den TAK-Gruppen etwas er-
hoht gegenuber den Sham-Tieren, allerdings wurde innerhalb eines Tierstammes und
eines Geschlechts kein Signifikanzniveau erreicht.

Der LVDP war in den weiblichen C57 TAK-Tieren mit Abstand héher als in allen anderen
Gruppen, daher ergaben sich zwischen den weiblichen C57 TAK-Tieren und allen ande-

ren Gruppen aulder der Kontrollgruppe C57 W Sham signifikante Unterschiede.
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Abbildung 23: Linksventikularer Diastolischer Druck
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3.12 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtq.x)

Bei der Messung der Hamodynamik wurde die maximale Anstiegsgeschwindigkeit als
Mal fir die Kontraktilitat des Herzmuskels genommen. Es zeigte sich, dass die TAK
operierten Tiere einen leichten Verlust der Kontraktilitat (durch das durch die Hypertro-
phie geschadigte Herz) aufweisen. Dieser Effekt war bei den TLR9-defizienten Tieren
weniger zu beobachten als bei den Tieren des Stammes C57 (Wildtyp) (siehe Abbildung
24), er war jedoch nicht signifikant.

dP/dt, .,
12500-
T I 1 —lee
10000- T T ==
) T
S 7500-
E
£ 5000-
2500-
0-
|} L |} | |} |} | |}
O O O O
AP dV A P A P A o
oAV YAV 0 AY A
PO o"&6 o>

Abbildung 24: Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
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3.13 Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin)

Die Messung der maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit ergab eine signifikant erhéhte
Druckabfallsgeschwindigkeit der C57 TAK Weibchen im Vergleich zu den anderen Tier-
stdmmen (C57M TAC, TLR9D M TAC, TLR9D W TAC) (Abbildung 25). Im Vergleich der
Tierstamme zeigten TLR9-defiziente Tiere eine erhdhte Relaxationsgeschwindigkeit,

dieser Effekt war allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 25: Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit
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4 Diskussion

4.1 Limitation und Diskussion der Methode der Studie

Methodisch lasst sich diese Studie mit anderen Ergebnissen in der Fachliteratur verglei-
chen. Durch die TAK wurde der Aortendurchmesser auf ca. 30 % des Ausgangsdurch-
messers verringert, so dass durch die Druckuberlastung des Herzens eine linksventriku-
lare Hypertrophie ausgeldst wird (Ehrentraut et al., 2011a). Die Ausbildung einer Hyper-
trophie beginnt am 3.-10. postoperativen Tag (Ehrentraut et al., 2011a; Nakamura et al.,
2001). In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde die Ausbildung einer Hy-
pertrophie nach 7 Tagen untersucht (Kebir, 2012), 7 Tage nach TAK fand sich bereits
eine signifikante Zunahme der LV/Kdrpergewicht-Ratio bei Wildtypmausen und TLR 9-
defizienten Tieren.

Bei allen TAK-Operationen wurden in der vorliegenden Studie eine Zunahme der links-
ventrikularen Masse nach 14 Tagen um ca. 44 % erreicht, ebenso war ein deutlicher
Blutdruckanstieg zu verzeichnen. Rockman et al. konnten 1991 bereits ahnliche Zunah-
men zeigen: Bei Verwendung einer 27G Nadel und einem Tieralter von 8 Wochen nach
7 Tagen eine Zunahme der linksventrikularen Masse um 41 % (Rockman et al., 1991).
Fraglich ist jedoch, inwiefern das Ausmal} der Hypertrophieantwort von der Kraft, mit der
ein Knoten Uber der Nadel als Platzhalter geknupft wird, abhangt. Ebenso kann die Hy-
pertrophie dadurch beeinflusst werden ob sich ein Knoten trotz guter Fixierung sekundar
|6st oder der Faden in die Aorta einwachst (Lygate et al., 2006). Es gibt also viele Fakto-
ren warum auch selbst in der Literatur die Werte fur die Zunahme einer Hypertrophieant-
wort bei ahnlichen Versuchsbedingungen abweichen. Die Blutdruckwerte sind noch an-
falliger auf jeweilige Storungen: Viele Faktoren wie Korpertemperatur, Schmerz, Ge-
rauschpegel, Tiefe der Anasthesie, Sensitivitat des Katheters, Genauigkeit des Eichge-
rates etc. haben Einfluss auf die jeweiligen Messungen. Unser Anliegen war es, durch
eine genormte Kdrpertemperatur und eventuell zusatzliche Aufwarmung Uber Warme-
bett und Warmelampe, praoperative Schmerzausschaltung durch Buprenorphin intrape-
ritoneal, Reduktion des Gerauschpegels soweit mdglich und eine genormte Anasthesie-
tiefe wahrend der Messung (11 O2 mit 1 % Isofluran/min), eine standardisierte Messung

zu ermoglichen.
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Betreffs der Mortalitat konnten ahnliche Werte wie in anderen Studien erreicht werden:
Liao et al. verzeichneten ebenso eine Mortalitat von ca. 30 % 14 Tage nach TAK (Liao
et al., 2002). Durchschnittlich wurde in dieser Studie eine Mortalitat von 29,3 % nach 14
Tagen beobachtet. Ob die Unterschiedliche Mortalitat zwischen C57W TAC und TLR9D
W TAC (38 % vs. 19 %) inzidentiell oder durch einen kardioprotektiven Einfluss der TL-

R9-Defizienz ist, konnte nicht nachgewiesen werden.

4.2 Akute und chronische Auswirkungen einer Aortenkonstriktion auf Herz und
Lunge nach 14 Tagen

Die druckinduzierte Herzinsuffizienz ist in unserer Gesellschaft eine haufige und ernst zu
nehmende Krankheit. In dieser Studie konnten einige Pathomechanismen an Hand von
in-vivo Mausmodellen gezeigt werden: Durch die Verringerung des Aortendurchmessers
um ca. 70 % des Lumens (27 G Nadel als Platzhalter), findet durch Anpassungsmecha-
nismen eine Umwandlung im kardiovaskularen System statt: Durch die erhohte Druck-
belastung des linken Ventrikels hypertrophiert dieser, um die Ejektionsfraktion konstant
zu halten (Kobayashi et al., 1996; McPherson et al., 2001; Rodriguez-Porcel et al.,
2006). Dies konnte anhand der Zunahme des Gewichtes der linken Ventrikel um ca. 44
% nach TAK-OP gezeigt werden. Dieses ist konform mit diversen anderen Studien, in
denen eine Zunahme der linksventrikularen Masse um 30-65 % nach TAK-OP erreicht
wurde (Rockman et al., 1991; Skavdahl et al., 2005; Weinberg et al., 2003). Es konnte
gezeigt werden, dass eine myokardiale Hypertrophie durch Aktivierung des NF-kB Pa-
thways durch Fibrinogen ausgeldst werden kann (Li et al., 2009) und durch Blockierung
der NF-kB Aktivierung die Ausbildung einer Herzmuskelhypertrophie abgeschwacht wer-
den konnte (Ha et al., 2005b). Es kommt zu einer inflammatorischen Reaktion, in der
auch TLRs beteiligt sind, welche zu einer Fibrosierung des Herzmuskelgewebes fuhrt
(Velten et al., 2012). Dadurch kommt es zu einer verminderten Kontraktilitat des Herz-
muskels (siehe auch Abbildung 24).

Als Mal} fur die erhdhte Druckbelastung wurde der periphere und linksventrikulare Blut-
druck gemessen. Auch hier sah man in allen Gruppen eine hochsignifikante Zunahme
des systolischen Blutdruckes nach TAK-OP.

Betreffs der Lungengewichte konnte in einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe (Ke-

bir, 2012) nach 7 Tagen eine gering signifikante Zunahme der Lungengewichte nach
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TAK verzeichnet werden. Dieses konnte in dieser Studie 14 Tagen nach TAK tendenziell

auch gesehen werden, war hier jedoch nicht signifikant (siehe Abbildung 17).

4.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Hypertrophieantwort

Die Zunahme der linksventrikularen Masse war unabhangig von Tierstamm und Ge-
schlecht nachweisbar, hatte jedoch unterschiedliche Ausmalie: Die mannlichen TAK-
Tiere reagierten mit einer starkeren Gewichtszunahme des linken Ventrikels. Dieses
deckt sich mit den Ergebnissen van Eickels et al., die zeigen konnten, dass bei weibli-
chen Mausen nach Druckbelastung eine bessere myokardiale Anpassung als bei mann-
lichen Tieren stattfindet (van Eickels et al., 2001). Auch bei hypertensiven Frauen konn-
te dieser Effekt beobachtet werden (Mendelssohn und Karas, 2005; Modena et al.,
1999). Gleichzeitig haben Frauen bei reduzierter systolischer Funktion ein besseres
Outcome als Manner (O'Meara et al., 2007; Simon et al., 2001; Witt et al., 2008). Diese
Wirkung kommt unter anderem durch Ostrogene zustande, welche an den Ostrogen B-
Rezeptor binden (Mahmoodzadeh et al., 2012; Skavdahl et al., 2005).

Fir die Entstehung einer kardialen Hypertrophie sind Ostrogenrezeptoren bedeutend:
Sie regulieren die Expression von 173-Estradiol Zielgenen, welche eine Rolle bei der
myokardialen Hypertrophie spielen (Babiker et al., 2004; Grohé et al., 1997; Mah-
moodzadeh et al., 2010 und 2012). Ostrogenrezeptore sind beteiligt an Zell-Zell Interak-
tion und Pravention von Apoptose (Groten et al., 2005; Jovanovic et al., 2000; Mammoo-
dazeh et al., 2012; Patten et al., 2004). Die Definzienz von Ostrogenrezeptor B fiihrt zu
vermehrter kardialer Fibrose (Fliegner et al., 2010). Ostrogenrezeptor B ist flir Mause
beider Geschlechter nach TAK von Vorteil, er ist moglicherweise an der Aufrechterhal-
tung der Energie Homeostase in weiblichen Mausen beteiligt und begrenzt die Entwick-
lung einer kardialen Hypertrophie und Apoptose in beiden Geschlechtern (Fliegner et al.,
2010; Ubersichtsartikel: Regitz-Zagrosek et al., 2010).

Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass mannliche Tiere prinzipiell ein hdheres
Kdrpergewicht hatten, so dass die Zunahme der linksventrikularen Masse normiert auf

das Korpergewicht bei Mannchen und Weibchen nicht signifikant verschieden war. Die
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Entwicklung einer linksventrikularen Hypertrophie gemessen an dem Korpergewicht war
in dieser Studie unahbangig von dem Geschlecht. Skavdahl et al. zeigten 2005 eine er-
hohte Zunahme der Herzgewicht/Kdrpergewicht-Ratio bei mannlichen Tieren im Ver-
gleich zu weiblichen 14 Tage nach TAK. Dieser Effekt konnte hier nicht beobachtet wer-
den. Im Gegensatz dazu blieben bei einer Normierung auf die Tibialange die ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede weiter bestehen. Nach der Korpergrof3e zu urteilen
(LV/TL) war die Entwicklung einer linksventrikularen Hypertrophie bei den Mannchen
gréler als bei den Weibchen. Dieses lasst darauf schliellen, dass Tibialange und Koér-
pergewicht der Versuchstiere nicht miteinander korrelieren. Das Korpergewicht ist mehr
als die Korperlange Schwankungen ausgesetzt, da sich das Gewicht je nach Alter, Klini-
schem Allgemeinzustand der Mause und anderen Faktoren andert und nicht voraussag-
bar ist (siehe auch Abbildung 12). Dieses wurde bereits in einer Longitudinal-Studie von
Yin et al. 1982 bestatigt, wo gezeigt wurde, dass kardiale Hypertrophie genauer durch
eine Herzgewicht/Tibialange Ratio als durch eine Herzgewicht/Korpergewicht-Ratio
quantifiziert werden kann, da sie unabhangiger vom Alter der Tiere ist (Yin et al., 1982).
Wahrend in dieser Studie die Mortalitat 14 Tage nach TAK bei mannlichen Tieren unge-
fahr bei 30 % lag, war die Mortalitat von weiblichen Tieren unterschiedlich: Wildtypmau-
se zeigten eine Mortalitat von 38 % nach TAK, wahrend TLR9 defiziente Tiere nach TAK
eine Mortalitat von nur 19 % hatten. Ob dieser Effekt zufallig entstanden ist oder nicht,
lasst sich nicht bestatigen.

Hierbei handelt es sich nicht um eine Longitudinal-Studie, sondern um eine Bestands-
aufnahme zu einem bestimmten Zeitpunkt. In Longitudinal-Studien von Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass weibliche Versuchstiere zu einem spateren Zeitpunkt ein

Herzversagen erleiden oder sterben (Czubryt et al., 2003; Leinwand, 2003).

Betreffs des Blutdruckes zeigte sich bei den weiblichen Tieren im Gegensatz zu den
Mannchen ein erhdhter mittlerer Blutdruck peripher. Im Stamm C57 war dies sogar si-
gnifikant. Somit haben die mannlichen Tiere zwar héhere linksventrikulare Gewichte, da-

fur aber leicht geringere systolische und diastolische periphere Blutdricke.

Der systolische im Herzen gemessene Blutdruck war bei Mannchen und Weibchen nicht

unterschiedlich.
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Auch in Ischamie-Reperfusions-Modellen konnte bei weiblichen Mausen eine bessere
postischamische Erhohlung und kleinere Infarktzonen als bei mannlichen Vergleichstie-
ren gesehen werden (Gabel et al., 2005; Wang et al., 2006).

Beim Menschen hat sich gezeigt, dass Frauen o6fter eine Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion (EF) ausbilden oder eine diastolische Herzinsuffizienz entwickeln als
Manner (Cleland at al., 2003; Regitz-Zagrosek, 2006, Regitz-Zagrosek et al., 2007 und
2010). AuRerdem lasst sich sagen, dass mehrere Studien darauf hindeuten, dass Ostro-
gene die Herzmasse beeinflussen und bei Frauen zu einer verminderten bzw. verzdger-
ten Ausbildung einer Herzhypertrophie fuhren (Cleland at al., 2003; Fliegner et al., 2010;
Ubersichtsartikel: Regitz-Zagrosek et al., 2010).

4.4 Rolle des TLR9 in der Myokardhypertrophie nach Druckbelastung — Ein Ver-
gleich mit TLR4

In dieser Studie sollte der Einfluss von TLR9 auf eine Myokardhypertrophie untersucht
werden. Um die Bedeutung von TLR9 in diesem Zusammenhang zu erfassen, ist es
wichtig, primar auf TLR4 einzugehen.

Der am weitesten erforschte Toll-like Rezeptor, TLR4, hat unter anderem auch einen
Einfluss auf die kardiale Funktion, sei es im Rahmen von Kardiodepression bei Sepsis,
im Rahmen einer Ischamie/Reperfusionsschadens oder auch bei der Entstehung und
dem Ausmal} einer Myokardhypertrophie nach Druckbelastung:

Eine Sepsis mit konsekutiver Kardiodepression konnte durch prophylaktische Gabe von
Eritoran, einem TLR4 Antagonisten, abgeschwacht werden. Wahrend kardiale proin-
flammatorische Zytokine nicht reduziert waren, wurden vaskulare Zytokine nach Erito-
ran-Gabe weniger exprimiert (Ehrentraut et al., 2011b). Es konnte auch beobachtet wer-
den, dass TLR4-defiziente Mause kleinere Infarktzonen im kardialen Ischamie/Reperfu-
sionsversuch entwickelten (Kim et al., 2007; Oyama et al., 2004; Stapel et al., 2006).
TLR4-defiziente Mause zeigten eine verminderte Hypertrophieantwort auf Druckbelas-
tung (Ha et al., 2005). Liu et al. konnten 2008 zeigen, dass TLR4 Agonisten vor kardio-
vaskularer Hypertrophie und Fibrose schutzen (Liu et al., 2008). Moglicherweise wird
durch die vorherige Gabe von TLR4 Agonisten die Entzindungsreaktion durch DAMPs

reduziert. Es findet vermutlich ein Preconditioning oder Priming statt, welches eine Ent-
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zundungsreaktion auslost und die Entwicklung einer Hypertrophie abschwacht. Da
DAMPs Uber Bindung an TLR4 die kardiale Hypertrophie vergro3ern, ist dieser Effekt
bei TLR4-Defizienz weniger zu beobachten. Eine Studie von Ehrentraut et al. bekraftigt
diese These: Eine Vorbehandlung von Mausen mit Eritoran (TLR4 Antagonist) flhrte zu
einer verminderten Ausbildung einer kardiale Hypertrophie nach erhdhter Druckbelas-
tung, die Ausschittung von BNP wurde abgeschwacht, die Expression pro-inflammatori-
scher Zytokine reduziert und Remodeling-Mechanismen verhindert (Ehrentraut et al.,
2011a). Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass TLR4-Antagonismus oder Defizi-

enz kardioprotektiv wirkt.

Ein ahnliches Verhalten konnte fir TLR9 gezeigt werden. Dass Toll-like Rezeptoren in
Kardiomyozyten zu einem Verlust der Kontraktilitat fihren und NFkB abhangig eine Zy-
tokinproduktion induzieren, konnte von Boyd et al. bereits 2006 gezeigt werden (Boyd et
al., 2006). Knufermann et al. fuhrten 2008 eine Studie mit isolierten Kardiomyozyten
durch, in der bei TLR9-defizienten Mausen und C57-Mausen (Wildtyp) sowohl inflamma-
torische Marker, als auch die myokardiale Kontraktilitat gemessen wurden. Wahrend bei
den Wildtypmausen nach Exposition mit synthetischer bakterieller DNA (CpG-ODN) eine
vermehrte Expression von inflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-13 und IL-6) gemes-
sen wurde und sich ebenso eine Abnahme der myokardialen Kontraktion zeigte, war
dieser Effekt bei TLR9-defizienten Mausen nicht nachzuweisen. Damit gibt es Hinweise
dafur, dass bakterielle DNA einen negativ inotropen Effekt durch Aktivierung von TLR9
ausubt. Diese Studie zeigte erfolgreich, dass TLR9 eine funktionelle Signifikanz in der
Entstehung kardiovaskularer Krankheiten hat (Knidfermann et al., 2008; Takahashi,
2008).

Weitere in vivo Studien bekraftigten diese These: TLR9-defiziente Mause hatten bei ei-
ner durch 1668-Thioat (TLR9 Agonist) induzierten Sepsis und daraus resultierender Kar-
diodepression weniger kardiale Entzindungsreaktion, eine bessere kardiale Funktion
und ein verbessertes Uberleben als Vergleichstiere der Kontrollgruppe (Boehm et al.,
2013). Wurden der Kontrollgruppe zusatzlich H154 Thioat (TLR9 Inhibitor) verabreicht,
so hatte dieses eine kardioprotektive und mortalitatssenkende Wirkung.

Vorherige Aktivierung von TLR9 (mittels CpG-Oligonukleotid, einem TLR Ligand) am

Mausmodell schwachte eine kardiale Dysfunktion in einer (nach Applikation von Cp-
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G-ODN) induzierten polymicrobialen Sepsis ab (Gao et al., 2013). Andere Studien konn-
ten ebenso zeigen, dass die Gabe von CpG-ODN (als TLR9 Agonist) durch Prakonditio-
nierungs-Mechanismen die Organe vor ischamischem Schaden und Sepsis schutzt (Hy-
akkoku et al., 2010; Krieg, 2006; Stevens et al., 2008).

Ebenso konnte nach CpG-ODN Vorbehandlung eine myokardialer Ischamie/Reperfusi-

onsschaden abgeschwacht werden (Cao et al., 2012; Markowski et al., 2013).

Wir vermuteten, dass TLR9 eventuell ahnlich wie TLR4 einen Einfluss auf die kardiale
Hypertrophie hat. Aus diesem Grunde wurde innerhalb unserer Arbeitsgruppe in ver-
schiedenen Studien mit TLR9-defizienten Mausen durchgefuhrt. In einer anderen Studie
(Kebir, 2012) wahlte man ein Abstand zwischen TAK und hamodynamischer
Messung/Organentnahme von 7 Tagen. Dort zeigten sich im Vergleich zu dieser Studie
erhohte periphere systolische Blutdricke bei TLR9-defizienten Tieren (22 mmHg Zunah-
me im Vergleich zu den C57-TAK-Kontrolltieren). Ebenso wurden bei den TLR9-defizi-
enten Tieren ein erhdhter Spiegel an BNP gemessen, einem klinischen Marker fur Hy-
pertrophie und kardiale Dysfunktion. BNP wird bei vermehrter Wanddehnung (z.B. durch
Volumenbelastung des Herzens) ausgeschuttet und mindert die Ausbildung einer
Herzinsuffizienz (Ehrentraut et al., 2010; Gerber et al., 2003; Nishikimi et al., 2006; Ri-
chie et al., 2009). Um zu sehen ob die nach 7 Tagen gemessenen BNP-Spiegel eine
Verminderung der LV-Hypertrophie zur Folge hatten, wurde der Zeitabstand auf 14 Tage
vergrolRert (siehe diese Studie). Hier fand sich jedoch keine Verminderung der Entste-
hung einer linksventrikularen Hypertrophie. Dagegen war die initiale Blutdruckdifferenz
zwischen TLR9 -defizienten und C57 Mausen nach 14 Tagen fast aufgehoben (Unter-
schied von 4 mmHg statt 22 mmHg nach 7 Tagen, siehe auch Abbildung 19). Es ist
moglich, dass die erhohten BNP-Level der TLR 9-defizienten Tieren durch Abschwa-
chung des Blutdruckanstieges eine noch groRere Zunahme der linksventrikularen Masse

verhindert haben (siehe auch Ehrentraut et al., 2010).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass 14 Tage nach TAK nicht gesehen wer-
den konnte, dass TLR9-Defizienz auf direktem Wege das Fortschreiten einer Herzhyper-
trophie verhindert, so wie es bei TLR4-Defizienz oder Antagonismus erfolgt. Es ist mog-

lich, dass endogene Liganden die wahrend der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
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und Dysfunktion freiggesetzt werden nur an TLR4 und nicht an TLR9 binden (Ehrentraut
et al., 2010).

Neueren Erkenntnissen zufolge konnte in einem in vivo-Modell eine medikamentds
durch Isoproterenol (einem (-selektiven Adrenalin-Abkdmmling) ausgeloste Myokardhy-
pertrophie durch das CpG-Oligonucleotid C274 (TLR9 Agonist) verbessert und abge-
schwacht werden (Yang et al., 2013). CpG-ODNs aktivieren den PI3Ka-Akt Signalweg in
Kardiomyozyten. Die genaue Funktion dieses Mechanismus ist noch nicht vollstandig er-
forscht. AuRerdem hat diese Studie ihre Limitationen dadurch, dass die Hypertrophie
nicht durch TAK sondern medikamentds erzeugt wurde.

Oka et al. konnten 2012 zeigen, dass mitochondriale DNA, welche der Autophagie ent-
geht, an TLR9 binden und eine Entziindungsreaktion in Kardiomyozyten auslésen kann.
Dieses fuhrte zu einer Myokarditis oder dilatativen Kardiomyopathie 10 Tage nach TAK
(Oka et al., 2012). Autophagie ist ein adaptiver Mechanismus, der das Herz vor hamody-
namischem Stress schutzt (Nakai et al., 2007). DNase Il in Kardiomyozyten verdaut mi-
tochondriale DNA, um das Herz vor einer Entziindungsreaktion als Folge von hamody-
namischem Stress zu schitzen. Bei DNase-defizienten Tieren konnte nach TAK eine
linksventrikulare Dilatation und eine schwere kontraktile Dysfunktion gesehen werden
(Oka et al., 2012). Dieses kommt dadurch zustande, dass nach Zellschaden mitochon-
driale DAMPs freigesetzt werden. Diese DAMPs enthalten Formyl Peptide und mit-
ochondriale DNA, welche Uber Formyl-Peptid Rezeptor 1 und TLR9 menschliche Neu-
trophile aktivieren (Zhang et al., 2010).

Wahrend in dieser Studie 14 Tage nach TAK kein Unterschied in der Hypertrophieant-
wort zwischen Wildtyp und TLR9-defizienten Mausen gesehen werden konnte, zeigte
sich 10 Wochen nach TAK bei TLR9-defizienten Mausen schmalere Ventrikel, eine bes-
sere kardiale Funktion und weniger Lungenstauung (Oka et al., 2012). Des weiteren war
das Ausmal} der Fibrose in TLR9 defizienten Tieren abgeschwacht. Die Applikation von
Oligonukleotid 2088 (TLR9 Inhibitor) verbesserte das Uberleben von Wildtypmausen.
Somit lassen sich in der Literatur Hinweise darauf finden, dass TLR9 an der Entwicklung

einer Herzinsuffizienz beteiligt ist.



58

4.5 Ausblick: Behandlung mit TLR9-Liganden

Der direkte Einfluss von TLR9 auf die Entstehung einer kardialen Hypertrophie konnte in
dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Es gibt jedoch eine aktuelle Studie von Vel-
ten et al., in der es Hinweise dafir gab, dass nach Behandlung mit einem synthetischen
Oligonukleotid (1668-Thioat) als Ligand fur den TLR9-Rezeptor, das Fortschreiten einer
kardialen Hypertrophie abgeschwacht werden kann: Durch Immunmodulation wurde das
kardiale Remodelling einschliellich der Ausbildung von Fibrosierungen im Herzgewebe
reduziert und die kardiale Funktion aufrechterhalten (Velten et al., 2012). Vorbehandlung
mit 1668-Thioat erhoht die Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, so
dass es zu einer reduzierten Entzindung kommt.

Da CpG ODNs (TLR9 Liganden) auch in einer induzierten Sepsis die Herzfunktion ver-
besserte (Gao et al., 2013) und eine durch Isoproterenol induzierte kardiale Hypertro-
phie verbesserten (Yang et al., 2013) gibt es Hinweise darauf, dass durch Modulation
der Immunantwort eine versprechende therapeutische Mdglichkeiten fur Patienten mit
Herzinsuffizienz entstehen kdnnten, wodurch das kardiale Remodeling positiv beein-

flusst wiirde.
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5 Zusammenfassung

Toll-like Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von kardiovaskula-
ren Erkrankungen, unter anderem auch bei der Entstehung einer Herzmuskelhypertro-
phie. Es gibt mehrere Studien, die den Einfluss von TLR4 auf die Herzmuskelhypertro-
phie nachweisen. Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von TLR9 im Hinblick auf die
Entstehung einer Herzmuskelhypertrophie am Mausmodell zu evaluieren, ebenso wur-

den geschlechtsspezifische Unterschiede ermittelt.

Es wurden sowohl TLR9-defiziente Mause als auch Wildtypmause des Tierstammes
C57BL/6 einer Trans-aortalen Konstriktions-OP (TAK-OP) bzw. als Vergleich einer
Schein-Operation (Sham-OP) unterzogen. Ebenso erfolgte eine geschlechterspezifische
Gruppierung. 14 Tage nach TAK-/Sham-OP wurde eine hamodynamische Messung mit-
tels Katheter in der A. carotis und dem linken Ventrikel durchgefuhrt. Darauffolgend wur-

de die Hypertrophieantwort anhand der Organgewichte (Herz- und Lunge) bestimmt.

Alle Tiere, welche einer TAK-OP unterzogen wurden, wiesen nach 14 Tagen erhohte
periphere und zentrale Blutdruckwerte auf. Ebenso nahm die Muskelmasse des Herzens
um 44% zu. Das linksventrikulare Gewicht war bei den mannlichen Tieren im Vergleich
zu den Weibchen nach TAK absolut und normiert auf die Tibialange signifikant erhdht.
Normiert auf das Korpergewicht konnte dieser Effekt nicht gesehen werden. Es gab hin-
sichtlich der Hypertrophieantwort keinen Unterschied im Vergleich der Tierstamme
(Wildtyp versus TLR9-defiziente Tiere). Allerdings zeigte sich im Vergleich zu den Wild-
typmausen ein bei TLR9-Defizienz weniger ausgepragter Verlust der Kontraktilitat und

eine erhohte Relaxationsgeschwindigkeit. Diese Effekte waren jedoch nicht signifikant.

TLR9-Defizienz verhindert nicht auf direktem Wege das Fortschreiten einer Herzhyper-
trophie nach TAK, so wie es bei TLR4-Defizienz oder Antagonismus erfolgt. Es ist mog-
lich, dass endogene Liganden die wahrend der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
und Dysfunktion freiggesetzt werden nur an TLR4 und nicht an TLR9 binden. Es gibt je-
doch Hinweise darauf, dass TLR9 bei inflammatorisch gesteuerten Fibrosierungsreaktio-

nen bei einer Entstehung einer Herzmuskelhypertrophie mitwirkt und durch TLR9-Defizi-
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enz ein mogliches Fortschreiten Uber noch ungeklarte Mechanismen verhindert werden

kann.
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