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1. Einleitung

1.1 Herzhypertrophie

Als Herzhypertrophie bezeichnet man gemeinhin eine Zunahme der Myokardmasse —
sprich eine Vergroflerung des Herzmuskels als Reaktion auf Mehrarbeit respektive Mehr-
belastung. Diese Mehrbelastung kann physiologischer (korperliches Training) oder pa-
thologischer Natur (Klappenerkrankungen, Hypertonie, ischamische Herzerkrankung)
sein. Dementsprechend wird zwischen physiologischer und pathologischer Herzhypertro-
phie unterschieden.

Die physiologische Herzhypertrophie erhalt dabei die Herzfunktion, wahrend es bei der
pathologischen Herzhypertrophie zu Folgeerscheinungen wie Herzversagen, Arrhythmien
und Herztod kommt (Pape et al., 2018).

Bei der physiologischen Hypertrophie kommt es als Reaktion auf physiologische Stimuli
auf zellularer Ebene zu einer Zunahme sowohl von Durchmesser als auch Lange der Kar-
diomyozyten. Dies erhoht die Kontraktilitdt, da nun mehr Sarkomere parallelgeschaltet
werden. Gleichzeitig reduziert sich der Stress auf die Herzwand gemaf dem Gesetz von
Laplace und das Herz praserviert seine Effektivitat (Nakamura und Sadoshima, 2018).
Die pathologische Herzhypertrophie wird in zwei Formen unterteilt: die konzentrische und
die exzentrische Form.

Die konzentrische Herzhypertrophie entspricht der Reaktion auf eine vermehrte Druckbe-
lastung des Herzens (z. B. bei Aortenstenose oder essenzieller Hypertonie). Auf zellularer
Ebene kommt es zu einer Zunahme des Durchmessers der Kardiomyozyten, wobei
gleichzeitig der LVEDD (linksventrikularer enddiastolischer Diameter) reduziert wird.

Die exzentrische Form entspricht der Reaktion des Herzmuskels auf eine vermehrte Vo-
lumenbelastung (z. B. Mitral- oder Aortenklappeninsuffizienz). Hierbei kommt es vor-
nehmlich zu einer Langenzunahme der Kardiomyozyten mit konsekutiv reduzierter kon-
traktiler Funktion. Der LVEDD nimmt hierbei im Sinne einer Dilatation zu (Hunter und
Chien, 1999; Nakamura und Sadoshima, 2018).

Neben diesen Unterschieden auf zellularer Ebene unterscheiden sich physiologische und
pathologische Hypertrophie wesentlich in ihrer molekularen Antwort auf die jeweiligen

Stimuli. Bei der physiologischen Hypertrophie kommt es zu einer vermehrten Angio-



10

genese, verbesserter Energieeffizienz sowie auch gesteigerter Proteinsynthese, welche
zum Ziel hat, die Energieversorgung der hypertrophierten Zelle zu verbessern und
aufrecht zu erhalten. Bei der pathologischen Hypertrophie dagegen kommt es zur Ak-
tivierung alternativer Signaltransduktionswege, welche schlussendlich zu mitochondrialer
Dysfunktion, insuffizienter Angiogenese, veranderter Sarkomerstruktur und insbesondere
intramyokardialer Fibrose fuhren (Nakamura und Sadoshima, 2018).

Somit kann bei einer physiologischen Hypertrophie die Kontraktilitat erhalten bleiben,
wahrend bei der pathologischen Hypertrophie die Kontraktilitdt und damit auch die Herz-
funktion reduziert ist. Auf molekularer Ebene sind es insbesondere der atriale natriure-
tische Faktor (ANF) sowie das brain natriuretic peptide (BNP), welche bei der patholo-
gischen Herzhypertrophie Uber eine Aktivierung fetaler Gene hochreguliert bezie-
hungsweise vermehrt exprimiert werden (Chien et al., 1991; Nakamura und Sadoshima,
2018).

Auf zellularer Ebene scheint insbesondere die myokardiale Fibrose fur Folgeerscheinung-
en wie Arrhythmien und Herzversagen respektive plotzlichen Herztod mitverantwortlich
zu sein. Hierbei wurde sowohl fur die Druck- als auch die Volumenbelastung bereits eine
interstitielle Fibrose im Herzen beschrieben (Berk et al., 2007; Kong et al., 2014). Eine
zentrale Rolle bei der Entstehung der kardialen Fibrose scheint dabei der transforming
growth factor B (TGF-B) einzunehmen. Auch dieser wird Uber eine Reaktivierung fetaler
Gene im pathologisch hypertrophierten Herzen exprimiert und gilt als pro-fibrotischer
Mediator, welcher direkt Fibroblasten stimuliert und zur vermehrten Kollagensynthese
anregt (Frangogiannis, 2018; Komuro, 1993).

1.2 Angeborenes Immunsystem

Das humane Immunsystem hat die Aufgabe, den menschlichen Organismus vor Infektio-
nen durch aul3ere, pathogene Mikroorganismen oder korperfremde Einflusse im Inneren
zu schutzen. Generell wird hierbei zwischen einem unspezifischem oder angeborenem
sowie einem spezifischem beziehungsweise erworbenem Immunsystem unterschieden.

Das spezifische Immunsystem impliziert eine zellular vermittelte Immunantwort durch B-
und T-Lymphozyten. Der antigen-erkennende B- und T-Zell-Rezeptor ist hierbei nicht ge-
netisch determiniert, sondern wird durch eine somatische Gen-Neuanordnung willkurlich

bestimmt. Dieser Prozess ermdglicht Millionen Varianten von Antigen-Rezeptoren mit
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zufalliger Spezifitat und struktureller Einzigartigkeit. Erst das Zusammentreffen mit dem
fur sie spezifischen Antigen fuhrt zu Auswahl und anschlieend klonaler Expansion (Horn,
2019). Diese Rezeptoren und Antikérper kénnen, so nutzlich sie auch sind, nicht an
nachfolgende Generationen weitergegeben werden (Medzhitov und Janeway, 2000a;
Medzhitov und Janeway, 2000c). Eine kurzfristige Ausnahme bildet die Weitergabe
mautterlicher Antikdrper transplazentar, welche den sogenannten ,Nestschutz® fur etwa
drei Monate generiert.

Das angeborene Immunsystem ist das phylogenetisch deutlich altere System und allen
Multizellorganismen gemein (Medzhitov und Janeway, 2000a). Dieses System wird
aktiviert sobald ein Pathogen die auliere, mechanische Barriere, welche in der Regel aus
Epithelien sowie antibakteriellen Enzymen (z.B. Lysozym) besteht, Uberwunden hat
(Medzhitov und Janeway, 2000b).

Die Erkennung des Pathogens erfolgt hierbei Uber Rezeptoren, welche genetisch deter-
miniert sind, folglich weitervererbt werden konnen und sich per naturlicher Selektion ent-
wickelt haben. Da die Rezeptoren genetisch fixiert sind, ist ihr Variantenreichtum im
Vergleich zu den B- und T-Zellrezeptoren deutlich eingeschrankt. Die Strategie liegt viel-
mehr darin, sich auf einige wenige, hoch konservierte Strukturen, welche groRe Gruppen
von Mikroorganismen vereinen, zu fokussieren, statt jedes mogliche Antigen zu erkennen
(Janeway, 1989; Medzhitov und Janeway, 2000a). Diese Strukturen mit konserviertem
Muster sind das Ziel der angeborenen Immunabwehr und werden subsummiert unter dem
Begriff ,pathogen associated molecular patterns® (PAMPs). Diese PAMPs weisen
mehrere spezifische Eigenschaften auf: Erstens, sie werden nur von pathogenen Mikro-
organismen produziert und nicht vom Wirtsorganismus; zweitens, sie sind unverzichtbar
fir das Uberleben ihrer Mikroorganismen; drittens, sie werden gemeinsam von einer
grollen Gruppe von Mikroorganismen genutzt; viertens, ihre molekulare Struktur steht
haufig fur eine bestimmte Klasse von Mikroorganismen (Medzhitov und Janeway, 2000b;
Palm und Medzhitov, 2009). Die Erkennung dieser PAMPs auf Seiten des
Wirtsorganismus obliegt spezialisierten Rezeptoren, die als ,pattern recognition
receptors” (PRRs) klassifiziert werden. Die PRRs sind dabei involviert in die Opsonierung
von Bakterien und Viren, Phagozytose, Auslosung einer Signalkette beziehungsweise
eines Signalweges und im Folgenden Induktion und Transkription antimikrobieller Peptide

sowie proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNF, IL-18) und Chemokine (Kawai und Akira,
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2005; Lien und Ingalls, 2002; Medzhitov und Janeway, 2000b; Medzhitov und Janeway
Jr, 1998). Eine grofRe und wichtige Gruppe von Rezeptoren innerhalb der Gruppe der

PRRs sind die Toll-like Rezeptoren. Der erste humane Toll-like Rezeptor wurde von
Medzhitov et al. (1997) beschrieben. Mittlerweile sind 13 humane TLRs beschrieben.
Dabei erkennt jeder TLR spezifische Muster mikrobiologischer Komponenten (Tab. 1
(Takeda und Akira, 2015)).

Tab.1: TLRs und ihre Liganden (Takeda und Akira, 2015)

TLR Ligands Monoclonal antibody

TLR1 Triacyl lipopeptides GD2.F4 (human)

TLR2 Peptidoglycan T2.5 (mouse and human)
lipopeptides, lipoteichoic acid, TL2.1 (human), mT2.7
lipoarabinomannan, GPI anchors, phenol- (mouse), 6C2 (mouse)
soluble modulin, zymonsan, glycolipids

TLR3  dsRNA TLR3.7 (human)

TLR4 LPS, Taxol, RSV fusion protein, MMTV HA 125 (human), MTS510
envelope protein, endogenous ligands, (HSPs, (mouse, recognizes
fibornectin, hyaluronic acid) TLR4/MD-2)

TLR5 Flagellin Q23D11 (mouse)

TLR6 Diacyl lipopeptides C5C8 (human)

TLR7 ssRNA, imidazoquinolines

TLR8 ssRNA, imidazoquinolines (only in humans)

TLR9  CpG DNA eB72-1665 (human)

TLR10 Unkonwn

TLR11  Profilin, Flagellin eB72-1665 (human)

TLR12  Profilin

TLR13 Bacterial 23 S ribosomal RNA

Die Toll-like Rezeptoren werden sowohl auf lymphoidem als auch nicht-lymphoidem

Gewebe exprimiert. Sie wurden bereits auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten, nat-

urlichen Killerzellen (NK-Zellen) und dendritischen Zellen nachgewiesen (Kadowaki et al.,
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2001). Toll-like Rezeptoren finden sich aber auch auf Endothelzellen sowie
Herzmuskelzellen (Baumgarten et al., 2006a; Boyd et al., 2006; Lien und Ingalls, 2002).

1.3 Herzhypertrophie und Sepsis - Septische Kardiomyopathie

Die internationale Sepsisdefinition hat sich Uber die Jahre hinweg immer wieder gewan-
delt. Die erste Definition aus dem Jahr 1992 — genannt Sepsis-1 (Bone et al.) — wurde im
Jahr 2001 GOberpruft und um Laborparameter sowie Symptome erweitert (Levy et al.,
2003). Zuletzt wurde die Sepsisdefinition im Jahr 2014 im Rahmen einer
Konsensuskonferenz grundlegend revidiert (Seymour et al., 2016). Eine akute Sepsis ist
gemal dieser Konsensuskonferenz eine lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund
einer inadaquaten Wirtsantwort auf eine Infektion.

Gemal der Gesundheitsberichterstattung des Bundes, einer gemeinschaftlichen Einrich-
tung des Robert Koch Institutes und des Statistischen Bundesamtes lag die Zahl, der an
einer — bakteriellen — Sepsis Erkrankten im Jahr 2013 bei 96.107 (das entspricht 116
Fallen auf 100.000 Einwohner), im Jahr 2014 bei 106.385 (126 Falle auf 100.000
Einwohner) sowie im Jahr 2015 bei 114.486 (133 Falle auf 100.000 Einwohner)
(Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 18.11.2018a). Die Zahl der Sterbefalle lag in
diesen Jahren bei 8.039 (Jahr 2013) (Gesundheitsberichterstattung des Bundes,
18.11.2018b), 8.578 (Jahr 2014) (Gesundheitsberichterstattung des Bundes,
18.11.2018c) sowie 9.356 (Jahr 2015) (Gesundheitsberichterstattung des Bundes,
18.11.2018d). Wie die Zahlen eindrucklich belegen, handelt es sich hierbei offensichtlich
um ein wachsendes Problem mit zu optimierenden Behandlungsstrategien.

Eine besondere Herausforderung, der sich die Intensivmediziner dabei ausgesetzt sehen,
ist die Sepsis assoziierte/ induzierte oder septische Kardiomyopathie, die mit einer hohen
Mortalitat einhergeht.

Bereits in den 80er Jahren konnten mehrere Arbeitsgruppen eine reduzierte Ejektions-
fraktion respektive eine reduzierte myokardiale Zellkontraktion von Patienten im septi-
schen Schock in vitro und in vivo beschreiben (Calvin et al., 1981; Parker et al., 1984;
Parrillo et al., 1985). In der Folge konnte die Arbeitsgruppe um Parrillo das Vorhandensein
von TNF oder das Endotoxin gram-negativer Bakterien (Lipopolysaccharid/ LPS) als
ursachlich fur die kardiale Depression ausmachen (Natanson et al., 1989). Es zeigte sich

hierbei eine erhdhte Mortalitat (39 % gegenuber 7 %) fur Patienten mit Endotoxinamie
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(Parrillo, 1990). Die gleichen negativ inotropen Effekte konnten Kumar et al. (1996) fur IL-
1B in vitro nachwiesen. Fur Falle mit akutem beziehungsweise schwerem Herzversagen
wurden erhdhte Serumspiegel von IL-6 beschrieben (MacGowan et al., 1997; Suzuki et
al., 2005). Proinflammatorische Zytokine scheinen somit eine kritische Rolle in der
Induktion einer kardialen Dysfunktion zu haben.

In den letzten Jahren konnten verschiedene Arbeitsgruppen aufzeigen, dass an der Ex-
pression und Produktion der proinflammatorischen Zytokine im Herzen und der damit ein-
hergehenden kardialen Depression respektive Dysfunktion die PRRs TLR4, TLR2 und
TLR9 direkt beteiligt sind beziehungsweise diese induzieren (Baumgarten et al., 2006b;
Baumgarten et al., 2001; Boehm et al., 2013a; Knuefermann et al., 2004; Lohner et al.,
2013).

Nachdem Baumgarten et al. (2002) nachgewiesen hatten, dass bereits nur im druckbe-
lasteten Herzen die Expression proinflammatorischer Zytokine hochreguliert wird, konn-
ten sie in der Folge den Nachweis erbringen, dass dieser Effekt nach einem zweiten Sti-
mulus — dem sogenannten ,Second-hit“ (LPS-Gabe i.p.) — noch ausgepragter ausfiel
(Baumgarten et al., 2006a). Das vorgeschadigte Herz scheint somit Uberschiefend auf
eine LPS-Stimulation zu reagieren.

In weiteren in vitro- wie auch in vivo-Studien arbeitete diese Arbeitsgruppe heraus, dass
sowohl eine TLR-4-Defizienz (mit TLR4 Knock-out-Mausen) als auch ein direkter Antago-
nismus mit dem Zweit-Generation-LPS-Analogon Eritoran (E5564) die kardiale Funktion
erhalten, eine kardiale Hypertrophie verhindern und die intrakardiale Produktion proin-
flammatorischer Zytokine reduzieren konnen (Ehrentraut et al., 2015; Ehrentraut et al.,
2011). Auch die Antagonisierung des Cytidin-Phosphorsaure-Guanosin-Motives (CpG)
am TLR9 zeigte einen kardioprotektiven Effekt (Boehm et al., 2013b).

1.4 TLR9-Aktivierung und Signaltransduktion

Alle Toll-like Rezeptoren sind transmembrandse Rezeptorproteine und weisen einen
ahnlichen, strukturellen Aufbau auf (Abb. 1 (Akira und Takeda, 2004)). Der intrazellulare
Anteil — die sogenannte TIR Domane (Toll/- IL-1R) — ist sowohl Toll-like Rezeptoren als
auch IL-1 Rezeptoren gemein. Sie besteht aus etwa 200 Aminosauren, welche in drei
hoch konservierten ,Boxen“ organisiert sind, die Aufgaben der intrazellularen Signal-

kaskade sowie Rezeptor-Lokalisation Ubernehmen (Akira und Takeda, 2004; Bowie und
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O'Neill, 2000; Slack et al., 2000). Anstelle der ,lg-like-domain® des IL-1R, welche eine
Proteindomane mit der Moglichkeit zur Protein-Protein- oder Protein-Ligand-Interaktion
darstellt, besteht der extrazellulare Teil der TLRs aus sogenannten ,leucin-rich-repeats”
(LRR), wobei 19 bis 25 Tandem-Kopien dieses LRR Motivs vorliegen. Jede Kopie besteht
hierbei aus 24 bis 29 Aminosauren (Akira et al., 2006; Akira und Takeda, 2004).

IL-1R

LRRs

lg-like
domain

TIR domain

Abb. 1:  Schematischer Aufbau des transmembrandsen IL-1R und TLR: intrazellulare
TIR-Domane und die extrazellulare Ig-like-Doméane des IL-1R sowie die extrazellularen
LRR der TLRs (Akira und Takeda, 2004)
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Anders als TLR1, TLR2 und TLR4, die auf der Zelloberflache exprimiert werden, liegt
TLR9 intrazellular — genauer: gebunden an das endoplasmatische Retikulum — vor und
wird im Rahmen einer Zellaktivierung durch CpG-Deoxyribonucleic Acid (DNA/
Desoxyribonukleinsdure/ DNS) aus dem ER rekrutiert und Teil endosomaler respektive
lysosomaler Kompartimente, wo er schliellich durch CpG-DNA stimuliert wird (Ahmad-
Nejad et al., 2002; Latz et al., 2004b; Latz et al.,, 2004a). Man vermutet in der
intrazellularen Verortung des TLR9 einen grundsatzlichen und wichtigen Faktor bei
Vermeidung von Erkennung und Reaktion auf korpereigene DNA (Akira et al., 2006).
Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist CpG-DNA der Ligand von TLR9. Bereits in den 90er Jahren
konnten mehrere Arbeitsgruppen aufzeigen, dass bakterielle DNA mit einem CpG-Motiv
— beziehungsweise sogenannte CpG-ODNs (CpG-Oligodesoxynukleotide) im Sinne
kunstlich synthetisierter Einzelstrang DNA-Oligodesoxynukleotide — potente immunstimu-
latorische Eigenschaften aufweisen und unter anderen B-Zellen aber auch NK-Zellen ak-
tivieren sowie die Interferon- und Zytokin-Produktion induzieren (Decker et al., 2000;
Krieg, 1996; Krieg et al., 1995; Yamamoto et al., 1992). Zwei Faktoren scheinen flr den
immunstimulatorischen Effekt von entscheidender Bedeutung zu sein. Zum einen existiert
das CpG-Motiv in bakterieller DNA deutlich haufiger als in Vertebraten und zum anderen
liegt bakterielle DNA — genauer das Cytosin — in der Regel unmethyliert vor, wahrend das
Cytosin von Vertebraten zu einem grof3en Anteil methyliert ist (Bird, 1986; Burge et al.,
1992; Lipford, 1998). Letztlich konnten Hemmi et al. (2000) unter Zuhilfenahme von TLR9-
Knock-out-Mausen nachweisen, dass TLR9 der Rezeptor ist, welcher CpG-DNA erkennt
und durch diese aktiviert wird.

Abb. 2 (Akira und Takeda, 2004) visualisiert den Signaltransduktionsweg des TLR

schematisch.
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MNF-xB

Muclear membrane

Abb. 2: TLR Signaltransduktionsweg: Uber eine MyD88-abhangige Signalkaskade
wird unter Rekrutierung von IRAK-1 und -4 letztlich TAK1 aktiviert, der seinerseits MAP-
Kinasen und den NF-kB aktiviert (Akira und Takeda, 2004)
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Hierbei handelt es sich um eine MyD88-abhangige Signalkaskade. Nach Liganden-
bindung unterlauft der TLR9 eine Konformationsanderung und assoziiert sich uber die
TIR-Domane mit den Myeloid-Differenzierungsfaktor-88 (MyD88). Dieser besitzt in c-ter-
minaler Position eine korrespondierende TIR-Domane sowie eine Todes-Domane (DD) in
n-terminaler Position (Medzhitov et al., 1998; Schnare et al., 2000). Uber die DD rekrutiert
der MyD88 die IL-1R-assoziierte-Kinase 4 und 1 (IRAK-4, IRAK-1), welche ebenfalls eine
korrespondierende DD besitzen. Uber Phosphorylierung werden die Kinasen aktiviert
(Picard et al., 2003; Suzuki et al., 2002). Nach Aktivierung assoziiert sich IRAK-1 mit dem
TNF-assoziierten Faktor 6 (TRAF 6), welcher als E3 Ubiquitin Ligase fungiert und mittels
dem E2 Ubiquitinierungskomplex aus UBC13 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 13) und
UEV1A (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) die TGF-B-aktivierte Kinase 1 (TAK1)
per Ubiquitinierung aktiviert (Cao et al., 1996; Li et al., 2002). TAK1 kann nun die Trans-
kriptionsfaktoren NF-kB (nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells) und
Aktivator Protein 1 (AP1) aktivieren. Im Falle des AP1 erfolgt dies Uber die Aktivierung
von MAP-Kinasen (MAPK/ mitogen-activated protein kinase) (Akira et al., 2006; Wang et
al.,, 2001). In die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sind zwei weitere
Adapterproteine involviert: TAK-binding protein 1 und 2 (TAB1/ 2) (Shibuya et al., 1996;
Takaesu et al., 2001; Takaesu et al., 2000). Der Aktivierungsprozess wird vermittelt durch
den IkB Kinase Komplex (inhibitor of kB kinase complex/ IKK), welcher aus zwei
katalytischen Einheiten — IKK-a/ IKK1 und IKK-B/ IKK2 (Inhibitor of nuclear factor kB
kinase subunit a und 3) — sowie einer regulatorischen Einheit IKK-y/ NEMO (Inhibitor of
nuclear factor kB kinase subunit y/ NF-kB essential modulator) besteht (Karin und Ben-
Neriah, 2000). Nach Aktivierung durch TAK1 phosphoryliert der IKK IkB, welcher
daraufhin degradiert und den NF-kB frei gibt, woraufhin dieser in den Nukleus trans-
lozieren kann. Der NF-kB besteht aus den Transkriptionsfaktoren p5S0 und p65. Beide
Transkriptionsfaktoren induzieren intranuklear nun ihrerseits die Transkription proinflam-
matorischer Zytokine wie TNF, IL-6 und II-1 (Akira und Takeda, 2004; Deng et al., 2000;
Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Takeda et al., 2003; Wang et al., 2001).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Die oben erwahnten Fakten und bestehenden Forschungsergebnisse zeigen deutlich die
Wichtigkeit weiterer Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Sepsis induzierten Kardio-
myopathie und der molekularen Mechanismen, die dieser zugrunde liegen. Fur den TLR2-
und den TLR4-Rezeptor wurden diese bereits nachgewiesen und beschrieben. Leider
ergab sich aus diesem Wissen noch kein grundlegender Fortschritt in der klinischen
Sepsis-Therapie. Eine grol angelegte Phase IlI-Studie mit Eritoran konnte im Endpunkt
Gesamtmortalitat nach 28 Tagen keine Vorteile gegenuber Placebos aufweisen (Opal et
al., 2013). Genauer betrachtet ist es nicht verwunderlich, dass die Blockade eines
einzigen PRR, der zudem noch weitere PAMPs auler LPS erkennt (siehe Tab. 1), die
Gesamtmortalitat eines so komplexen multifaktoriellen Geschehens wie einer Sepsis nicht
signifikant reduzieren konnte (Martin et al., 2017). Umso bedeutender sind weitere Un-
tersuchungen, um den Kenntnisstand Uber die zahlreichen TLRs zu erweitern und ihren
Einfluss auf die kardiale Funktion in der Sepsis zu ergrunden. Da auch die Stimulation
des TLR9 mit CpG-DNA zu einem septischen Krankheitsbild flhrt, soll in dieser Arbeit —
analog zum Second-hit Modell des TLR4-Rezeptors — der TLR9 in einem entsprechenden
Second-hit-Setting untersucht werden (Baumgarten et al., 2006a; Hemmi et al., 2000;
Sparwasser et al., 1997a; Sparwasser et al., 1997b). Auf folgende Hypothesen soll hierbei
besonderes Augenmerk gerichtet werden:
1. Drei Tage nach transverser aortaler Konstriktion (TAK) wird ein Ausmal® an
kardialer Hypertrophie erzielt, wie es schon vorher beschrieben wurde.
2. Die Gabe von CpG fuhrt im hypertrophierten Herzen zu einer zusatzlichen
Funktionseinschrankung.
3. Im hypertrophierten Herz wird durch die Gabe von CpG eine erhéhte Expression
von sowohl PRRs als auch proinflammatorischen Markern erzielt.
Hierzu werden zum einen die hamodynamischen Effekte einer Stimulation mit CpG-ODN
auf die kardiale Funktion analysiert und zum anderen die Expression bekannter TLRs und
proinflammatorischer Zytokine gemessen. Diese Daten werden abschlielend zueinander
in Bezug gesetzt, um Rlckschllsse auf ihren Einfluss hinsichtlich der kardialen Funktion

ziehen zu konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und deren Haltungsbedingungen

Bei den Studientieren handelte es sich um ausschlieRlich weibliche Mause der Zuchtlinie
C57BL/6. Die Tiere stammten von der Charles River Deutschland GmbH (Sulzfeld) sowie
aus der institutseigenen Zucht (ehemalige Herkunft ebenfalls Charles River Deutschland).
Die Aufzucht und Haltung erfolgte nach artgerechten, tierschutzrechtlichen und hygie-
nischen Gesichtspunkten in transparenten 365 x 207 x 140 mm grof3en (Lange x Breite x
Hohe), belufteten Polycarbonatkafigen. Unter gleichbleibenden klimatischen Bedingun-
gen (Raumtemperatur von 20-22°C, relative Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12-
Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus) wurden 3-5 Tiere pro Einheit gehalten. Als Einstreu fand
Altromin-Tiereinstreu-Granulat Verwendung (Altromin, Lage, Deutschland). Futter
(Altromin Standarddiat Maus und Ratte) und Wasser stand den Tieren ad libitum zur
Verfugung. Eine Genehmigung der Studien an den Tieren durch die Bezirksregierung
Kdln lag vor (Aktenzeichen 50.203.2-AC43 38/06).

2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsprotokoll

Fur die in vivo-Versuche wurden weibliche Tiere der Linie C57BL/6 im Alter von 12-15
Wochen verwendet.

Alle Tiere wurden vor Versuchsbeginn zunachst adspektorisch auf ihren Gesundheits-
zustand untersucht. Alle Tiere wurden im Anschluss thorakotomiert. Zur Erzeugung einer
erhohten Druckbelastung im Herzen wurde bei einem Teil der Tiere eine transversale
aortale Konstriktion (TAK) durchgeflihrt, wahrend ein anderer Teil lediglich einer Schein-
operation (SOP) unterzogen wurde. Drei Tage post operationem wurden die Tiere per
intraperitonealer Injektion stimuliert. Sie erhielten hierzu i.p. ein priming mit 200 yl D-Gal
(D-Galaktosaminsaure, entspricht 1 mg/kg Korpergewicht), welches den Mausorganis-
mus durch Induktion einer Hepatitis fur die Wirkung der CpG-ODNs sensibilisiert (Decker
und Keppler, 1974; Hemmi et al., 2000; Sparwasser et al., 1997b; Yi et al., 2006). Nach
30 Minuten erhielten die Tiere anschliefend 50 ul CpG-ODN (entspricht 200 nmol/kg
Korpergewicht beziehungsweise 5 nmol absolute Dosis, siehe Abb. 3). Alternativ erhielten

die Tiere 250 ul PBS (Phosphat buffered saline) als Placebolésung. Um einen eventuellen
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Einfluss von D-Gal auf den Versuchsaufbau zu untersuchen, wurde ein Teil der Tiere

zunachst normal mit 200 yl D-Gal vorbereitet und erhielt im Anschluss 100 pl PBS i. p.

Hamodynamikmessung
Tag 1: | TAK/ Tag 3: und Organentnahme 6
SOP Stunden nach CpG —>

oder Placebo und 72
Stunden nach TAK/
SOP

Injektion Injektion CpG

D-Gal- oder Placebo

Priming 30 min nach

Priming

Abb. 3: Versuchsaufbau: An Tag 3 nach OP erfolgte zunachst das D-Gal-Priminig
und 30 Minuten spater die CpG-/ Placebo (PBS) -Gabe. Nach weiteren 6 Stunden
erfolgte zunachst die Hdmodynamikmessung und anschlieRend die Organentnahme.
Der Ablauf an Tag 3 wurde so organisiert, dass die Himodynamikmessung und
Organentnahme 72 Stunden nach TAK/ SOP erfolgte

Gemal dem Versuchsplan ergab sich folgende Gruppeneinteilung:
Gruppe 1: SOP + PBS-Stimulation (Placebo)

Gruppe 2: TAK + PBS-Stimulation (Placebo)

Gruppe 3: SOP + D-Gal-Priming + PBS-Stimulation (Kontrolle)
Gruppe 4: TAK + D-Gal-Priming + PBS-Stimulation (Kontrolle)
Gruppe 5: SOP + D-Gal-Priming + CpG-Stimulation

Gruppe 6: TAK + D-Gal-Priming + CpG-Stimulation



22

2.3 Invivo-Versuche
2.3.1 Anasthesie und Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer Plexiglas-Inhalationsbox mittels 2 Vol.-% Isofluran
(Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) und einem O2-Frischgasfluss von 2 Liter pro
Minute. Nach Erreichen einer tiefen Narkose wurde das Tier in Ruckenlage auf einem
temperierten (37° C) Operationstisch fixiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose bis zur
Intubation wurde Uber einen Nasenkonus gewahrleistet. Zur OP-Vorbereitung wurde die
Maus im OP-Gebiet (Kinnregion bis Ende Sternum) rasiert und mit Polyvidon-Jod-Losung
(Betaisodona, Mundipharma GmbH, Limburg, Deutschland) desinfiziert. Unter stereo-
mikroskopischer Sicht (Zeiss OP-Mikroskop, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit 9-
facher VergrofRerung erfolgte der Hautschnitt vom Unterrand der Mandibula bis auf Hohe
des 3. bis 4. Interkostalraumes. Die darunterliegenden, bilateral angelegten Spei-
cheldrisen und die vordere Trachealmuskulatur wurden stumpf abprapariert und ge-
spreizt. In die nun gut einsehbare Trachea wurde unter Sichtkontrolle die Endotracheal-
kanlle des Beatmungsgerates (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland) eingefuhrt (Abb. 4, (Bittig, 2005)). Die Ventilation erfolgte anschlieliend mit
einer Atemfrequenz von 110 Atemzugen pro Minute und einem Atemzugvolumen von 200
ul. Die Narkose wurde durch 2 VVol.-% Isofluran® bei einem O2-Fluss von 1 Liter pro Minute

aufrechterhalten.
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kaudal

Stumpfe Pinzette

Glandulae
mandibulares

Trachea mit
Endotrachealkantle

kranial

Abb. 4: Intubationsmethode, Halsbereich der Maus, Ventralansicht nach Hautschnitt
und Praparation der Trachea (mit eingeflhrter Trachealkanule) (enthommen
aus Bittig (2005))

2.3.2 Transverse aortale Konstriktion und Scheinoperation

Die transverse aortale Konstriktion dient der Induzierung einer konzentrischen Hyper-
trophie durch Druckbelastung der linken Herzhalfte. Ausgel6st durch eine Widerstandser-
héhung im linkventrikularen Ausflusstrakt. Als Grundlage diente die von Rockman et al.
(1991) erstbeschriebene TAK-Operation mit kleinen Modifikationen (deAlmeida et al.,
2010). Eine Scheinoperation wurde zu Kontrollzwecken durchgefiihrt. Beide Eingriffe
erfolgten unter Zuhilfenahme eines Zeiss OP-Mikroskops unter 10 bis 16-facher Ver-
groferung.

Wie eingangs bereits beschrieben, wurde das Tier zunachst narkotisiert, auf dem
Operationstisch fixiert und intubiert (Kapitel 2.3.1). Nun wurde mittels einer Schere der
Thorax parasternal bis auf Héhe der 2. Rippe eréffnet. In die Wundhohle wurden zwei
Retraktoren eingesetzt, der Thorax damit aufgespreizt und die darunterliegenden
Thymuslappen dargestellt. Diese wurden stumpf prapariert und unter den Retraktoren
fixiert. Hierunter liel3 sich der Arcus aortae mit seinen abgehenden Gefalden, Truncus

brachiocephalicus, Arteria carotis communis sinistra und Arteria subclavia sinistra darstel-
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len (Abb. 5, Bild A, (Bittig, 2005)). Die genannten Strukturen wurden vorsichtig stumpf
vom umgebenden Gewebe frei prapariert. Im Anschluss wurde ein Seidenfaden der
Starke USP 5-0 unter dem Arcus hergefuhrt und zwei lockere gegenlaufige, chirurgische
Knoten angelegt. Direkt auf die Aorta unter dem ersten Knoten kam eine vorbereitete 4
mm lange 27-G Nadel (entspricht einem Auldendurchmesser von 0,4 mm) zu liegen (Abb.
5, Bild B, (Bittig, 2005)). Jetzt wurden beide Knoten nacheinander fest zugezogen und die
Kanulennadel rasch entfernt (Abb. 6, Bild A, (Bittig, 2005)). Durch diese Operation
erreichte man eine Verringerung des Aortenbogendurchmessers von normalerweise ca.

1,2 mm auf 0,4 mm und somit eine Verengung um 65-70 % (Rockman et al., 1991).

Abb. 5: Die transversale aortale Konstriktion; Bild A Ubersichtsaufnahme: Maus mit
Endotrachealkanule und eroffnetem Thorax; Bild B Detailaufnahme weil3er
Kasten: praparierter Aortenbogen mit vorbereiteten Ligaturfaden und
aufliegender Kanule (entnommen aus Bittig (2005))



25

A A. carotis
communis
kranial sinistra

Truncus
brachiocephalicus

Aortenbogen mit

liegender
Ligatur (TAK)
kaudal
B A. carotis com. dexter A. carotis com. sinistra
A. subclavia ]
dextra A. subclavia
sinistra

Truncus <

»

brachiocephalicus

Aorta thoracalis
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Aorta

thoracalis
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Abb. 6: Operationstbersicht und anatomische Strukturen; Bild A: Praparierter
Aortenbogen mit den Abgangen der A. carotis communis sinistra und dem
Truncus brachiocephalicus nach erfolgter aortaler Konstriktion (enthommen aus
Bittig (2005)); Bild B: Schematische Ubersicht der TAK nach Rockman et al.
(1991)
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Nach der erfolgten TAK wurden die Ligaturfaden gekurzt und die Retraktoren entfernt. Die
bilateralen Thymuslappen wurden reponiert und der knécherne Thorax Uber Einzelknopf-
nahte mit einem nicht resorbierbaren, monofilen Polypropylenfaden der Starke USP 6-0
(Prolene, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Der Hautverschluss erfolgte
uber eine fortlaufende Naht mit einem nicht resorbierbaren, monofilen Polypropylenfaden
der Starke USP 8-0. Nach Eintritt einer ausreichenden Spontanatmung wurden die Mause
extubiert und im Anschluss bis zur vollstandigen Elimination der volatilen Narkotika unter
einer Warmelampe und 2 I/min O2-Zufuhr GUberwacht.

Bei den Tieren, die einer Scheinoperation unterzogen wurden, erfolgte der Eingriff in
analoger Weise. Jedoch wurde der Aortenbogen lediglich prapariert, ein Seidenfaden der
Starke USP 5-0 einmal unter dem Bogen durchgefuhrt und wieder vollstandig entfernt.
Danach erfolgten Thorax- und Hautverschluss ebenfalls gemafl} dem oben beschriebenen
Prozedere.

Alle Tiere erhielten zur postoperativen Analgesie 0,075 mg Buprenorphin i.p. (Temgesic®,
gel6st in 0,1 ml 0,9%iger NaCl-Lésung, Indivior, North Chesterfield, USA).

2.3.3 Hamodynamik — Herzkatheterisierung

72 Stunden nach durchgefuhrter TAK und 6 Stunden nach der entsprechenden Stimula-
tion erfolgte eine invasive Blutdruckmessung sowie eine Einschatzung der linksventriku-
laren Funktion mittels eines 1,4 Fr. Millar-Katheters (Millar Instruments Inc., Houston,
USA). Es handelt sich um eine Methode, die bei geschlossenem Thorax erfolgt und
bereits eingehend beschrieben wurde (Doevendans et al., 1998; Lorenz und Robbins,
1997).

Zunachst wurden die Tiere, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, in Narkose versetzt und auf
dem OP-Tisch in beschriebener Weise fixiert. Die Korpertemperatur des Tieres wurde
sowohl Uber den beheizten OP-Tisch (37° Celsius) als auch uber eine IR-Lampe auf 36°
Celsius konstant gehalten. Zusatzlich wurde ein Extremitaten-EKG angelegt und uber die
Messung hinweg abgeleitet.

Nach Vorbereiten des OP-Gebietes (Enthaarung, Desinfektion) erfolgte ein medianer
Hautschnitt von submental bis auf Hohe der oberen Thoraxapertur. Die weiteren Schritte
erfolgten wieder unter zu Hilfenahme des Zeiss OP-Mikroskops unter 6 bis 10-facher Ver-
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groBRerung. Alle Manipulationen sowohl am Tier als auch am Katheter wurden mit 2 Vol.-
% Isofluran und 2 I/min Sauerstoff-Fluss durchgefuhrt, wahrend die hamodynamischen
Messungen unter 1 Vol.-% Isofluran und 1 I/min Sauerstoff-Fluss erfolgten, um den Ein-
fluss der Narkotika auf die kardiale Funktion mdglichst gering zu halten.

Die rechte Arteria carotis communis wurde aufgesucht und frei prapariert. Anschlie3end
wurden drei vorbereitete Seidenfaden der Starke USP 5-0 unter der Arterie durchgefuhrt.
Mit dem ersten wurde die Arterie nach cranial ligiert und gespannt (Abb. 7, (Bittig, 2005)).
Der mittlere Faden wurde zu einem lockeren Knoten gelegt und im kaudalen Drittel der
Arterie platziert. Der dritte Faden wurde mittels eines Nadelhalters gefasst und so
gespannt, dass die Blutzufuhr unterbrochen war (Abb. 7, (Bittig, 2005)). Nun wurde mit
einer feinen Augenschere im kranialen Abschnitt der Arterie eine Inzision gesetzt, durch
die der Katheter eingefiihrt werden konnte (Abb. 8, (Bittig, 2005)). Uber den liegenden
mittleren Knoten wurde der Katheter anschlielend im Gefal} fixiert. Jetzt wurde der
kaudale Faden gelockert und der Blutfluss im Gefald wiederhergestellt (Abb. 9, (Bittig,
2005)). Der Katheter wurde nun vorsichtig bis vor die Aortenklappe vorgeschoben. Die
richtige Lage zeigte sich durch ein Zittern des Katheters bei Kontakt zur Aortenklappe an.
Der Katheter wurde nun 2-3 mm zurtickgezogen, so dass alle Messungen an der gleichen

Stelle stattfanden.
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A. carotis
communis dextra

Ligatur- und
Haltefaden

Abb. 7:  Arteria carotis communis dextra mit vorbereiteten Haltefaden (entnommen
aus Bittig (2005))

A. carotis
communis dextra

Millar- Katheter
mit Drucksensor

Abb. 8: A. carotis communis dextra nach Inzision sowie Millar-Katheter vor dem
Einfihren in das Gefal (entnommen aus Bittig (2005))
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A. carotis
communis dextra

Millar- Katheter
intravasal

Abb. 9:  Millar-Katheter intraluminal bei gelockertem, unterem Haltefaden (enthommen
aus Bittig (2005))

Die Messungen erfolgten unter Zuhilfenahme eines Power Lab Data Acquisition Systems
(ADInstruments, Castle Hill, Australien), an welches der Millar-Katheter angeschlossen
wurde. Die simultane Auswertung der Daten wurde durch die Software Chart 5
(ADInstruments, Castle Hill, Australien), die Uber einen Computer mit dem System
verbunden war, gewahrleistet.

Zunachst wurde der periphere Blutdruck tUber 10 Minuten gemessen (SAP: systolic
arterial pressure/systolischer arterieller Blutdruck; DAP: diastolic arterial pressure/
diastolischer arterieller Blutdruck). Im Anschluss wurde der Katheter mit Drucksensor in
den linken Ventrikel vorgeschoben. Bei Eintritt in den linken Ventrikel zeigte sich ein
prompter Abfall des DAP und somit eine gute Lagepositionskontrolle. Wiederum wurde
der Blutdruck Uber 10 Minuten gemessen. Die erfassten Parameter intraventrikular waren
der LVSP (left ventricular systolic pressure/linksventrikularer systolischer Blutdruck) sowie
der LVDP (left ventricular diastolic pressure/linksventrikularer diastolischer Blutdruck).
Ferner lieRen sich anhand der Blutdruckkurve noch der +dP/dtmax (maximale

Druckanstiegs-/ Kontraktionsgeschwindigkeit) und der -dP/dtmin (maximale Druckabfalls-/



30

Relaxationsgeschwindkeit) als Gradmesser fur linksventrikulare Funktion und

Compliance bestimmen.

2.3.4 Organentnahme

Nach Entfernen des Katheters wurde der mittlere Knoten zugezogen, um den Blutverlust
des Tieres gering zu halten. Danach wurde das Tier uber mehrere Minuten mit 3 Vol.-%
Isofluran und 2 I/min Sauerstofffluss tief narkotisiert und anschlieBend durch zervikale
Dislokation getotet. Folgende Organe wurden nach dem Tod des Tieres zur Analyse

entnommen: Herz, Lunge, Tibia.

2.4 Invitro-Versuche
2.4.1 Organgewichte und Biometrie

Das Herz wurde zunachst in PBS-L6sung gewaschen und vorsichtig von noch anhangen-
dem Gewebe freiprapariert. Dann wurden die Vorhofe vom Ventrikel und auch der rechte
vom linken Ventrikel getrennt. Nach umsichtigem Trocknen auf saugfahigem Zellstoff
wurde das Gewicht beider Ventrikel sowie des linken Ventrikels allein auf einer Feinwaage
(Fa. Ohaus, Pinebrook, USA) bestimmt. Ebenso wurde das Lungengewicht auf der
Feinwaage bestimmt. Die Organe wurden im Anschluss in flissigem Stickstoff bei -190°
C schockgefroren und dann bei -80° C im Gefrierschrank gelagert.

Die Tibia wurde bei allen Tieren freiprapariert und mittels einer Schiebelehre (Fa. Mauser,

St. Denis, Frankreich) vermessen.

2.4.2 Molekularbiologie
2.4.2.1 RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den gewonnenen Proben erfolgte Uber die Guanidini-
umthiocyanat-Methode gemal (Chomczynski und Sacchi, 2006). Dabei wurden die
Proben in einem Dispergiergerat (T 10 basic Ultra-Turrax, IKA GmbH & Co. KG, Staufen
im Breisgau, Deutschland) in TRIzol Reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) homo-
genisiert. Vor Beginn wurde der Homogenisator einmal in 4 M GIT (Guanidiumthiocyanat)

und zweimal in vorgekuhltem DEPC-Wasser (0,1 % Diethylpyrocarbonat in 1 | aqua dest.)
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gereinigt. Auf 100 mg Gewebeprobe kamen hierbei 1 ml TRIzol Reagent. Nach erfolgter
Homogenisierung wurde das Homogenisat fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden
je 200 pl Chloroform pro 1 ml TRIzol Reagent hinzupipettiert. Nach vorsichtiger Durch-
mischung auf einem Vortex Genie (Thermo Scientific, Bonn, Deutschland) wurde die
Probe fur weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert.

Im Anschluss wurden die Probenansatze in einer auf -9° C abgekuhlten Eppendorf Zen-
trifuge (Zentrifuge 10 G 4000/min Typ 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) far 30
Minuten bei 10 G zentrifugiert. Dadurch kam es zu einer Auftrennung des Probenansatzes
in drei verschiedene Phasen. In der obersten, klaren Phase befand sich die gewunschte
Gesamt-RNA. In der darunterliegenden, triben Phase befanden sich die denaturierten
Proteine. Die unterste Phase bestand aus TRIzol Reagent. Die oberste Schicht mit der
geldsten samtlichen RNA wurde heraus pipettiert und in ein weiteres Reaktionsgefal}
uberfuhrt. Um die Prazipitation der RNA zu induzieren, wurde die gewonnene Probe mit
500 pl Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) pro 1 ml angesetztem TRIzol
Reagent vermischt und wieder flr 10 Minuten auf Eis inkubiert.

Nach Kuhlung erfolgte die erneute Zentrifugierung des hergestellten Ansatzes Uber 20
Minuten bei 10 G. Der Uberstand des Zentrifugats wurde verworfen und das Sediment mit
75%igem Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Nach einer erneuten 10-
minitigen Zentrifugation bei 10 G lieR sich nach wiederholtem Verwerfen des Uberstands
ein Sediment gewinnen, welches die Gesamt-RNA enthielt. Dieses wurde getrocknet und
anschlielend in 50 oder 100 yl DEPC-Wasser resuspendiert. Bis zur Verwendung fur
weitere Versuche wurde die so isolierte RNA bei -80°C gelagert.

2.4.2.2 Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA

Die RNA-Konzentrationsbestimmung der isolierten Proben erfolgte photometrisch mittels
eines Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). 2 ul der isolierten
Probe versetzt mit 98 yl DEPC-Wasser wurden bei einer Wellenlange von 260 nm ge-
messen. Je nach Grad der Absorption konnte die Konzentration der mRNA mit folgender

Formel bestimmt werden:

Messwert A260 X 40 x Verdunnungsfaktor = RNA-Konzentration [ug/ml]
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2.4.2.3 Synthese der cDNA (komplementaren DNA) /Reverse Transkription

Die zur Durchfuhrung der Real-Time PCR benotigte cDNA, wurde Uber ein Omniscript
Real-time-PCR-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland, Tab. 2) gewonnen. Pro Ansatz wurde 1

Mg RNA verwendet, wobei der komplette Ansatz folgende Komponenten enthielt:

Tab.2: Komponenten fur die Synthese von komplementarer DNA (cDNA) gemal}
dem Qiagen Omnisscript Kit

10x Puffer RT 2yl
dNTP Mix 2l
Oligo dT 2 ul
Omniscript Reverse Transkriptase 1 ul
RNase freies Wasser Variabel
Template RNA Variabel
Gesamtvolumen 20 pl

Die angesetzten Proben wurden in einem Thermocycler (Whatman Biometra T-Gradient
96, Biometra, Gottingen, Deutschland) 60 Minuten bei 37° Celsius inkubiert.

2.4.2.4 Real-time detection PCR (RTD-PCR)

Alle RTD-PCRs wurden mit dem TagMan7400 (Applied-Biosystems, Foster City, USA)
durchgefuhrt. Mittels fluoreszenzmarkierter (6-FAM-phosphoramidit) TagMan-Primer-

Sonden (Tab. 3) konnte die Genexpression jeder einzelnen Probe bestimmt werden.
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Tab. 3:  Primer-Sonden zur Durchfiihrung der RTD-PCR (TagMan® Gene Expression
Assay, Applied Biosystems)

Primer-Sonde Produkt-Nummer
mANF Mm01255748_g1
mBNP Mm01255770_g1
mGADPH Mm99999915_g1
miL-13 Mm99999061_mH
mIL-6 Mm01210732_g1
mTLR1 MmO00446095 m1
mIL6Ra MmO01211445 m1
mTLR2 Mm01213946_g1
mTLR4 MmO00445273_m1
mTLR6 Mm02529782_s1
mTLR9 Mm00446193_m1
mTNF MmO00443258_m1

Pro Ansatz — das heil3t je Well — wurde eine Probe von 2,2 pl cDNA (2,5 ng/ul) sowie 5 i
TagMan Universal PCR Mastermix, 0,5 yl TagManGene Expression Assay und 2,3 ul
DNase beziehungsweise RNase freies Wasser verwendet.

In einer ,Two-step real-time-PCR* erfolgte schliel3lich die absolute Quantifizierung. Bei
der ,Two-step-real-time-PCR" folgen auf eine 10-minltige Denaturierung bei 95° C, 40
Zyklen a 15 Sekunden bei 95° C und ein abschlieRender Zyklus von 1 min bei 60° C. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm SDS 2.2 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
welches die cycle-threshold-Werte (ct-Werte/ Zyklus-Schwelle) ermittelte. Bei der
Abschatzung der spezifischen DNA-Menge fungierte das Maus-spezifische, konstitutiv
exprimierte Gen (,house-keeping-gene“) Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
(,mouse GAPDH") als endogene Kontrolle. Mittels des Algorithmus der relativen
Quantifizierung (siehe Formel) wurden die erhaltenen ct-Werte auf das ,house-keeping-
gene“ standardisiert und im selben Schritt die Differenz zur C57BL/6 SOP PBS-
Kontrollgruppe gebildet (AACt-Methode). Die Ausgabe erfolgte als relative Quantitat
(relative quantity/ RQ) der Zielgene.
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2CT Zielgen Kontrolle -cT Zielgen Sample

Ratio =

2¢T GAPDH Kontrolle -cT GAPDH sample

2.5 Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, USA) ausgewertet und graphisch dargestellt. Durch eine einfak-
torielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) und den nachfolgendem Newman-Keuls post-
hoc-Test wurden die Signifikanzen bezlglich der Gruppenunterschiede der einzelnen
Parameter ermittelt. Bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galten die Differen-
zen als signifikant. Die erhobenen und errechneten Daten wurden graphisch in einem
Balkendiagramm als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellit.

Zusatzlich werden im Text die Zahler- (DFn) und Nennerfreiheitsgrade (DFd) angegeben.

2.6 Gerate und Materialien
2.6.1 Tierhaltung

Tab. 4: Gerate und Materialien, Tierhaltung

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

Standarddiatfutter Maus und Ratte Altromin GmbH und Co. KG, Lage-Lippe,
Deutschland

Tiereinstreu-Granulat Altromin GmbH und Co. KG
Zuchttiere (C57/BL6, TLR9") Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld,
Deutschland

HET (Haus fur experimentelle Therapie)

Bonn, Deutschland, eigene Zucht




2.6.2 In vivo-Versuche

Tab. 5: Gerate, in vivo-Versuche
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Endotrachealkanule

Durchmesser 1,0 mm

Sachs Elektronik,

Hugstetten, Deutschland

Hugo March-

Mikro-Tip Pressure Katheter aus Nylon

mit 1,4-French-Drucksensor

Millar Instruments Inc., Houston, USA

Beatmungsgerat Minivent Typ 845

Elektronik,

Hugstetten, Deutschland

Hugo  Sachs March-

Power Lab Data Acquisition System

ADInstruments, Castle Hill, Australien

Operationsbesteck
(Scheren, Pinzetten, Klemmen, Wund-

Retraktoren, Nadelhalter)

Fine Science Tools, Inc., San Francisco,
USA

Operationsmikroskop
OpMi-191294

ZEISS, Oberkochen, Deutschland

OP-Tisch

Eigenanfertigung der Feinmechanischen

Werkstatt des Physiologischen Instituts

Warmebad (42 °C)

Rhema-Labortechnik,

Hofheim, Deutschland

Eichgerat

Eigenbau

Waage

Fa Ohaus, Pinebrook, USA

Schieblehre

Fa. Mauser, St. Denis, Frankreich




Tab. 6: Materialien, in vivo-Versuche
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Betaisodona Lésung®

Mundipharma GmbH, Limburg,

Deutschland

Isofluran: Forene®

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Deutschland

27G-Kantule

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Temgesic® Injektionslosung
0,3 mg/ml Buprenorphinhydrochlorid

Essex Pharma GmbH, Mlnchen,

Deutschland

D-GalN, D-Galaktosamin, 1 g/10 ml

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS, Pufferléosung aus 135 mM NaCl,
1,3 mM KCl, 3,2 mM Na2HPO4xH20, 0,5
mM KH2 PO4 und

Aqua bidest., pH-Wert 7,4

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Seidenfaden 5-0

Serag Wiessner, Naila, Deutschland

Nahtmaterial 6-0, 8-0 Prolene®

Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

CpG

1668 Thioat 5-TCCATGACGTTCCTG
ATGCT-3"; TibMolBiol, Berlin, Deutsch-

land




2.6.3 In vitro-Versuche
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Tab. 7: Gerate, in vitro-Versuche
Feinwaage Fa. Ohaus, Pinebrook, USA
Schieblehre Fa. Mauser, St. Denis, Frankreich

Dispergiergerat T 10 basic Ultra-Turrax

IKA GmbH & Co. KG, Deutschland

Thermocycler, Whatman Biometra T-
Gradient 96

Biometra, Géttingen, Deutschland

Zentrifuge, 10G 4000/ min, Typ 5810R

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

BioPhotometer 6131

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Vortex Genie

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

TagMan 7400

Applied-Biosystems, Foster City, USA

Tab. 8: Materialien, in vitro-Versuche

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

RNase freies Wasser

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Omniscript RT-PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

TagMan®Universal PCR Mastermix

Applied-Biosystems, Foster City, USA

TagMan®Gene Expression Assay

Applied-Biosystems, Foster City, USA

TagMan®-Sonden im TagMan® 7400

Applied-Biosystems, Foster City, USA

384 Well Platte

Applied-Biosystems, Foster City, USA

Guanidin Thiocyanat (GIT, #G6639)

Sigma-Aldrich, St Luis, USA

TRIzol (#15596-018)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Merck, Darmstadt, Deutschland




2.6.4 Software

Tab.9: Verwendete Software
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Chart for Windows 5.0 AD Instruments, Castle Hill, Australien
Prism v4.0 GraphPad Software, San Diego, USA
SDS Software 2.2

Applied Biosystems, Foster City, USA
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3. Ergebnisse

3.1 Tierzahlen und Mortalitat

Im Rahmen der in vivo-Versuche wurden insgesamt 97 Tiere untersucht. Letztlich flossen
die Daten von 71 Tieren in diese Arbeit ein. Die Gesamtmortalitat lag bei 27 % (siehe Tab.
10).

Tab. 10: Mortalitat des gesamten Untersuchungskollektivs

Anzahl Tiere 97
Todesfille 26
Mortalitat 27 %

Die Mortalitat unterschied sich innerhalb der verschiedenen Phasen des Versuchsauf-

baus und weiterhin im jeweiligen Untersuchungskollektiv (siehe Tab. 11, Tab. 12).

Tab. 11: Peri-/Postoperative Todesfalle aufgeteilt nach scheinoperierten und mittels
TAK operierten Mausen

SOP TAK
Anzahl Tiere 51 46
Todesfalle 5 4
Uberleben 90 % 91 %
Mortalitat 10 % 9 %

Tab. 11 zeigt anschaulich, dass es zwischen den Tieren, die einer Scheinoperation und
jenen, die der TAK unterzogen wurden, zunachst keinen Unterschied im Hinblick auf die
Mortalitat gab. Die Todesfalle traten vor allem in der FrGhphase des Experiments — also
wahrend des Lernprozesses der Prozedur — auf und waren mit zunehmendem handwerk-
lichem Geschick rucklaufig. Die Ursache war meist eine akzidentelle Verletzung der A.
mammaria bei der Eréffnung des Thorax mit einem konsekutiven starken Blutverlust, der
entweder sofort oder in den Tagen postoperativ zum Tod der Tiere fuhrte. Andere Ursa-
chen lagen in einem iatrogenen Pneumothorax oder einer Atemdepression, sei es durch

das inhalative Narkotikum (Isofluran®) oder durch die postoperative Temgesic®-Gabe.
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Tab. 12: Todesfalle nach erfolgter Stimulation, aufgeteilt nach Untersuchungsgruppen

SOP TAK
SOP SOP SOP TAK TAK TAK CpG
PBS D-Gal CpG5 PBS D-Gal 5 nmol
nmol

Anzahl Tiere 15 13 18 16 13 13
Todesfalle 0 0 6 1 0 1
Uberleben 100 % 100 % 67 % 94 % 100 % 92 %
Mortalitat 0 % 0 % 33 % 6 % 0% 8 %

Wie Sparwasser et al. (1997b) bereits beschrieben haben, lasst sich ab einer bestimmten
CpG-Dosis ein septischer Schock induzieren, wenn die Maus zuvor durch ein D-Gal-
Priming sensibilisiert wurden. Der Tod trat hierbei durch eine TNF-vermittelte Leberzell-
Apoptose ein (Sparwasser et al., 1997a; Sparwasser et al., 1997b). Tatsachlich lie3 sich
bei diesen Mausen dieser Schaden makroskopisch — im Rahmen der Organentnahme —
durch eine hamorrhagisch veranderte Leber feststellen.

Die Tiere wiesen rasch nach der Stimulation Zeichen des septischen Schocks auf: Redu-
zierte Aktivitat, Apathie, Tremor, verminderte Reaktion auf Stimulus sowie Piloarrektion
(Shrum et al., 2014). Einige Tiere starben innerhalb der 6 Stunden Wartezeit bis zum
Herzkatheter oder verstarben wahrend der Narkoseeinleitung — am ehesten durch Aus-
wirkungen der Isofluran®-Narkose auf die ohnehin beeintrachtigten Zirkulationsverhaltnis-
se (vgl. Tab. 12).
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Tab. 13: Todesfalle wahrend Herzkatheter. Aufgeteilt nach Untersuchungsgruppen
und unterschiedlicher CpG-Dosis

SOP TAK
SOP SOP SOP CpG 5| TAK TAK TAK CpG
PBS D-Gal nmol PBS D-Gal 5 nmol
Anzahl Tiere 15 13 12 15 13 12
Todesfille 2 1 1 4 1 0
Uberleben 87 % 92 % 92 % 73 % 92 % 100 %
Mortalitat 13 % 8 % 8 % 27 % 8 % 0%

Zu Todesfallen wahrend der hamodynamischen Messung kam es selten (siehe Tab. 13).
Die relativ hohe Mortalitat in der TAK PBS-Gruppe lasst sich mit dem Erlernen der Unter-
suchungstechnik hinreichend erklaren. Mit zunehmender Routine und Sicherheit nahm
auch in dieser Gruppe die Sterblichkeit ab.

3.2 Biometrie
3.2.1 Korpergewicht

Um bei den biometrischen Daten moglichst genaue Vergleichswerte zu besitzen, wurde
Wert daraufgelegt, Versuchstiere mit einem mdglichst gleichen Korpergewicht zu
operieren. So wurde gewabhrleistet, dass spater ermittelte Parameter (siehe Kapitel 3.2.2),
die anhand bestimmter biometrischer Grof3en (wie zum Beispiel die Lange der Tibia)
normiert wurden, eine hohe Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen aufwiesen.

Abb. 10 zeigt, dass sich die Gewichte (body weight/ BW) der Versuchstiere zum Zeitpunkt
der OP nicht signifikant unterschieden (SOP PBS: 18,08 £ 0,51 g; TAK PBS: 17,99 + 0,31
g; SOP D-Gal: 18,19+ 0,63 g; TAKD-Gal: 17,73 £ 0,55 g; SOP CpG: 17,79 £ 0,50 g; TAK
CpG: 17,01 £ 0,33 g; DFn: 5, DFd: 82).
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Abb. 10: Korpergewicht bei OP der einzelnen Versuchsgruppen, Angaben: MW + SEM
(n=12-17)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

3.2.1.1 Veranderung des Korpergewichts

Der operative Eingriff, unabhangig ob Scheinoperation oder TAK, fuhrte bei den Tieren
zu einer Gewichtsabnahme im Zeitraum bis zur Katheterintervention.

Der Gewichtsverlust der Tiere, die der TAK unterzogen worden waren, lag nicht Gber dem
Signifikanzniveau (SOP PBS: -0,57 + 0,21 g 2 3 %; TAK PBS: -1,82 £ 0,29 g 2 10 %;
SOP D-Gal: -1,25 £ 0,42 g 2 7 %; TAK D-Gal: -1,85 £ 0,44 g 2 10%; SOP CpG: -0,99 +
0,31g26 %; TAKCpG: -1,42 + 0,26 g 2 8 %; DFn: 5; DFd: 78), wie Abb. 11 verdeutlicht.
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Abb. 11: Gewichtsverlust der Versuchstiere nach OP aufgeteilt nach Scheinoperation
oder TAK, Angaben: MW + SEM (n = 12-17)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein

statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

3.2.2 Veranderung der Herzgewichte nach TAK

Nach der Durchfuhrung einer TAK zeigt sich eine Zunahme der Herzgewichte und hierbei
vor allem der linksventrikularen Masse (Rockman et al., 1991). Der wesentliche Anteil
dieser Muskelzunahme — als Reaktion auf die kinstlich induzierte Widerstandserhéhung
— findet in den ersten drei Tagen nach Eingriff statt (Rockman et al., 1991). Die Zunahme
der Herzgewichte ist somit ein direkter Gradmesser fur den Erfolg der TAK und die
hierdurch verursachte linksventrikulare Hypertrophie.

Das Herzgewicht der Tiere nach TAK war signifikant hoher (im Mittel 18%) als das der
scheinoperierten Tiere (SOP PBS: 87,48 + 2,55 mg; TAK PBS: 98,14 + 3,90 mg; SOP D-
Gal: 85,75 £ 3,12 mg; TAK D-Gal: 102,9 + 5,02 mg; SOP CpG: 82,26 + 3,17 mg; TAK
CpG: 100,2 £ 3,76 mg; DFn: 5, DFd: 78) siehe auch Abb. 12.
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Abb. 12: Herzgewichte der einzelnen Versuchsgruppen, Angaben: MW £ SEM (n = 12-
16)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

Folgerichtig zeigte auch das isolierte Gewicht des linken Ventrikels einen signifikanten
Anstieg (im Mittel 22 % Zunahme der linksventrikularen Masse) in den TAK-Gruppen
(SOP PBS: 71,26 + 2,26; TAK PBS: 84,86 + 3,75 mg; SOP D-Gal: 72,35 + 2,57 mg; TAK
D-Gal: 87,75 £ 4,32 mg; SOP CpG: 68,89 * 2,56 mg: TAK CpG: 87,36 + 3,63 mg; DFn:
5, DFd: 78). Vgl. auch Abb. 13.
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Abb. 13: Masse des linken Ventrikels der einzelnen Versuchsgruppen, Angaben: MW
+ SEM (n = 12-16)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein

statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

Um unterschiedliche Entwicklungsgrade der Maus vernachlassigen zu konnen, wurde die
linksventrikulare Masse zusatzlich auf das Korpergewicht (zum Zeitpunkt der OP) und die
Tibia-Lange der Versuchstiere normiert (LVW/BW und LVW/TL).

Beide Herzparameter zeigten signifikant hdhere Werte im Vergleich der TAK-Gruppen mit
den Kontrollgruppen (vgl. Tab. 14, Abb. 14 und Abb. 15).

Im Mittel lag die linksventrikulare Gewichtszunahme bei 34 % fur LVW/BW sowie bei 24
% fur LVWI/TL. Zwischen den TAK-Gruppen selbst gab es keine signifikanten

Unterschiede.
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Tab. 14: Herzparameter LVW/BW und LVW/TL der einzelnen Versuchsgruppen;
Angaben: MW + SEM (n = 12-16); DFn: 5, DFd: 78
Ungleiche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

LVvW/BW LVW/TL
SOP PBS 4,09 + 0,05 405+0,12
TAK PBS 5,42 + 0,28 4,77 £ 0,20
SOP D-Gal 420+0,16 413 +0,15
TAK D-Gal 5,568 + 0,29 5,07 + 0,23
SOP CpG 411 +0,07 3,87 +0,13
TAK CpG 5,62 + 0,25 5,08 +0,19
LVW/BW
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Abb. 14: Herzparameter LVW/BW der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 12-16)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.
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Abb. 15: Herzparameter LVW/TL der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW %
SEM (n = 12-16)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

3.3 Hamodynamik
3.3.1 Herzfrequenz

Sowohl durch die TAK-Operation als auch durch die CpG-Stimulation kam es nur in der
TAK D-Gal-Gruppe zu einem signifikanten Anstieg der Herzfrequenz (584,5 £ 13,15 1/min
2 23 % Anstieg gegenuber SOP D-Gal). Der Anstieg der SOP CpG-Gruppe gegenuber
der SOP PBS-Gruppe entsprach dem, der sonst bei den TAK operierten Tieren zu
verzeichnen war (siehe Tab. 15 und Abb. 16).
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Tab. 15: Herzfrequenzen der einzelnen Versuchsgruppen sowie Vergleiche zwischen
ausgewahlten Gruppen; Angaben: MW + SEM (n = 10-14); DFn: 5, DFd: 60
Ungleiche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

HR HR-Anstieg: Vergleich zwischen
ausgewahlten Gruppen
SOP PBS 454,2 £ 18,32 1/min
SOP PBS/ TAKPBS 2 13 %
TAK PBS 514,1 £ 34,51 1/min
SOP D-Gal 474,5 £ 42,44 1/min
SOP D-Gal/ TAK D-Gal 2 23 %
TAK D-Gal 584,5 + 13,15 1/min
SOP CpG 531,5 £ 17,05 1/min SOP PBS/ SOP CpG 217 %
TAK CpG 537,1 £ 15,45 1/min SOP CpG/ TAKCpG 21 %
HR
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Abb. 16: Herzfrequenzen der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW + SEM (n =
10-14)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.
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3.3.2 Blutdruckergebnisse

Die Messungen mittels Millar-Katheter prastenotisch ergaben fur alle Tiere, die der TAK
unterzogen wurden, signifikant erhohte systolische Blutdriicke (SAP) (im Mittel + 51,8
mmHg £ 49%) im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren (Abb. 17). Die CpG-
Stimulation hatte keinen sichtbaren Effekt auf den systolischen arteriellen Blutdruck (SOP
PBS: 106,6 £ 1,7 mmHg; TAK PBS: 154,6 + 5,5 mmHg; SOP D-Gal: 107,6 £ 4,0 mmHg;
TAK-D-Gal: 157,7 + 7,7 mmHg; SOP CpG: 100,6 + 5,2 mmHg; TAK CpG: 157,9 + 4,937
mmHg; DFn: 5, DFd: 62).
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Abb. 17: Systolischer arterieller Blutdruck der Versuchsgruppen; Angaben: MW + SEM
(n=10-14)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

Der diastolische Blutdruck (DAP) war nach TAK-Behandlung und CpG-Stimulation nicht
signifikant erniedrigt oder erhdht (Abb. 18) (SOP PBS: 78,85 + 1,5 mmHg; TAK PBS:
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81,71 £ 3,6 mmHg; SOP D-Gal: 81,89 + 3,6 mmHg; TAK D-Gal: 76,67 + 2,9 mmHg; SOP
CpG: 78,11 £ 4,7 mmHg; TAK CpG: 81,66 + 3,0 mmHg; DFn: 5, DFd: 61).

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP), der sich zu 2/3 aus dem systolischen und zu 1/3
aus dem diastolischen Blutdruck errechnet, war nach TAK signifikant erhoht (im Mittel +
19,3 mmHg 2 21,3%). Fur die CpG-Behandlung lie3 sich kein Einfluss feststellen (Abb.
19) (SOP PBS: 90,28 + 1,3 mmHg; TAK PBS: 111,6 £ 3,4 mmHg; SOP D-Gal: 94,65 +
3,7 mmHg; TAK D-Gal: 108,5 £ 4,1 mmHg; SOP CpG: 86,56 + 5,0 mmHg; TAK CpG:
109,0 + 2,9 mmHg; DFn: 5, DFd: 60).
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Abb. 18: Diastolischer arterieller Blutdruck der Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 10-14)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.



51

MAP

100+

754

25+

[Mittlerer arterieller Blutdruck in mmHg]

&
K Q \y QQ v~
oY <¥ 9 <X % A
Abb. 19: Mittlerer arterieller Blutdruck der Versuchsgruppen; Angaben: MW + SEM (n
=10-14)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein

statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

TAK fuhrte zu einem signifikant erhohten linksventrikularen systolischen Blutdruck (LVSP)
(im Mittel + 52,3 mmHg 2 49,5%) und dies unabhangig von sonstigen Behandlungen der
Tiere (Abb. 20) (SOP PBS: 103,1 £+ 1,8 mmHg; TAK PBS: 154,8 + 9,5 mmHg; SOP D-
Gal: 112,8 £ 6,4 mmHg; TAK D-Gal: 159,9 + 8,6 mmHg; SOP CpG: 100,7 + 4,1 mmHg;
TAK CpG: 158,5 + 7,2 mmHg; DFn: 5, DFd: 43).

Die Messung des linksventrikularen diastolischen Blutdrucks (LVDP) ergab nur fur die
TAK PBS-Gruppe signifikant erhdhte Werte (+ 17,1 mmHg im Vergleich zur Kontrolle)
aber auch zu allen anderen Gruppen. Sowohl die TAK D-Gal- als auch die TAK CpG-
Gruppe lagen mit ihren Blutdruckwerten im Bereich der scheinoperierten Tiere (Abb. 21)
(SOP PBS: 2,1 £ 2,1 mmHg; TAK PBS: 19,2 + 3,7 mmHg; SOP D-Gal: 4,4 £ 1,2 mmHg;
TAK D-Gal: 10 = 3,5 mmHg; SOP CpG: 5,7 £ 1,3 mmHg; TAK CpG: 8,1 + 0,8 mmHg;
DFn: 5, DFd: 43).
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Abb. 20: Linksventrikularer systolischer Blutdruck der Versuchsgruppen; Angaben:
MW + SEM (n = 8-9)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.
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Abb. 21: Linksventrikularer diastolischer Blutdruck der Versuchsgruppen; Angaben:
MW £+ SEM (n = 8-9)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/dtmax) wie auch die maximale Druck-
abfallsgeschwindigkeit (-dP/dtmin) zeigten im Gruppenvergleich keine signifikanten Unter-
schiede (Tab. 16 sowie Abb. 22 und Abb. 23).
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Tab. 16: +dP/dtmax und -dP/dtmin der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 8-9); DFn: 5, DFd: 43
Ungleiche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.
+dP/dtmax -dP/dtmin
SOP PBS 9775 £ 750 mmHg/s -11773 £ 1266 mmHg/s
TAK PBS 8315 + 1381 mmHg/s -7739 + 2166 mmHg/s
SOP D-Gal | 12103 £ 1863 mmHg/s -11804 = 1794 mmHg/s
TAK D-Gal | 9964 + 824 mmHg/s -9276 + 1209 mmHg/s
SOP CpG | 10499 + 826 mmHg/s -10866 + 1192 mmHg/s
TAK CpG 10145 £ 479 mmHg/s -8752 £ 874,0mmHg/s
+dP/dtax
125004
@
Ilgmooo- 1 - %I_
£ 7 /
c -
< 7500 // /
©
§ 5000+ / /
o
5 / /
©
£, 2500- / /
0 | I% | Iﬁ
) ) > > o &
&L R PRI <& &
B <X %oQ & Q) As
Abb. 22: +dP/dtmax der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW £ SEM (n = 8-9)

Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.
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Abb. 23: -dP/dtmin der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW + SEM (n = 8-9)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

3.4 Molekularbiologie
3.4.1 Hypertrophiemarker

Als klassische Marker der Herzhypertrophie und auch als Gradmesser fur das Vorliegen
oder die Entwicklung einer Herzinsuffizienz gelten der atriale natriuretische Faktor (ANF)
sowie das brain natriuretic peptide (BNP). Die mRNA-Expression beider Enzyme wurde
mittels quantitativer real-time PCR gemessen.

Generell wurde ANF in allen Tieren vermehrt exprimiert, die der TAK unterzogen wurden.
Das Signifikanzniveau wurde dabei nur bei den mit D-Gal (+ 12,75 versus SOP D-Gal)
und CpG (+ 8,67 versus SOP CpG) vorbehandelten Tieren erreicht. In Abb. 24 zeigt sich
deutlich welchen Stimulus die TAK auf die Expression von ANF darstellt (SOP PBS: 1,81
+ 0,94; TAK PBS: 6,01 = 3,10; SOP D-Gal: 2,04 £ 0,29; TAK D-Gal: 14,79 + 3,41; SOP
CpG: 3,60 £ 1,77; TAK CpG: 12,27 £ 2,58; DFn: 5, DFd: 28).
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Abb. 24: ANF mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 4-6)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

Die Abb. 25 fur BNP zeigt denselben Trend wie Abb. 24, letztlich konnte jedoch nur fur
die TAK D-Gal-Gruppe ein signifikanter Anstieg (+ 3,83 versus SOP D-Gal) der
Expression von BNP gegenuliber den anderen Gruppen nachgewiesen werden (SOP PBS:
1,55 + 0,43; TAK PBS: 2,22 + 0,40; SOP D-Gal: 0,48 £ 0,08; TAK D-Gal: 4,31 £ 0,81;
SOP CpG: 0,21 £ 0,06; TAK CpG: 1,40 + 0,41; DFn: 5, DFd: 28).
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Abb. 25: BNP mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 4-6)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

3.4.2 PRRs

VVon den bekannten pattern recognition receptors (PRRs) wurden in dieser Arbeit aus der
Gruppe der Toll-like Rezeptoren die Rezeptoren TLR1, TLR2, TLR4 und TLR9 mittels

quantitativer real-time PCR ausgewertet.

Die Expression des TLR1 konnte sowohl durch die TAK als auch durch eine CpG-Stimu-
lation nicht signifikant gesteigert werden (siehe Abb. 26) (TAK PBS: 2595 + 2595; SOP
D-Gal: 542 + 539; TAK D-Gal: 7544 + 1561; SOP CpG: 10428 1 4855; TAK CpG: 8507 +
6115; DFn: 5, DFd: 29). Fir SOP PBS wurde keine wesentliche Expression Uber der
Baseline beobachtet.
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Abb. 26: TLR1 mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 5-7)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

TLR2 lie3 sich gemal® Abb. 27 durch die TAK in seiner Expression nicht wesentlich
steigern. Die CpG-Stimulation fuhrte jedoch zu signifikant gesteigerten Expressionsraten
(+ 4,8318 versus SOP PBS). In Kombination mit TAK fiel die Expression signifikant
geringer aus, aber dennoch signifikant hoher (+ 2,3711 versus TAK PBS) als in den
ubrigen Gruppen (SOP PBS: 0,6092 + 0,2636; TAK PBS: 0,7249 + 0,3924; SOP D-Gal:
0,8731 +£0,2815; TAK D-Gal: 1,253 £+ 0,1721; SOP CpG: 5,441 + 0,9696; TAK CpG: 3,096
+ 0,5460; DFn: 5, DFd: 29).
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Abb. 27: TLR2 mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 5-7)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

FUr TLR4 zeigte sich eine signifikant vermehrte Expression in der Kombination D-Gal plus
TAK (+ 63061 versus SOP D-Gal) (siehe Abb. 28) (TAK PBS: 16985 + 11519; SOP D-
Gal: 31984 + 19856; TAK D-Gal: 95045 + 10268; SOP CpG: 29139 + 18076; TAK CpG:
17190 = 17190; DFn: 5, DFd: 29). Fir SOP PBS wurde keine wesentliche Expression
Uber der Baseline gemessen.
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Abb. 28: TLR4 mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 5-7)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

TLR9, dessen direkter Ligand CpG darstellt, liel3 sich sowohl durch die TAK als auch D-
Gal, CpG sowie respektive die Kombination aus beidem nicht signifikant in seiner
Expression steigern (siehe Abb. 29) (SOP PBS: 1,562 + 0,9039; TAK PBS: 2,328 +
0,7473; SOP D-Gal: 1,588 + 0,3946; TAK D-Gal: 2,918 £ 0,7558; SOP CpG: 1,948 +
0,3425; TAK CpG: 3,169 + 0,6702; DFn: 5, DFd: 28).
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Abb. 29: TLR9 mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 4-6)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein

statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

3.4.3 Zytokine

Um den Einfluss der TAK und der CpG-Stimulation auf die Zytokinexpression zu unter-
suchen, wurde mittels Real-Time PCR die Expression der proinflammatorischen Zytokine
TNF (Tumor-Nekrose-Faktor), IL-1B (Interleukin-18) und IL-6 (Interleukin-6) erfasst.

Die TNF-Werte konnten auch in der Kombination von TAK und CpG-Stimulation das
Signifikanzniveau nicht erreichen (Abb. 30) (SOP PBS: 3773 + 3702; TAK PBS: 38908 +
7702; SOP D-Gal: 17267 + 8004; TAK D-Gal: 32361 £ 4993; SOP CpG: 120562 + 57738;
TAK CpG: 145684 + 56047; DFn: 5, DFd: 28).
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Abb. 30: TNF mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW +
SEM (n = 4-6)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgefuhrt.

Die IL-1B-Expression verhielt sich ahnlich wie TNF mit Unterschieden in der Signifikanz.
Es zeigte sich nach TAK oder CpG-Stimulation ein Anstieg. Das Signifikanzniveau wurde
fur die CpG-Stimulation (+ 2,7094 versus SOP PBS) oder diese in Kombination mit TAK
(+ 2,0956 versus TAK PBS) erreicht, durch TAK allein, ergab sich kein signifikanter
Anstieg (siehe Abb. 31). Es war kein synergistischer Effekt von TAK und CpG zu
beobachten (SOP PBS: 0,1506 + 0,1417; TAK PBS: 0,6904 + 0,2089; SOP D-Gal: 0,3747
+ 0,1627; TAK D-Gal: 2,216 + 0,6894; SOP CpG: 2,860 + 0,5205; TAK CpG: 2,786 +
0,9601; DFn: 5, DFd: 29).
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Abb. 31: IL-1B mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW %
SEM (n =4-7)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

Fur IL-6 fallt das Ergebnis deutlich uneinheitlicher aus. Zwar liel3en sich auch hier Effekte
von TAK und CpG auf die Expression nachweisen, allerdings wurden die hdochsten Werte
fur die Kombination TAK plus D-Gal ermittelt, welche auch alleinig das Signifikanzniveau
erreichte (+ 64279 versus TAK PBS) (siehe Abb. 32) (SOP PBS: 16969 + 12536; TAK
PBS: 11445 £ 5249; SOP D-Gal: 2860 + 985; TAK D-Gal: 76174 + 29089; SOP CpG:
42115 £ 9420; TAK CpG: 35557 £ 19602; DFn: 5, DFd: 29).



64

IL-6

120000~ *

100000+

80000+

60000+

20000+

0 I I . 1
T T T
A\

RQ target gene/GAPDH cDNA

Abb. 32: IL-6 mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen; Angaben: MW *
SEM (n =4-7)
Das Sternchen (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede (p < 0,05). Ein
statistischer Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit einer one-way
ANOVA und Newman-Keuls post-hoc-Test durchgeflhrt.

Aufgrund der uneinheitlichen Datenlage bei den molekularbiologischen Untersuchungen
im Folgenden einige Erlauterungen. Insgesamt war die Qualitat der PCR-Daten nicht sehr
hoch anzusetzen (siehe Abb. 26 und Abb. 28), die hohen Mittelwerte sind teils nur auf 1-
2 Messwerte zurlckzufuhren und dies bei relativ kleiner Gruppengrof3e (siehe
Freiheitsgrade). In Bezug auf die TNF-PCR (siehe Abb. 30) lagen hohe
Expressionsunterschiede innerhalb der Gruppe vor. Diesbezlglich sei auch nochmal auf
die ct-Wert-Ermittlung in Kap. 2.4.2.4 verwiesen. Insgesamt lasst sich die fehlende
Signifikanz mit hoher Varianz innerhalb der Gruppen bei geringer Gruppengrofde
begrunden.
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4. Diskussion

4.1 Methode und theoretische Grundlage

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob ein durch pathologische Hypertrophie
vorgeschadigtes Herz sensitiver auf einen zweiten Stimulus — in diesem Fall eine durch
CpG-ODN induzierte Sepsis — reagiert. Die Hypertrophie wurde Uber eine transversale
aortale Konstriktion (TAK) kunstlich herbeigefuhrt (Kapitel 2.3.2.) Die TAK wurde Uber
kardiale Gewichtsveranderungen der Versuchstiere und Uber die Bestimmung gangiger
Herzhypertrophiemarker uberpruft. Des Weiteren wurden sowohl hamodynamische Para-
meter erhoben als auch — mittels molekularbiologischer Methoden — die Expression be-
kannnter PRRs und proinflammatorischer Zytokine gemessen, um die zweite und dritte

Hypothese zu Uberprifen.

4.2 Mausmodell

Das Mausmodell zur Untersuchung kardialer Prozesse und Krankheitserscheinungen ist
seit vielen Jahren in der Grundlagenforschung etabliert. Vorteile sind hierbei die kurze
Tragezeit der Tiere beziehungsweise ihre gute Verfugbarkeit Uber einschlagige Zuchtbe-
triebe. Daruber hinaus hat die Moglichkeit, einzelne Gene in der Maus gezielt auszuschal-
ten und damit die Synthese der translatierten Proteine zu verhindern, zu einer weiten
Verbreitung der Mausmodelle beigetragen. Insbesondere Veranderungen auf der kar-
dialen Ventrikelebene lassen sich gut im Mausmodell abbilden, da die Ventrikelstruktur
von Mensch und Maus vergleichbar ist (Doevendans et al., 1998). In Bezug auf die
Korperoberflache unterscheiden sich das Herzzeitvolumen und der kardiale Index nicht —
und dass, obwohl die Herzfrequenz bei Mausen mit 550-600 Schlagen pro Minute deutlich

uber der menschlichen Herzfrequenz liegt (Barbee et al., 1992; Krivitski et al., 1999).

4.3 Mortalitat

Die Gesamt-Mortalitat in dieser Arbeit Uber alle Versuchsgruppen, Operationen respektive
invasive Untersuchungen hinweg betrug 27 %. Bei genauerer Betrachtung zeigen sich
jedoch Unterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen Phasen der Versuchsanordnung.
Die peri-/postoperative Mortalitdt nach TAK beziehungsweise SOP betrug 9-10 %
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(vergleiche Tab. 11). In der Literatur variiert die Mortalitat von 10-39 % bis zu 2 Wochen
nach erfolgter TAK, wobei hier eine erhohte Mortalitdt aufgrund von Herzversagen
angenommen werden muss (Liao et al., 2002; Nakamura et al., 2001; Rockman et al.,
1991). Insgesamt kann man davon ausgehen, dass unsere peri-/postoperative Mortalitat
im Bereich der Norm fur die TAK liegt und somit von einer fachgerechten Durchfihrung
der OP-Methode auszugehen ist.

Im Verlauf gab es Unterschiede in der Mortalitat nach erfolgter Stimulation zwischen den
unterschiedlichen Versuchsgruppen. So zeigte sich teilweise eine erhdhte Mortalitat nach
Stimulation mit den CpG-ODNs (bis zu 33 %; vgl. hierzu auch Tab. 12). Dies ist am
ehesten der induzierten Sepsis mit entsprechender kardiovaskularer Depression und der
anschlieRenden Narkose geschuldet. Sparwasser et al. (1997b) beschreiben in ihrer
Arbeit Dosen von 2,5-5 nmol. Unsere letztlich gewahlte Dosis von 5 nmol, welche der
ublichen Dosis von Sparwasser et al. entspricht, lie3 signifikante Ergebnisse in der
Hamodynamik und auch den molekularbiologischen Analysen erwarten. Mit einer Dosis
von 5 nmol lag die Gesamtmortalitat nach Stimulation und vor Katheter bei maximal 9 %
(vgl. Tab. 12). Insgesamt ist somit von einer guten Vertraglichkeit der Prozedur im
betrachteten Zeitraum auszugehen.

Wahrend der hamodynamischen Messungen lag die Mortalitat gruppenubergreifend bei
11 % (siehe Tab. 13). Die akzidentelle Durchtrennung der zarten A. carotis communis war
hierbei eine der Hauptursachen. Die relativ hohe Mortalitat in der TAK PBS-Gruppe lasst
sich mit dem Erlernen der Untersuchungstechnik hinreichend erklaren. Mit zunehmender
Routine und Sicherheit nahm auch in dieser Gruppe die Sterblichkeit ab.

4.4 Veranderungen der biometrischen Parameter nach TAK

Durch die TAK erreicht man eine sofortige Drucksteigerung in den prastenotischen Ab-
schnitten (vgl. Abb. 6) ergo dem linken Ventrikel und konsekutiv linkem Vorhof sowie Aorta
thoracalis ascendens und Truncus brachiocephalicus. Poststenotisch kommt es infolge
der kunstlich angelegten Widerstandserhéhung und des dadurch entstehenden
Druckgradienten zu einem Abfall des arteriellen Blutdrucks. Dieser liegt je nach Literatur
bei 37 bis 50 mmHg (Fard et al., 2000; Rockman et al., 1991). Der schlagartig erhohte
periphere Widerstand oder auch die Nachlasterhhung fuhrt zunachst zu einem

reduzierten linksventrikularen Schlagvolumen (SV). Es verbleibt bei jedem Herzschlag
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mehr Volumen im linken Ventrikel, so dass letztlich das linksventrikulare enddiastolische
Volumen (LVEDV) und der linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP) ansteigen.
Die daraus nach dem Gesetz von Laplace bedingte erhohte linksventrikulare
Wandspannung, welche wir als Vorlasterhhung bezeichnen, fuhrt zu einer Vordehnung
der Kardiomyozyten, die auf diesen Reiz mit einer erhdohten Kontraktilitat und einem
resultierend erhdhten Schlagvolumen antworten. Diesen Mechanismus bezeichnen wir
als Frank-Starling-Mechanismus, welcher das Herz befahigt, ein gleichbleibendes
Schlagvolumen bei erhdhtem peripherem Widerstand beizubehalten. Neben dem Frank-
Starling-Mechanismus ist ein weiterer positiv inotroper Effekt beschrieben, der zusatzlich
zum Tragen kommt. Er zeigt sich in einem erneuten Peak der Kontraktilitat nach einigen
Minuten und wird als Anrep-Effekt nach dem Erstbeschreiber oder als homeometrische
Autoregulation bezeichnet (Anrep, 1912; Nichols et al., 1988; Sarnoff et al., 1960; Walston
et al., 1978). Ursachlich ist eine intrinsische Autoregulation, welche Uber eine Aktivierung
des Na*/H* Austauschers zunachst die zytosolische Natriumkonzentration anhebt und
Uber den Na*/Ca?* Austauscher letztlich die zytosolische Calciumkonzentration erhoht
und hiertber die Kontraktilitdt verbessert (Allen und Kurihara, 1982; Cingolani et al.,
2013).

Die Einengung der Aorta um etwa 30 % ihres urspringlichen Lumens flhrt in der Literatur
nach 7 bis maximal 20 Tagen zu einer deutlichen linksventrikularen Hypertrophie mit einer
Zunahme des Herzgewichtes respektive linksventrikularen Gewichtes um 30-60 % (Bittig,
2005; Nakamura et al., 2001; Rockman et al., 1991). Unsere Daten zeigen eine signi-
fikante Zunahme der isolierten linksventrikularen Masse nach TAK im Mittel um 22 %
(siehe Kapitel 3.2.2) sowie auch eine signifikante Zunahme der Herzgewichte insgesamt.
Normieren wir das linksventrikulare Gewicht auf das Koérpergewicht beziehungsweise die
Tibia-Lange, zeigt sich eine signifikante Zunahme der linksventrikularen Masse nach TAK
im Mittel um 34 % respektive 24 %. Allerdings wurde in den zitierten Arbeiten die
Hypertrophie nach 7 bis maximal 20 Tagen ausgewertet, wahrend in der vorliegenden
Studie die Hypertrophieentwicklung nach 3 Tagen betrachtet wurde. In der Studie von
Baumgarten et al. (2006a) wurde auch die Hypertrophie nach 3 Tagen ausgewertet, sie
ermittelten fur den Parameter LVW/TL 25 % Zuwachs. Dies entspricht sehr gut dem hier
ermittelten Wert von 24 %. Insgesamt zeigen die ermittelten Daten, dass die Versuche

lege artis durchgefuhrt wurden und eine gute Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
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Gruppen sowie auch zu den Daten anderer Arbeitsgruppen besteht. Damit konnte die
erste Hypothese bestatigt werden.

Der Gewichtsverlust nach OP erreichte in keiner Versuchsgruppe das Signifikanzniveau
(vgl. Kapitel 3.2.1). Damit zeigt die Gewichtsentwicklung eine gute Vertraglichkeit der
Operationsmethode und auch keine deutliche Benachteiligung der Versuchstiere nach
erfolgter TAK im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren.

4.5 Hamodynamik

Sowohl Liao et al. (2002) also auch Nakamura et al. (2001) sahen in ihren Arbeiten keine
Zunahme der Herzfrequenz nach isolierter TAK. Auch Baumgarten et al. (2006a) konnten
fur ihre Vergleichsgruppe SOP PBS versus TAK PBS keinen Anstieg der Herzfrequenz
verzeichnen. Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen der SOP PBS- und TAK PBS-
Gruppe (vgl. Abb. 16). Im Vergleich der Gruppen SOP D-Gal und TAK D-Gal konnten wir
einen signifikanten Herzfrequenzanstieg verzeichnen. D-Gal ist ein Aminozucker, der
nach Verabreichung (zum Beispiel i.p.) zu einer Akkumulation von UDP-Galactosamin-
Derivaten in der Leber fuhrt und konsekutiv zu einer Depletion des hepatischen UTP. Die
selektive Defizienz von UTP fuhrt zu einer nachlassenden Synthese von Makromolekulen
(RNA, Proteine, Glykoproteine und Glykogen) aufgrund der gehemmten Transkription und
in der Folge auch Translation. Sowohl histologisch als auch laborchemisch ahnelt der D-
Gal-induzierte Leberschaden einer viralen Hepatitis (Decker und Keppler, 1974; Keppler
et al., 1968). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte im Verlauf zeigen, dass D-Gal — in
Kombination mit LPS — zu einem tddlichen septischen Schock fuhrt und dies bei einer
deutlich reduzierten LPS-Dosis. D-Gal sensibilisiert somit den Organismus fur die
Wirkungen des Endotoxins (Freudenberg et al., 1986; Galanos et al., 1979; Lehmann,
1987). Im Verlauf konnten weitere Arbeitsgruppen ahnliche Effekte des D-Gal fur den
CpG-induzierten septischen Schock nachweisen (Hemmi et al., 2000; Sparwasser et al.,
1997b; Yi et al., 2006). Leider fand sich in der Literatur kein Hinweis Uber kardiale Effekte
von D-Gal. Die Ausldsung einer experimentellen Hepatitis in Kombination mit TAK scheint
fur den gemessenen Effekt aber keine Erklarung zu sein. Zumal wir in den Gruppen SOP
CpG und TAK CpG wieder keinen Anstieg der Herzfrequenz verzeichnen konnten. Auch
diese Versuchstiere hatten gemaf Versuchsprotokoll D-Gal erhalten. Lohner et al. (2013)

konnten in ihrer Arbeit TLR9-vermittelte kardiodepressive Effekte nachweisen. Hier zeigte
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sich ein signifikanter Abfall der Herzfrequenz, welcher in den verwendeten TLR9-
defizienten Mausstammen nicht nachgewiesen werden konnte. In dieser Arbeit wurde die
TLR9-Stimulation jedoch nicht mit einer TAK kombiniert. Baumgarten et al. (2006a) sahen
in ihrem ,Second-hit-setting“ LPS plus TAK hingegen einen signifikanten Anstieg der
Herzfrequenz im Vergleich TAK LPS versus TAK PBS.

Fir die Blutdruckparameter SAP, MAP und LSVP fanden wir signifikante Anstiege der
Vergleichsgruppen TAK versus SOP (vgl. Abb. 17, Abb. 19 und Abb. 20). Die TAK-
Gruppen untereinander verhielten sich jedoch homogen, hier ergaben sich keine signi-
fikanten Unterschiede. Auch Nakamura et al. (2001) konnten in ihrer Arbeit in den ersten
Tagen nach TAK einen Anstieg des systolischen Blutdrucks ermitteln, der erst innerhalb
von 10 Tagen wieder auf den Ausgangswert zurickkehrte. Baumgarten et al. (2006a)
kommen in ihrer Arbeit auf ahnliche Ergebnisse der TAK-Gruppen im Vergleich mit den
SOP-Gruppen. Allerdings zeigte sich in dieser Arbeit auch ein signifikanter Abfall der
systolischen Blutdruckparameter in der TAK LPS-Gruppe im Vergleich mit TAK PBS
sowie korrelierend in der Gruppe LPS im Vergleich zur PBS-Gruppe. Auch Lohner et al.
(2013) und Boehm et al. (2013b) konnten in ihren Arbeiten nach TLR9-Stimulation (ohne
TAK) einen Abfall des LVSP nachweisen. Einen Effekt, den wir in beiden CpG-Gruppen
nicht reproduzieren konnten.

Fir die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/dtmax) als Gradmesser flr die Kon-
traktilitat des Herzens konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls kein signifikanter
Unterschied im Vergleich aller Gruppen zueinander nachgewiesen werden (siehe Abb. 22
und Tab. 16). Erneut konnten Lohner et al. (2013) sowie Boehm et al. (2013b) in ihren
Arbeiten einen kardiodepressiven Effekt der TLR9-Stimulation ermitteln. Gleiches gilt fur
die Arbeit von Knuefermann et al. (2008), die ebenfalls kardiodepressive Effekte nach
Exposition mit CpG-ODN nachweisen konnten. Auch Baumgarten et al. (2006a) wiesen
fur LPS einen vergleichbaren Effekt nach. Die nach Literaturrecherche vorliegenden
Arbeiten zeigen allesamt kardiodepressive Effekte von LPS und CpG auf die hamody-
namischen Parameter, die in dieser Studie nicht auftraten. Dies kdnnte auf eine ver-
ringerte Wirksamkeit der hier eingesetzten CpG-Charge zurickzuflhren sein. Dagegen
spricht, dass die adspektorische Untersuchung klare Symptome einer Sepsis ergab (siehe
Kapitel 3.1). Weiterhin wurde in Voruntersuchungen mit der derselben Charge an CpG
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eine Erhohung der absoluten Dosis von 5 nmol auf 10 nmol getestet. Dies fuhrte zu einem
dramatischen Anstieg der Letalitat.

Allerdings scheint die TAK kurz nach der Konstriktion zunachst eine erhdhte Kontraktilitat
zu induzieren. Signifikante FunktionseinbuRen der kardialen Kontraktilitat zeigen sich
gemal Takaoka et al. (2002) erst nach etwa sieben Tagen. So erscheint es plausibel,
dass sich in unserer Versuchsanordnung noch keine relevante kardiale Insuffizienz
respektive dekompensierte Hypertrophie ausgebildet hatte, sondern vielmehr ein kom-

pensiertes Stadium vorlag. Die Sepsis-Induktion kam somit zu einem zu frihen Zeitpunkt.

4.6 Hypertrophiemarker

Um das Ausmaly der Herzhypertrophie beziehungsweise auch einer eventuell begin-
nenden Herzinsuffizienz zu evaluieren, wurde die Expression der natriuretischen Peptide
ANF und BNP als Hypertrophiemarker und Marker der Herzinsuffizienz bestimmt. ANF
und BNP sind Peptidhormone, die in den Kardiomyozyten des Atriums synthetisiert,
gespeichert und freigesetzt werden (Bold et al., 1996; Ramos und Bold, 2006). Es handelt
sich um neuroendokrine Hormone mit anti-hypertrophen, anti-hypertensiven und anti-
fibrotischen Eigenschaften (Oliver et al., 1997; Tamura et al., 2000). |hre Ausschuttung
erfolgt zum einen mechanisch getriggert bei Dehnung der atrialen Kardiomyozyten und
zum anderen unter Einfluss humoraler Faktoren und hier insbesondere Endothelin-1 (ET-
1) (Bold et al., 1996). Aber auch unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine — zum
Beispiel via vermehrte Expression unter LPS-Stimulation — kommt es zu erhohten Spie-
geln der natriuretischen Peptide im Blut (Ogawa und Bold, 2012). Hier zeigt sich bereits
eine enge VerknlUpfung von natriuretischen Peptiden und proinflammatorischen Zytokinen
im Zusammenhang mit einem septischen Krankheitsbild sowie der Entwicklung einer
myokardialen Dysfunktion respektive Herzinsuffizienz. Folgerichtig zu den Ergebnissen
von Ogawa und Bold (2012) lassen sich erhdohte Spiegel von natriuretischen Peptiden
auch im Rahmen einer Sepsis nachweisen (Charpentier et al., 2004; Witthaut et al., 2003).
So sind sie — ahnlich wie die proinflammatorischen Zytokine — auch Pradiktoren fur das
Uberleben respektive die Mortalitdt im Rahmen eines septischen Geschehens (Yucel et
al., 2008). Im klinischen Alltag werden die natriuretischen Peptide aber vor allem als
prognostische und diagnostische Marker zur Einschatzung einer beginnenden respektive

manifesten Herzinsuffizienz eingesetzt (Burnett et al., 1986; van Veldhuisen et al., 2013).
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Hierbei fungiert insbesondere BNP als Standard zur Evaluation eines Herzversagens
beziehungsweise einer dekompensierten Herzinsuffizienz (Yancy et al., 2013; Yoshimura
et al., 1993). Bei kombinierter linksventrikularer Hypertrophie und Dysfunktion scheinen
ANF und BNP gleichermal3en nutzlich zur Risikoevaluation fur kardiovaskulare Ereignisse
und Tod durch Herzversagen zu sein (Wang et al., 2004). Wie erwartet war die Expression
fur ANF und BNP in den TAK-Gruppen erhoht, erreichte aber im Fall von ANF nur in der
D-Gal und CpG-Gruppe das Signifikanzniveau, wahrend BNP nur in der TAK D-Gal-
Gruppe signifikant erhéht war. Ein Effekt der CpG-Stimulation liefl3 sich — anders als unter
LPS-Stimulation (siehe oben) — nicht feststellen. Mdglicherweise ist diese uneinheitliche
Datenlage dem Umstand geschuldet, dass die Tiere bereits nach drei Tagen stimuliert
und untersucht wurden. Zwar hatte sich zu diesem Zeitpunkt eine relevante Hypertrophie
entwickelt, wie die Auswertung der Herzgewichte eindeutig belegt (siehe Abschnitt 3.2.2
und 4.4). Allerdings befand sich diese offensichtlich in einem kompensierten Stadium, wie
unsere hamodynamischen Messungen nahelegten (siehe Kapitel 3.3.2 und Kapitel 4.5).
Die bereits im vorigen Kapitel aufgestellte Hypothese wird untermauert durch
Untersuchungen von Takaoka et al. (2002), die erst nach sieben Tagen einen Abfall von
+dP/dtmax ermitteln konnten. Auch in der Arbeit von Liao et al. (2002) liel3 sich eine de-
kompensierte Herzinsuffizienz erst nach vier Wochen und auch nur bei 46 % der Ver-

suchstiere nach TAK nachweisen.

4.7 PRRs

Die Expression folgender Toll-like Rezeptoren wurde flir Myokardgewebe nachgewiesen:
TLR1, TLR2, TLR4 und TLR9 (Boyd et al., 2006; Frantz et al., 2001; Frantz et al., 1999).
Fur TLR2 und TLR4 existieren bereits eingehende Untersuchungen, dass diese die
Expression proinflammatorischer Zytokine hochregulieren und dadurch eine myokardiale
Dysfunktion bedingen (Baumgarten et al., 2006b; Knuefermann et al., 2004). Der Ligand
von TLR2 ist LTA, wenngleich eine gewisse Reaktion auf LPS ebenfalls nachgewiesen
werden konnte (Takeuchi et al., 1999; Yang et al., 1998). TLR1 interagiert mit TLR2 und
scheint daruber eine inhibitorische Wirkung zu haben (Hajjar et al., 2001). Zwar konnten
wir eine erhdhte Expression von TLR1 nach TAK sowie auch nach CpG-Stimulation
nachweisen, diese erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau (vgl. Abb. 26). Fur den

Toll-like Rezeptor 2 zeigte sich in dieser Arbeit ein signifikanter Anstieg nach Provokation
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mit CpG sowie — wenngleich geringer — nach TAK plus CpG-Gabe (siehe Abb. 27). Der
entscheidende Faktor scheint hier die Exposition mit dem Liganden CpG zu sein, ein
synergistischer Effekt nach kardialer Vorschadigung war nicht zu erkennen. TLR2 scheint
somit aber, eventuell auch sekundar, auf eine Stimulation mit CpG zu reagieren. Diese
Veranderungen decken sich mit den Daten, die Lohner et al. (2013) fur TLR2
(Bestimmung 18 Stunden nach Induktion einer polymikrobiellen Peritonitis) erhoben
haben. CpG lést somit eine allgemeine Entzindung aus mit einer konsekutiven
Hochregulation vieler Rezeptoren und Parameter.

Far TLR4 liel sich lediglich ein signifikanter Anstieg in der TAK D-Gal-Gruppe nachwie-
sen (Abb. 28). Ein alleiniger Effekt von D-Gal auf die Expression von Toll-like Rezeptoren
wurde in der Literatur nicht untersucht. Allerdings konnten Knuefermann et al. (2008) in
ihrer Arbeit keine inflammatorische Reaktion nach alleiniger D-Gal-Injektion feststellen. In
den Ergebnissen von Lohner et al. (2013) konnte — kontrar zu unseren Daten — eine
erhohte Expression von TLR4 unter Induktion einer polymikrobiellen Sepsis nach-
gewiesen werden. Freilich wurde das Signifikanzniveau — wie bei TLR2 — erst nach 18
Stunden erreicht und daruber hinaus ist bei anderer Versuchsanordnung keine isolierte
TLR9-Stimulation erfolgt, was die Vergleichbarkeit der Daten einschrankt.

TLR9 zeigte nach TAK und nach CpG-Stimulation einen Anstieg der Expression, der in
keinem Fall das Signifikanzniveau erreichte (vgl. Abb. 29). Dies deckt sich nicht mit den
anderen Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, die in ihren Versuchsanordnungen teils mit
direkter TLRO-Stimulation via CpG-ODN, teils auch unter Induktion einer polymikrobiellen
Sepsis einen signifikanten Anstieg der TLR9-Expression messen konnten (Knuefermann
et al., 2008; Lohner et al., 2013). Allerdings muss auf die unterschiedlichen Zeitpunkte
der Probenentnahme eingegangen werden. Lohner et al. (2013) wiesen 36 Stunden nach
Induktion der polymikrobiellen Sepsis einen signifikanten Anstieg der TLR9-Expression
nach, Knuefermann et al. (2008) bei direkter TLR9-Stimulation via CpG-ODN bereits nach
2 Stunden — bei einem Abfall unter das Signifikanzniveau im Verlauf. Insbesondere der
Versuchsaufbau von Knuefermann et al. (2008) scheint vergleichbar zu sein, was
nahelegt, dass die Bestimmung der TLR9-Expression in unserem Fall zu spat erfolgte.
Ein weiterer Unterscheidungspunkt ist die verabreichte CpG-Dosis, Knuefermann et al.
(2008) verwendeten 1 nmol/g, wahrend in dieser Arbeit aquivalent 0,2 nmol/g (200



73

nmol/kg) CpG-ODN verwendet wurden. Die verringerte Dosis hat moglicherweise zu dem
veranderten Expressionsverhalten beigetragen.

4.8 Proinflammatorische Zytokine

Die proinflammatorischen Zytokine TNF, II-13 und IL-6 sind die Mediatoren kardialer
Depression im Rahmen eines septischen Geschehens (Kumar et al., 1996; MacGowan et
al., 1997; Natanson et al., 1989). Des Weiteren sind diese proinflammatorischen Zytokine
erhodht bei akuter wie auch chronischer Herzinsuffizienz (Levine et al., 1990; Testa et al.,
1996). Ahnlich wie die natriuretischen Peptide korrelieren sie dabei mit der Schwere der
Erkrankung gemal} der funktionellen Einteilung der New York Heart Association (Torre-
Amione et al., 1996). Ferner fungieren sie als Pradiktoren fur die Langzeit-Mortalitat einer
chronischen Herzinsuffizienz (Deswal et al., 2001; Tsutamoto et al., 1998). Obwohl in
dieser Arbeit ahnliche Zustande im murinen Modell induziert wurden, zeigte die
Auswertung der Zytokinexpression ein uneinheitliches Bild. TNF war unter CpG und TAK
plus CpG zwar deutlich erhoht, erreichte aber keine Signifikanz gegenuber den anderen
Versuchsgruppen (vgl. Abb. 30). IL-1 wies ein ahnliches Expressionsmuster aufim Sinne
einer gesteigerten Expression insbesondere unter CpG, TAK plus CpG sowie TAK plus
D-Gal, welches im Falle von CpG und TAK plus CpG auch signifikant erhoht war (siehe
Abb. 31). Fur IL-6 zeigte sich nur in der Gruppe TAK D-Gal ein signifikanter Anstieg der
Expression (siehe Abb. 32). Lohner et al. (2013) und Boehm et al. (2013b) konnten in
vergleichbaren Versuchsgruppen jeweils signifikante Anstiege der proinflammatorischen
Zytokine nachweisen (18 respektive 2 und 6 Stunden nach begonnener Stimulation).
Knuefermann et al. (2008) konnten unter CpG-Stimulation nach 1-2 Stunden ebenfalls
signifikante Anstiege der proinflammatorischen Zytokine ermitteln. Fir LPS, den Ligand
von TLR4, hatten Baumgarten et al. im Jahr 2001 diesen Effekt ebenfalls nachgewiesen
und konnten im Jahr 2006 diesen Effekt fur eine Kombination von TAK plus LPS noch
ubertreffen. Leider konnten wir diese Ergebnisse sowohl fur die CpG-Stimulation allein
als auch fir die Kombination TAK plus CpG nicht erzielen. Es scheint, als lage das
Maximum der Zytokin-Expression unter direkter Stimulation mit CpG zu einem friheren
Zeitpunkt als 6 Stunden. Da nur zu einem Zeitpunkt im Versuchsaufbau Organe
entnommen wurden, lasst sich Uber die Kinetik der Zytokin-Expression in dieser Arbeit

keine Aussage treffen. Die Problematik der relativ niedrigen CpG-Dosis in dieser Arbeit
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wurde in Kapitel 4.7 bereits erortert und trifft fir die Gruppe der proinflammatorischen
Zytokine ebenfalls zu.

4.9 AbschlieRende Beurteilung und Ausblick

In Bezug auf unsere in der Einleitung formulierten Hypothesen lief3en sich nicht alle mit
dieser Arbeit bestatigen (siehe Kapitel 1.5.) Unsere erste Hypothese liel3 sich vollstandig
durch die vorliegenden Daten verifizieren. Wie in Kapitel 4.4 aufgezeigt, erzielten wir nach
TAK eine signifikante linksventrikulare Gewichtszunahme entsprechend einer kardialen
Hypertrophie.

Hypothese Nummer zwei lie® sich anhand der vorliegenden Daten falsifizieren. Die Gabe
von CpG fuhrte in keiner Gruppe zu signifikanten kardialen Funktionseinbufden (vgl.
Kapitel 3.3 und 4.5). Wie bereits aufgezeigt, gab es hierfur zwei mdgliche Ursachen.
Erstens entwickelte sich in der kurzen Zeit bei keinem der Tiere eine kardiale Insuffizienz.
Es fanden sich weder klinische Hinweise auf eine kardiale Dekompensation, wie zum
Beispiel Dyspnoe, Gewichtszunahme oder reduzierte kdrperliche Aktivitat (Faerber et al.,
2011) noch konnten wir einen signifikanten Anstieg der Expression kardialer
Hypertrophiemarker nachweisen (siehe Kapitel 3.4.1. und 4.6). Zahlreiche
Arbeitsgruppen konnten bereits aufzeigen, dass eine kardiale Dekompensation nach TAK
deutlich spater und auch nicht bei allen Tieren einer Untersuchungsgruppe zu erwarten
ist (Arany et al., 2006; Faerber et al., 2011; Takaoka et al., 2002). Nakamura et al. (2001)
konnten sogar dokumentieren, dass sich die kardiale Funktion nach TAK nach einem
kurzen Einbruch erholt und bis zu 20 Tage nach TAK stabil bleibt. Somit hatte in der
vorliegenden Versuchsanordnung nach TAK langer abgewartet werden missen und die
Tiere im Anschluss nach klinischen und biometrischen Parametern bezuglich einer
dekompensierten Herzinsuffizienz ausgewahlt werden massen.

Die zweite mogliche Ursache konnte in der niedrigen CpG-Dosierung liegen, welche
deutlich unterhalb der Dosierung von Knuefermann et al. (2008) lag. Obwohl die Tiere
klinische Symptome der Sepsis aufwiesen (Kapitel 3.1), fanden wir kein Korrelat in unse-
ren hamodynamischen Messungen. Es bleibt zu Uberlegen, ob die Messungen zu einem
frGheren Zeitpunkt nach Sepsisinduktion aussagekraftiger gewesen waren.

Dieser Umstand mag auch bei der dritten Hypothese, welche sich ebenfalls nicht verifi-

zieren liely, eine Rolle gespielt haben. Letztlich konnte die in Hypothese drei propagierte
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Hochregulation von PRRs und proinflammatorischen Zytokinen im Herzen anhand un-
serer molekularbiologischen Untersuchungen nicht bestatigt werden. Als Erklarungs-
ansatz muss erneut auf die angesprochene CpG-Dosis sowie auf den Zeitpunkt der Pro-
benentnahme verwiesen werden. So konnten Knuefermann et al. (2008) einen Peak so-
wohl der Expression von TNF, IL-6 und IL-18 als auch der kardialen Expression von TLR-
9 nach bereits zwei Stunden nachweisen, der im Verlauf der folgenden vier Stunden
wieder deutlich abfiel. Korrespondierend mit unseren klinischen Eindricken der Tiere lag
das Erkrankungsmaximum und der vermutete humorale ,Zytokinsturm“ vor unseren
hamodynamischen Messungen und der anschlieRenden Probenentnahme. Allerdings hat
in der Studie von Baumgarten et al. (2006a) mit LPS als Second-hit-Stimulanz genau der
hier angewendete zeitliche Ablauf zu der in unserer Hypothese formulierten Reaktion
gefuhrt. LPS scheint als Stimulanz also deutlich starker zu wirken.

In einer Studie von Ehrentraut et al. (2015) wurden die Ergebnisse eines grolieren DFG-
Projektes zu ,Second-hit“ Stimulation nach TAK zusammengefasst. Es flossen die
Ergebnisse dieser Dissertation sowie die von weiteren Co-Doktoranden ein. Das
Versuchsprotokoll entsprach genau dem in Abb. 3 dargestellten. Es wurden als ,Second-
hit“ Stimuli LTA und CpG-ODN verglichen. In einem Punkt gingen die Ergebnisse von
Ehrentraut et al. (2015) Uber die der vorliegenden Dissertation hinaus. Es wurde gezeigt,
dass CpG-ODN als ,Second-hit® Stimulus einen starken Anstieg des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 induzierte. Dieser Anstieg erklart moglicherweise den
schwachen Einfluss der CpG-ODN-Stimulation auf die proinflammatorischen Zytokine IL-
1B und IL-6, da IL-10 den Anstieg proinflammatorischer Zytokine verringert. CpG-ODN
hat auch in anderen experimentellen Ansatzen zu starken IL-10 Anstiegen gefuhrt und
auf diese Weise zum Beispiel den Reperfusionsschaden einer kardialen Ischamie
reduziert (Markowski et al., 2013).

Abschlielend muss die Verwendung von D-Gal zur Sensibilisierung des Organismus auf
die Gabe von CpG kritisch diskutiert werden. In der Gruppe TAK D-Gal konnten wir
signifikante Anstiege von ANF (Abb. 24), BNP (Abb. 25) und TLR-4 (Abb. 28) verzeichnen.
Obwohl diese in der TAK CpG-Gruppe nicht auftraten, welche ebenfalls gemaf Versuchs-
anordnung D-Gal erhalten hatten, ist zu erdrtern, ob D-Gal fur sich genommen eine
Wirkung auf die Expression der PRRs und proinflammatorischen Zytokine hat. Sicher hat

die Induktion einer aseptischen Hepatitis Einfluss auf das Expressionsmuster besagter
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Zytokine und Rezeptoren (siehe Kapitel 4.5) (Keppler et al., 1968). Die durch D-Gal
ausgeloste Entzundungsreaktion der Leber zeigte sich auch in den systemisch
gemessenen Entziindungsparametern IL-13 und IL-6 (siehe Abb. 31 und Abb. 32). Daher

konnte die CpG-Gabe keine weitere Steigerung der Entziindung bewirkt haben.
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5. Zusammenfassung

Die akute Kardiomyopathie sowie auch die exazerbierte Kardiomyopathie im Rahmen
einer Sepsis ist nach wie vor eine der gro3en Herausforderungen im klinischen Sepsis-
Management. Die PRRs und unter diesen insbesondere die Toll-like Rezeptoren sind als
madgliche Ziele pharmakologischer Therapien identifiziert worden.

In der vorliegenden Studie wurde im Rahmen der Grundlagenforschung die Rolle und
Beteiligung des TLR9 an der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie sowie im Rahmen
eines septischen Geschehens in einem myokardialen Second-hit-Modell untersucht.
Hierzu wurde zunachst eine kardiale Hypertrophie mittels der transversen aortalen
Konstriktion (TAK) induziert. Die Kontrollgruppe wurde scheinoperiert. Nach drei Tagen
erhielten die Tiere PBS, D-Gal oder CpG (in Kombination mit D-Gal) intraperitoneal. Nach
weiteren sechs Stunden erfolgten die hamodynamischen Messungen Uber intraarterielle
und intraventrikulare Blutdruckmessungen und abschlielend die Organentnahme.
Ermittelt wurden biometrische Daten der Organe sowie im Anschluss die Expression von
Hypertrophiemarkern, PRRs sowie proinflammatorischen  Zytokinen uber
molekularbiologische Untersuchungsmethoden.

Unter Stimulation des TLR9 mit CpG kam es zu keinen signifikanten hamodynamischen
FunktionseinbufRen in den Kathetermessungen. Im Gegenteil, alle TAK operierten Tiere —
auch die mit CpG stimulierten — wiesen bessere Blutdruckparameter auf als die schein-
operierten Tiere. Die fruhe kardiale Hypertrophie geht demnach nicht mit Funktionsein-
schrankungen einher.

Letztlich konnte auch bei der Expression von PRRs und proinflammatorischen Zytokinen
keine eindeutige Hochregulation nach TAK und CpG-Stimulation in unseren molekular-
biologischen Versuchen festgestellt werden. Die parallele Hochregulation von IL-10
scheint eine mogliche Erklarung fur diese Ergebnisse zu bieten. Andererseits erklart dies
nicht die Ergebnisse der anderen Arbeitsgruppen in den Sepsis-Modellen mit CpG. Es
bleibt zu diskutieren, ob ein verandertes Studiendesign hinsichtlich einer langeren
Hypertrophie-Phase, einer geanderten CpG-Dosis sowie frGheren hamodynamischen
Messung als auch Organgewinnung einen statistisch signifikanten Nachweis erbringen
konnte. Auch konnte der eventuelle Einfluss von D-Gal auf die Expression der PRRs und

Zytokine genauer evaluiert werden.
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