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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die  kardiale  Hypertrophie infolge einer chronischen  Druck-  bzw.
Volumenuberbelastung ist haufig die Ursache fur die Entstehung einer
Herzinsuffizienz. Der kontinuierlichen Verlust der Kardiomyozytenfunktionalitat,
Zelltod und die Ersetzung der Kardiomyozyten durch interstitielle Fibrose
kennzeichnet die Progression der Herzinsuffizienz. Maladaptives Remodeling geht
mit vermehrter Inflammation einher, und es besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von proinflammatorischen Zytokinen und nachlastinduzierter
Hypertrophie und Fibrose. Dabei fuhrt die intrazellulare Signaltibertragung vermittelt
durch die Toll-like Rezeptor-abhangigen Adaptormolekile MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88) oder TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-B), zur Sezernierung proinflammatorischer Zytokine und zur

Infiltration von inflammatorischen Zellen ins Myokard.

In der vorliegenden Arbeit konnte am etablierten murinen Tiermodell der
transaortalen Konstriktion (TAC) gezeigt werden, dass eine vermehrte kardiale
Druckbelastung bereits innerhalb weniger Stunden zu einem Anstieg von MyD88-
und der TRIF-abhéangigen Zytokinen im Herzen fuhrt. Das Maximum der
Zytokinexpression wird innerhalb der ersten Woche erreicht, um zum Zeitpunkt der
manifestierten Hypertrophie wieder auf das Kontrollniveau zu sinken. Das
Ausschalten des TRIF-Signalwegs hat zwar keinen Einfluss auf die kardiale
Hypertrophie, aber die Einwanderung von inflammatorischen Zellen ins Myokard wird
durch die Inhibition von TRIF vermindert. Weiterhin bewirkt eine TRIF-Defizienz im
frihen Stadium des maladaptiven Remodelings lokal und peripher eine Reduktion
der Genexpression von Transkriptionsfaktoren sowie TRIF-abhéngigen Zytokinen.
Uber die Modulation von TGF-beta (Transforming growth factor beta)-Signaling und
antifibrotischer microRNA ist der TRIF-Signalweg bei der Entstehung der
interstitiellen Fibrose involviert. Neben einem geringeren Kollagengehalt vermindert
das Fehlen von TRIF im frihen Stadium der Hypertrophie die Expression
proapoptotischer Proteine wie p53 and pl6 und der Bax/Bcl Ratio. Gleichzeitig
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in vitro TRIF knock down die

proliferatorischen Eigenschaften von Kardiomyozyten verbessert, aber bei



Zusammenfassung

Fibroblasten eine entgegengesetzte Wirkung induziert. Auf lange Sicht beeinflusst
das Ausschalten von TRIF die pathologisch veranderte Funktionalitat des Herzens
wenig, wenngleich die Zunahme der linksventrikularen Wanddicke und Masse

verlangsamt und die Auswurffraktion (EF) langer auf dem Normalniveau bleibt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nachlastinduzierte linksventrikulare Hypertrophie
nicht TRIF-abhangig ist, TRIF aber im frihen Stadium des kardialen Remodelings die
vermehrte Ausschittung inflammatorischer Zytokine sowie die Einwanderung
inflammatorischer Zellen induziert. Mit dieser Arbeit konnte belegt werden, dass der
TRIF Signalweg bei der Entstehung der nachlastinduzierten kardialen Fibrose
involviert ist und dabei an unterschiedlichsten Stellen der Signalweiterleitung

regulierend einwirkt.



Summary

1. Summary

Pressure or volume overload induced cardiac hypertrophy represents an essential
cause for the development of heart failure. Continuous functional loss of
cardiomyocytes, cell death and the replacement of cardiomyocytes by interstitial
fibrosis characterizes the progression of heart failure. Maladaptive cardiac
remodeling is associated with increased inflammation. In hypertrophic hearts, a
correlation between the presence of pro-inflammatory cytokines and hypertrophy and
fibrosis is evident. Intracellular signal transduction mediated by the Toll-like receptor-
dependent adapter molecules MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene
88) or TRIF (TIR domain-containing adapter-inducing interferon-B) leads to the
secretion of these proinflammatory cytokines and triggers the infiltration of

inflammatory cells into the myocardium.

The present study performed on the established murine model of transaortic
constriction (TAC), reveals that increased cardiac pressure overload immediately
leads to an increase of MyD88- and TRIF-dependent cytokines in the heart. The
maximum expression level of cytokines is detected within the first week and
decreases to their control level when the hypertrophic stage is manifested. Inhibition
of the TRIF pathway has no effect on cardiomyocyte hypertrophy. However,
migration of inflammatory cells into the myocardium is reduced by the inhibition of
TRIF. Furthermore, in the early stage of hypertrophy, TRIF deficiency causes a
reduction of locally and peripherally expressed transcription factors and TRIF-
dependent cytokines. Through the modulation of the TGF-beta signaling pathway
and antifibrotic microRNAs, TRIF signaling is involved in the development of
interstitial fibrosis. In addition to less cardiac collagen content, the absence of TRIF
effects a decreased expression of proapoptotic proteins such as p53 and p16 and the
Bax/Bcl Ratio in the early stage of hypertrophy. This work’s in vitro data emphasized
that the inhibition of TRIF improves proliferation of cardiomyocytes but inhibits
fibroblasts proliferation. While there are only little long term effects on cardiac
function following TRIF deficiency, left ventricular wall thickening, increase in
myocardial hypertrophy and reduction of ejection fraction is slowed down compared

to control animals.



Summary

As the present work shows, pressure overload induced left ventricular hypertrophy is
not TRIF-dependent. However, TRIF induces an increased release of inflammatory
cytokines as well as the immigration of inflammatory cells in the early stage of
cardiac maladaptive remodeling. The TRIF pathway- as the main conclusion of this
work- is involved in the development of cardiac fibrosis with a modulating effect at
several points of the inflammatory and fibrotic signal transduction pathway.
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2. Einleitung

2.1. Kardiale Hypertrophie

Das Herz ist ein Hohlmuskel. Es besteht aus vier Kammern, die tber Herzklappen
miteinander verbunden sind. Dabei wird in den beiden Atrien das Blut gesammelt
und aus den beiden Ventrikeln wird das das Blut in den Lungen- oder Korperkreislauf
gepumpt. Da die linke Herzhalfte mit weit mehr Druck als die rechte Herzhéalfte
pumpen muss, besitzt diese deutlich mehr Muskelmasse.

Auch wenn das Herz ein Muskel ist, besteht es nicht nur aus Herzmuskelzellen, den
Kardiomyozyten, die mit 70-80% den Hauptanteil der myokardialen Masse
ausmachen. Daneben finden sich im Myokard Fibroblasten, Endothelzellen,
Mastzellen, vaskulare glatte Muskelzellen und eine umgebende extrazellulare Matrix
(LIN et al., 2014). Diese Geometrie des Herzen ist nicht statisch. Die strukturelle
Homogenitat des Herzens wird durch ein balanciertes Aquilibrium zwischen
stimulatorischen und inhibitorischen Signalen gewahrleistet, die unter anderem
Zellwachstum / Zelltod wie auch Phénotyp und metabolische Prozesse beeinflussen
(WEBER, 2000). Dadurch ist das Herz in der Lage sich funktionellen

Beanspruchungen anzupassen.

Die Vergro3erung der Herzmasse als Kompensationsreaktion des Herzens auf einen
erhdohten Leistungsbedarf des Herz-Kreislaufsystems bezeichnet man als
myokardiale Hypertrophie. Die Hypertrophie ist primar eine Folge des
Kardiomyozytenwachstums. Da Kardiomyozyten kaum Proliferationskapazitat
besitzen, kdnnen sie primar nur mit einer Zellvergrof3erung auf die verénderten

Verhéaltnisse antworten.

Die Hypertrophie kann in Folge von erhohter korperlicher Leistung entstehen
(adaptives Remodeling, physiologische Hypertrophie). In den meisten Féllen liegt
aber als Ausloser eine pathologisch verursachte Mehrbelastung (Druck-Volumen-
Stress) vor (maladaptives Remodeling, pathologische Hypertrophie). Ein einfaches
Schema zur Klassifizierung der kardialen Hypertrophie zeigt die Abbildung von Dorn
et al. (DORN et al., 2003). So scheinen auch unterschiedliche Signalwege flr
maladaptive und physiologische Hypertrophie verantwortlich zu sein. Die Aufklarung,

an welcher Stelle der ,Schalter” zwischen adaptiv und maladaptiv ungelegt wird, stellt
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einen wichtigen Ansatzpunkt zur Behandlung der pathologischen Hypertrophie dar
(FREY et al., 2004).

Is the heart enlarged?

/YeAs/\ﬁo \

Cardiomegaly ‘Normal’ heart size
Are the cardiomyocytes enlarged? Are the cardiomyocytes enlarged?
No Yes Yes No
\ el 4
Hyperplasia Hypertrophy Eutrophy
or Infiltration l
Is cardiomyocyte contractility normal?
Yes No
¥ ¥
Adaptive Maladaptive

v
What is #le transcriptional profile?

Abbildung 1: Mdgliche Kriterien zur Differenzierung der Hypertrophie
(DORN et al., 2003) mit Erlaubnis

2.1.1. Physiologische Hypertrophie

Die Hypertrophie des Herzen muss nicht immer ein maladaptiver Prozess sein. Sie
kann sich auch adaptiv auswirken, wie z.B. bei Ausdauersportlern. Diese Art der
nicht-pathologischen Hypertrophie wird deshalb auch als ,Sportlerherz“ bezeichnet
(ROST, 1997). Stimulus sind gesteigerte korperliche Aktivitat oder Leistungssport.
Die durch den Ausdauersport induzierte physiologische Hypertrophie wirkt sich eher
prognostisch positiv aus und fihrt zu einer Verbesserung der Herzfunktion (WIDMER
et al.,, 2014). Ein Sportlerherz unterscheidet sich in seiner Morphologie von einem
pathologisch vergréRerten Herzen. Das Herz weist neben einem vergréferten
Kammervolumen eine proportional erhéhte Wanddicke auf. Neben geringerer

Akkumulation von Kollagen bleibt auch die Verdickung des Myokards moderat. Diese
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Hypertrophie ist in der Regel nicht mit Herzinsuffizienz oder erhohter Mortalitat

assoziiert und ist reversibel.

2.1.2. Pathologische Hypertrophie
Eine pathologische Hypertrophie entsteht aufgrund eines pathologischen Stimulus,

der zu einer Druck- oder Volumenuberbelastung fuhrt.

Eine pathologische Hypertrophie kann beide Ventrikel des Herzens betreffen. Die
rechtsventrikulare Hypertrophie wird durch erhdhte Widerstande im kleinen
Blutkreislauf  (Lungenkreislauf) hervorgerufen. Ursache dafir kann eine
Mitralklappeninsuffizienz oder —stenose sein. Ebenso kdnnen Lungenemphyseme
oder eine indurierende Pneumonie, die alle zu einer pulmonalen Hypertonie fihren,

eine Rechtsherzhypertrophie induzieren (Cor Pulmonale).

Weit haufiger als die Rechtsherzhypertrophie tritt die Linksherzhypertrophie auf. Hier
sind pathophysiologischen Veranderungen wie eine Aortenstenose oder arterielle
Hypertonie die Ursachen. Als kompensatorische Antwort auf diesen
hamodynamischen Stress beginnt das Herz zu hypertrophieren. Aufgrund der
unterschiedlichen Ausloser unterscheidet man zwei Hypertrophie-Typen. Die
exzentrische Hypertrophie entsteht aufgrund von erhéhter Volumenbelastung (z.B.
Mitralklappeninsuffizienz) und fuhrt zu einer Ventrikeldilatation. Chronische
Druckbelastung (z.B. Hypertonie) fuhrt zu einer konzentrischen Hypertrophie. Die
Dickenzunahme erfolgt nach innen, was eine Verkleinerung des Ventrikellumens zur

Folge hat.

Die pathologische Hypertrophie ist assoziiert mit Herzinsuffizienz und einer erhdhten
Mortalitat und ist nur bedingt reversibel (LEVY et al., 1990).
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2.2. Einfluss der pathologischen Hypertrophie auf die kardiale Architektur
Die veranderten Druck- und Volumenbedingungen aufgrund hé&modynamischen
Stresses wirken sich sowohl auf die Zusammensetzung des kardialen Gewebes als
auch auf die Struktur der involvierten Zelltypen aus. Bei kardialen
Remodelingprozessen sind  Kardiomyozyten, kardiale Fibroblasten, das
Koronargefal3system sowie die extrazellulare Matrix (EZM) involviert.

Konzentrische
linksventrikulare

Druck Hypertrophie

-]

hamody-
namischer —» @ R Kollagen

Stress
Fibroblast

-1 = =

Verlangerung der Myozyten

Verdickung der Myozyten

Exzentrische
linksventrikuladre
Hypertrophie

Volumen

Abbildung 2: Schematische Darstellung der pathologischen Hypertrophie
Konzentrische Hypertrophie (rot):Durch chronisch erhdhte Druckbelastung wird eine
Verdickung der Myozyten induziert und es kommt zu einer Verdickung der Herzwand nach
innen (gestrichelte Linie. Exzentrische Hypertrophie (blau): Eine chronisch erhéhte
Volumenbelastung bewirkt ein Ladngenwachstum der Myozyten und der Ventrikel dilatiert.
Modifiziert nach (OPIE et al., 2006)

2.2.1. Remodeling der Kardiomyozyten

Bei der exzentrischen Hypertrophie ist makroskopisch der linke Ventrikel dilatiert und
weist eine DickenvergroRerung nach auf3en auf. Hierbei sind die Sarkomere in Serie
addiert und die Kardiomyozyten zeigen ein longitudinales Wachstum (FREY et al.,
2004). Eine verminderte Kontraktilitdt des Herzmuskels ist die Folge.

Die konzentrische Hypertrophie ist durch eine Dickenzunahme der Ventrikelwand
nach innen sowie einer Verdickung des Septums gekennzeichnet. Dies fuhrt zu einer

Verminderung des Ventrikellumens. Auf zellularer Ebene kommt es zu einer
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parallelen Addition der Sarkomere und somit zu einem lateralen Wachstum der
Kardiomyozyten (FREY et al., 2004). Damit steigt zwar die Kraftentwicklung,

gleichzeitig resultiert daraus aber ein vermindertes Kammervolumen.

Pathologische Bedingungen fihren nicht nur zu einer veranderten Architektur der
Kardiomyozyten sondern aufgrund einer Gleichgewichtsverschiebungen der
Wachstumsstimuli zu vermehrter Apoptose und Nekrose der Kardiomyozyten (BUJA,
VELA, 2008; CHIEN, 1999; HUNTER, CHIEN, 1999).

Abbildung 3: Morphologie der Kardiomyozyten bei kardialer Hypertrophie

Ausgepragte phanotypische Veranderungen der Kardiomyozytenmorphologie werden durch
verschiedenste Wachstumsstimuli verursacht. Myofibrillare Unordnung (Disorganisation der
Sarkomere) ist typisch fir Kardiomyopathien und mit dem Kardiomyozytenwachstum
assoziiert. Die Expression fetaler Gene ist ein Kennzeichen der pathologischen
Hypertrophie. Modifiziert nach (HUNTER, CHIEN, 1999)

2.2.2. Aktivierung fetaler Gene im Zuge der Hypertrophie

Die Expression fetaler Gene ist in adulten Kardiomyozyten herabreguliert. Durch
gesteigerten hamodynamischen Stress werden eine Vielzahl von Genen, die fur die
kardialen Kontraktilitat und den Calciumhaushalt mitverantwortlich sind, wieder
reaktiviert (BEISVAG et al., 2009; BEISVAG et al., 2006; STANTON et al., 2000). Als
Antwort auf erhéhte Druckbelastung erfolgt zum Beispiel eine Reaktivierung von BNP
(Brain Natriuretisches Peptid) und ANP (Atriales Natriuretisches Peptid) im Ventrikel.
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2.2.3. Remodeling der extrazellularen Matrix

Kardiale Hypertrophie geht neben dem Kardyomyztenremodeling mit einer
kontinuierlichen Veranderung der extrazellularen Matrix (EZM) einher. Die EZM
umgibt und verankert als dreidimensionales Netzwerk die Kardiomyozyten und
Fibrozyten. Neben dem struktuvermittelnden Faseranteil aus Kollagen (vorrangig
Kollagen Typ | und Typ Ill) und Elastin besteht die extrazellulare Matrix aus
Basalmembranbestandteilen (Kollagen Typ IV, Laminin), Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen sowie biologisch aktiven Signalproteinen (HSUEH et al., 1998;
SPINALE, 2002). Diese sehr komplexe Struktur der extrazellularen Matrix ist
hinsichtlich Synthese und Degradation ausgezeichnet reguliert (PAUSCHINGER et
al., 2002). So wird die Kollagensynthese kardialer Fibroblasten auf zellularer Ebene
gesteuert. Die Degradation der Matrixbestandteile wird wiederum durch das
Gleichgewicht zwischen Matrix-Metalloproteasen (MMP), die Kollagene degradieren,
und anderen Matrixkomponenten und Proteinen, die entweder die MMPs
inhibieren(TIMP) oder die MMP-Aktivierung verhindern, in Schach gehalten
(HUTCHINSON et al., 2010). Der hauptsachliche Syntheseort der MMPs sind
infiltrierende Entziindungszellen und hier im Wesentlichen die Makrophagen.

Unter normalen Bedingungen ist die Synthese- und Abbaurate der Kollagene niedrig.
Liegen pathologische veranderte Bedingungen vor, kommt es zu einer Steigerung
der Kollagensynthese. Unter anderem durch erhdhte Expression von TGF-beta
(Transforming Growth Factor) und CTGF (Connective Tissue Growth Factor) erfolgt
eine Aktivierung der Kollagensynthese durch Fibroblasten. Dies fuhrt zur Verdickung
der linksventrikularen Wéande sowie zu kardialer Fibrose (HEIN et al., 2003;
KUWAHARA et al., 2004). Durch die Kollageneinlagerungen nimmt die Rigiditat des
Myokards zu wund die Umstrukturierung der EZM bewirkt verdnderte
elektrophysiologischen Eigenschaften (BOWERS et al., 2010; MATSUBARA et al.,

2000), was schlie3lich in myokardialer Dysfunktion mundet.
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2.3. Signalwege der pathologischen Hypertrophie

Die hamodynamische Uberbelastung der Kardiomyozyten verursacht nicht nur
mechanischen  Stress, sondern induziert auch die Aktivierung von
Mechanorezeptoren, die Freisetzung systemischer und/oder lokaler
Neurotransmitter, vasoaktiver Peptide sowie inflammatorischer Zytokine. Angiotensin
Il (ANG 1), Endothelin (ET-1), Phenylephrin (PE), insulin-like growth factor 1 (IGF1),
TGF-B und Cardiotrophin binden an membranstéandigen Rezeptoren (G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, Rezeptortyrosinkinasen, Zytokinrezeptoren) (FREY,
OLSON, 2003). Die Folge ist die Aktivierung von intrazellularen
Signalwegskaskaden. Diese Signalwege umfassen unter anderem spezifische G-
Protein Isoformen, leichte GTPasen (Ras, RhoA, Rac), Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK), Proteinkinase C, Calcineurin, Insulin-like growth factor |
(Igfl), Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (TGF-beta) (MOLKENTIN, DORN, 2001). Zu
den wichtigsten Signalwegen gehoéren der Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK),
der  Phosphoinositol-3-Kinase  (PI3K-p110y)/AKT  und  der  Calcineurin
Signaltransduktionsweg. Die unterschiedlichen Signalwege interagieren miteinander
bzw. beeinflussen sich gegenseitig (FREY, OLSON, 2003; SUGDEN, 2001), was zu
einer Signalamplifikation und —modulation fuhrt.

Durch die Signalwege und deren Interaktionen werden letztendlich extrazellulare
Signale an den Zellkern U(Obermittelt und die Aktivierung zahlreicher
Transkriptionsfaktoren bewirkt. Deren Bindung an Promoter- bzw. Enhancer-
Regionen beeinflusst die Modulation der Expression einer Vielzahl von Genen und
die Reexpression des fetalen Genprogramms und fihrt letztendlich zum
pathologischen Phanotyp der Kardiomyozyten (SADOSHIMA, 1IZUMO, 1997).
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Abbildung 4: Ubersicht involvierter Signalwege bei kardialer Hypertrophie
(FREY, OLSON, 2003) mit Erlaubnis

2.4. Inflammation und Hypertrophie

Inflammatorische Prozesse spielen bei der Pathogenese kardialer Erkrankungen wie
Endokarditis, Myokarditis und Perikarditis eine wichtige Rolle (BEN-HAIM et al.,
2009). Entziindungsprozesse sind nicht nur priméare Ausloser einer Herzinsuffizienz,
sondern kénnen auch maR3geblich an der Krankheitsprogression beteiligt sein bzw.
als adaptive Reaktionen den Krankheitsprozesses modulieren. (KINDERMANN et al.,
2008; PACKARD et al., 2009).
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2.4.1. Zytokine

Proinflammatorische Zytokine rickten ins Zentrum der Herzforschung, nachdem ihre
Bedeutung fur die kardiale Regulation und Funktion und auch fur die Herzinsuffizienz
beschrieben wurde. (LEVINE et al., 1990). Dabei lag das Augenmerk primar auf der
Nutzung dieser zirkulierender inflammatorischer Mediatoren als Biomarker fur die
Krankheitsprogression (RAUCHHAUS et al., 2000; SETA et al., 1996). So wurde
gezeigt, dass ein erhodhter Plasmaspiegel von Zytokinen wie zirkulierendem TNF-
alpha (Tumor-Nekrose-Faktor-alpha) und IL6 (Interleukin 6) mit einer schlechteren
Prognose fur die Herzinsuffizienz einhergeht. So korreliert der TNF-alpha-Level direkt
mit der NYHA Klassifizierung (TORRE-AMIONE et al., 1996). Benedict et al. zeigte,
dass Zytokine friher aktiviert werden als die klassischen neurohumoralen Faktoren,
wie z.B. Angiotensin (BENEDICT et al., 1993). Die traditionelle Meinung, dass
proinflammatorische Zytokine allein von Zellen des Immunsystems gebildet und
somit primar fur die Mediation der inflammatorischen Antworten der Gewebe seien,
wurde inzwischen widerlegt. Heute weil3 man, dass inflammatorische Mediatoren von
allen kernhaltigen Zellen im Herzen gebildet werden koénnen, also auch von
Kardiomyozyten. Dies legt die Vermutung nahe, dass den Zytokinen mehr als nur die
reine Modulation der Immunantwort zukommt (KAPADIA et al., 1995). So
beeinflussen Zytokine das kardiale Remodeling tber Veranderungen in der EZM
durch Modulation der MMP- und TIMP-Aktivitdt (MANN, 2002). Seta et al. (SETA et
al., 1996) postulierten, dass Zytokine hamodynamische Abnormalitaten
verschlimmern bzw. direkt toxischen Effekte auf das Herz ausuben und direkt mit
verschiedenen Krankheitsbildern der Herzinsuffizienz (u.a. linksventrikulare
Dysfunktion, endotheliale Dysfunktion oder Kardiomyopathie) in Verbindung gebracht

werden kénnen.

2.4.2. Interferone

Eine Untergruppe der Zytokine stellen die Interferone dar. Diese Glykoproteine sind
an der Modulation der antiviralen und antitumoralen Immunantwort beteiligt und
werden von einer Vielzahl von Zellen gebildet. Die Interferone werden in 3
Hauptklassen unterteilt: Interferon a (IFN-a, Leukozyten-Interferon), Interferon 3
(IFN-B, Fibroblasten-Interferon) und Interferon vy (IFN-y, Immun-Interferon)
(STEWART, 1980). Die Interferone wurden damals aufgrund ihrer immunologischen
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und biochemischen Charakteristika als Typ 1- bzw. Typ 2-Interferone
zusammengefasst. Diese Einteilung hat auch heute noch Giltigkeit. Inzwischen
gehoren zu den Typ 1-Interferonen neben den beiden wichtigsten Vertretern IFN-a
und IFN-B insgesamt 13 Subtypen von IFN-a , IFN-8, IFN-¢, IFN-T, IFN-k, und IFN-w,
IFN-A und IFN-C (CHEN et al., 2004; PESTKA et al., 2004). IFN- y ist dagegen bis
heute der einzige beschriebene Vertreter der Typ 2 Interferone. Die Signalkaskade
der beiden Interferontypen ist vergleichbar. Sie lauft Gber den JAK/STAT
(Januskinase/ Signal transducers and activators of transcription) Signalweg, der
durch Bindung von IFN-a und —3 an den Typ 1 Interferonrezeptor-Komplex (IFNAR)
bzw. den Interferonrezeptor y-Komplex (IFNGR) aktiviert wird. Die Struktur der
beiden Rezeptoren ist ebenfalls sehr ahnlich. Beide Rezeptortypen bestehen aus
zwei Untereinheiten. So besteht der Interferon Typ 1-Rezeptor aus den
Untereinheiten Interferon a Rezeptor 1 (IFNAR1) und Interferon a Rezeptor 2
(IFNAR2) (DE WEERD et al., 2007), der Typ 2-Rezeptor entsprechend aus Interferon
y Rezeptor 1 (IFNGR1) und Interferon y Rezeptor 2 (IFNGR2). Da die IFN-
Rezeptoren Uber keine intrinsische Kinaseaktivitat verfigen, um Signalmolekile
(STATSs) zu phosphorylieren, assoziieren sie mit JAKs tber die IFNR-Untereinheiten
IFNAR2, IFNGR1 und IFNGR2 oder mit Tyrosinkinase 2 (Tyk2), die mit der IFNAR1
Untereinheit interagiert (PLATANIAS, 2005). Dieser Signalweg fuhrt nach
Translokation der aktivierten STATs in den Zellkern zur Transkription

unterschiedlicher Gene.



15
Einleitung

Type | IFN:

IFN-c, IFN-B,
IFN-g, IFN-x Type Il IFN:
or IFN-m

IFNART, | IFNAR2

N
Plasma- 8—\ </H>
membran /&HE\

l
@(2 JAK)

V

STAT1 or B
STAT2 =

N

/ E3) ! N

ST 1 Transkription 'Transkription.
N[ IsRE ey N\

®
4 GAS

STAT

- X

N /

AGTTTCNNTTCNG/T TTC/ANNNG/TAA

Zellkern

Abbildung 5: Interferon Typ I- und Typ 2-Signalweg

Alle Typ 1 Interferone (IFN) binden an einen gemeinsamen Oberflachenrezeptor, dem
Interferon Typ 1 Rezeptor (IFNAR). IFN-y (Typ 2 IFN) bindet als einziger Ligand an den
Interferon Typ 2 Rezeptor. Die Rezeptoren sind mit JAKs (Januskinasen) bzw. TYK2
(Tyrosinkinase 2) assoziiert, die zur Phosphorylierung der Signalproteine bendtigt werden
und STAT 1 und 2 aktivieren. Diese Aktivierung induziert die Bildung des
STAT1/STAT2/IRF9 (IFN-regulatory factor 9)-Komplexes (ISG3, IFN-stimulated gene (ISG)
factor 3) und des STAT1/STA2-Homodimers. Die Komplexe translozieren in den Zellkern, wo
ISG3 an ISREs (IFN-stimulated response elements) und der STAT1/STAT1-Homodimer an
GAS (IFN-y -activated sites) binden und die Transkription unterschiedlichster IFN-stimulierter
Gene bewirken. Modifiziert nach (PLATANIAS, 2005)
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2.4.3. Toll-like Rezeptoren

Der Expression proinflammatorischer Proteine geht die Aktivierung einer
Signalkaskade voraus, die durch die Erkennung von inflammatorischer Liganden
durch membranstdndige Rezeptoren in Gang gesetzt wird. So sind die Toll-like
Rezeptoren ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Sie gehodren zur Gruppe
der PRRs (pattern-recognition receptors) und dienen der Erkennung von
konservierten pathogen-assoziierten molekularen Mustern und induzieren die
primare Auslosung einer Immunantwort wie der Aktivierung von Zytokinen und
Interferonen. Ihr Name leitet sich von dem bei der Taufliege Drosophila melanogaster
entdeckten Rezeptor Toll ab, zu dem sie eine strukturelle und funktionelle Homologie
aufweisen. Dieser Rezeptor wurde urspringlich im Zusammenhang mit seiner
Bedeutung fur die dorso-ventrale Strukturierung in deren Embryonalentwicklung
beschrieben (HASHIMOTO et al., 1988; LEMAITRE et al., 1996).

Bisher wurden 13 TLR-Paraloge identifiziert (im Menschen 10, in der Maus 12)
(BEUTLER, 2004). TLRs erkennen korperfremde mikrobiologische Komponenten
bakterieller, viraler oder pilzstammiger Herkunft, aber auch TLRs endogene Liganden
und sind somit auch bei inflammatorischen Prozessen involviert. Die Rezeptoren
erkennen dabei Material, das bei Zellschadigungen oder —tod entsteht, sogenannte
damage-associate molecular patterns (DAMPs) (GALLUCCI, MATZINGER, 2001;
IONITA et al., 2010).
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Galectin-3

-| Endogen | 1 Ezm Fibronektin

{Modifizierte LDL

- andere ) .
Frei Fettsauren

Abbildung 6: Schematische Darstellung der exogenen und endogenen TLR-Liganden
Modifiziert nach (IONITA et al., 2010)
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Der erste beschriebene (in Drosophila melanogaster) und aufgrund der
Signaltransduktion des Liganden LPS (Lipopolysaccharid) essentielle Rezeptor ist
TLR4 (POLTORAK et al., 1998).

Die Expression der TLRs unterscheidet sich von Gewebe zu Gewebe. So ist auch im
menschlichen Herz die mRNA-Expression von TLR 1 bis 10 unterschiedlich
ausgepragt. Der Expressionslevel von TLR 2, 3 und 4 ist anndhernd 10mal hoher als
die von TLR 1, 5 und 10 (NISHIMURA, NAITO, 2005).

Toll-like Rezeptoren gehdoren zu den Typ 1-Transmembranproteinen. Der
extrazellulare Bestandteil der TLRs besteht aus einer n-terminalen leucinreichen LRR
(Leucin rich repeats) Sequenz, die aus 19 - 25 Tandem-Kopien besteht, und einem
intrazellularen Signal-Motiv, welches der Struktur von Interleukin 1 ahnelt und
deshalb als TIR-Domain (Toll/IL-1 homology domain) bezeichnet wird. Die Toll-like
Rezeptoren 1 - 6 sind auf der Zellmembran lokalisiert, wahrend TLR 3 ,7 und 9 im
intrazellularen Kompartiment primar von Endosomen und vom Endoplasmatischen
Reticulum exprimiert werden, wobei die Ligandenbindungs-Domane ins Lumen des
Vesikels gerichtet ist (KAWAI, AKIRA, 2010; MANN, 2011).



18
Einleitung

IL-1R TLR

Ig-like LRRs

domain

Box 1
= B Box 2 B

TIR domain

Box 3

U

Abbildung 7: Aufbau des Toll-like Rezeptors

Die intrazellulare Struktur des IL-1 Rezeptors (IL-1R) und die der Toll-like Rezeptoren (TLR)
sind &hnlich. Beide besitzen eine konservierte zytoplasmatische Doméane. Angelehnt an den
IL-1R wird dieser Teil der TLRs als TIR domain bezeichnet. Die TIR-Doméane besteht aus
drei hoch homologen Regionen (= Box 1,2,3). Der extrazellulare Bestandteil der TLRs hat
Tandem-Repeats aus Leucin-reichen Sequenzen (leucin rich repeats, LRR). Modifiziert nach
(AKIRA, TAKEDA, 2004)

Die Ligandenbindung bewirkt eine Dimerisierung und einen Konformationswechsel
der TLRs, was zur Aktivierung der nachgeschaltete Signalmolekule fihrt. Wenn es
auch extrazellular eine Vielzahl von TLR-Liganden gibt, so sind den zehn Toll-like
Rezeptoren zur intrazellulare Signaltransduktion nur vier Adaptorproteine
nachgeschaltet: MyD88 (myeloid differentiation factor 88), MAL/TIRAP (Myd88-
adaptor-like/TIR-associated protein), TRIF (Toll-receptor-associated activator of
interferon, auch als TIR-domain-containing molecule 1, TICAM1 bezeichnet) und
TRAM (Toll-receptor associated molecule, auch als TIR-domain-containing molecule
2, TICAM2 bezeichnet).
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2.4.4. Toll-like Rezeptor Signaling

Fur das Anschalten der inflammatorischen Zytokinproduktion ist MyD88 essentiell.
Nach Ligandenbindung aktiviert MyD88 alle TLRs, aul3er TLR3. MyD88-unabhéngig
fuhrt die Stimulation von TIRAP/MAL Uber TLR3- und TLR4 ebenfalls zur Produktion
inflammatorischer Zytokine. Bindet der Ligand Poly 1:C an TLR3 wird die
intrazellulare Signaltransduktion, die zur Aktivierung von Typ 1-Interferonen fuhrt,
angeschaltet. Dieser Signalweg ist MyD88-unabhangig und wird alleine von TRIF
induziert. Auch die Stimulation von TLR4 fuhrt zur Interferoninduktion. Somit nimmt
TLR4 eine Sonderstellung innerhalb der Toll-like Rezeptoren ein, weil seine
Aktivierung durch seinen Liganden LPS sowohl den MyD88-abhangigen als auch —

unabhangigen Signalweg anschaltet.

2.4.5. MyD88- und TIRAP- Signalkaskade

Sowohl MyD88 als auch TIRAP setzen eine Signalkaskade in Gang, die die
Expression inflammatorischer Zytokine bewirkt. Die Bindung von MyD88 oder TIRAP
an TLRs Iost die Phosphorylierung von IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4) aus, was
wiederum zur Phosphorylierung der assoziierten IRAK1 fuhrt. Dadurch bindet TRAF6
(tumour-necrosis-factor-receptor-associated factor 6) und der Komplex aus
phosphorylierter [IRAK1 und TRAF dissoziiert von IRAK4, um an der
Plasmamembran mit TAK1(transforming-growth-factor-g-activated kinase 1), TAB1
(TAK1-binding protein 1) und TAB2 zu assoziieren. Das hat die Phosphorylierung
von TAB1 und TAB2 sowie die Degradierung von IRAK1 zur Folge. Der Ubrige
Komplex aus TRAF6, TAK1, TAB1 und TAB2 transloziert in das Zytosol und
assoziiert dort mit den Ubiquitin-Ligasen UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13)
und UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1).TRAF6 wird nun
ubiquitinyliert und dadurch wird TAK1 aktiviert. TAK1 wiederum phosphoryliert
anschlieBend MAP-Kinasen (mitogen-activated protein Kinase) und den IKK-
Komplex (inhibitor of nuclear factor-kB-kinase complex). Der IKK-Komplex setzt sich
aus IKK-a (IKK1), IKK-B (IKK2) und IKK-y (nuclear factor —kB, NF-kB). Die
Phosphorylierung dieses Komplexes fuhrt zur Phosphorylierung des NF-kB Inhibitors
IkB, der dann ubiquitinyliert und schliel3lich degradiert wird. NF-kB kann somit in den
Zellkern translozieren und dort die Expression von inflammatorischen Zytokinen
induzieren (AKIRA, TAKEDA, 2004).
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Abbildung 8: Der Myd88-abhangige Signalweg
fuhrt Uber Aktivierung von NF-kB zur Induktion der Genexpression inflammatorischer
Zytokine (AKIRA, 2003), mit Erlaubnis

2.4.6. MyD88-unabhéangige Signhalkaskade: TRIF

Das Adaptormolekil TRIF wurde in vielen Geweben unter auch im Herzen
nachgewiesen. Seine hochste Expression scheint im Skelettmuskel zu sein
(NISHIMURA, NAITO, 2005). Humanes TRIF ist ein groRes Polypeptid aus 712
Aminosauren und wurde als TLR3-asoziiertes Molekul durch zwei Hybrid-Screenings
identifiziert (OSHIUMI et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2002).

Kawei et al. zeigten, dass die Stimulation von TLR3 und 4 ohne die Aktivierung von
MyD88 zur Induktion von Typ 1 Interferonen (IFN o/B) fuhrt (KAWAI et al., 2001).
Diese Immunantwort ist komplett MyD88-unabhéngig aber ganzlich TRIF abhangig
(YAMAMOTO et al., 2003). Die Expression von Interferon bzw. Interferon-
assoziierten Genen benotigt neben NF-kB den Transkriptionsfaktor IRF3 (Interferon-
regulatory factor 3). Weil IRFs fir die Induktion von Typ | IFN und IFN-abhangigen
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Genen essentiell verantwortlich sind, erklart dies die wichtige Rolle von TRIF fur
diesen Weg der Immunantwort (SATO et al., 2000; YONEYAMA et al., 1998).

Die TRIF-abhangige Aktivierung von IRF3 erfolgt Uber nicht kanonischen IkB-
Kinasen (IKKs) und IKK-¢ (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon,
inducible IKK, IKKi) und TBK1 (TRAF-family-member-associated NF-kB activator
(TANK)-binding kinase 1). IRF3 wird phosphoryliert und transloziert schlief3lich nach
Dimerisierung in den Zellkern. Daneben aktiviert TRIF tUber zwei unterschiedliche
Signalwege den NF- kB-Komplex. Durch aminoterminale Anlagerung von TRAF6
(tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor 6) sowie durch carboxyterminale

Anlagerung von RIP (Receptor-interactive protein 1) wird NF- kB aktiviert.

Die Interaktion der beiden Toll-like Rezeptoren TLR3 und TLR4 mit TRIF als
Adaptormolekil sind unterschiedlich. Wahrend der TLR3-Rezeptor, der
ausschlie8lich mit TRIF interagiert, direkt TRIF bindet, ist bei der TLR4 / TRIF-

vermittelten Immunantwort das Adaptorprotein TRAM dazwischen geschaltet.

Die TLR-Signalwege sind heute immer noch nicht ganzlich beschrieben. So zeigten
Akira et al, dass die Inhibition von TRIF auch Einfluss auf den TLR4 / MyD88-
abhéngigen Signalweg hat (AKIRA et al., 2003; HOEBE et al., 2003) und durch
Hemmung von TRIF die Produktion inflammatorischer Zytokine erheblich
herabgesetzt wird. Da der TLR4 medierte MyD88-Signalweg selbst nicht
beeintrachtig ist, missen ein oder auch mehrere noch nicht definierte Molekile
neben oder vor NF-kB fur die Produktion inflammatorischer Zytokine verantwortlich

sein.
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Abbildung 9: Der MyD88-unabhéngige TRIF-Signalweg
Die Ligandeninteraktion von TLR3 (Ligand: ds-RNA) oder TLR4 (Ligand: LPS) aktiviert den
TRIF-Signalweg, der Uber IRF3 bzw. NF-kB zur Induktion der Genexpression von Typ 1-
Interferonen fuhrt. Modifiziert nach (KAWAI, AKIRA, 2006)

Zellkern

2.4.7. Die Bedeutung der Inflammation bei maladaptiven kardialen Remodeling

Inflammatorische Signalwege sind involviert im maladaptiven kardialen Remodeling.
Durch inflammatorische Einflisse kommt es im betroffenen Gewebe zu einer
veranderten Expression von Botenstoffen. Diese Botenstoffe wiederum initiieren pro-
und anti-inflammatorische  Vorgange. Es wurde bereits gezeigt, dass
Nachlasterhhung zu kardialer Inflammation mit Makrophageninfiltration und
perivaskularer Fibrose fuhrt. Daraus resultiert eine mit kardialer Hypertrophie
einhergehende diastolische Dysfunktion (Nicoletti und Michel 1999; Kuwahara, Kai et
al. 2003; Kuwahara, Kai et al. 2004). Die pathogene Bedeutung inflammatorischer
Zytokine fur das Remodeling ist durch verschiedene Mausmodelle belegt. So fiihrte
eine kontinuierliche systemische Gabe von TNF-alpha zu einer Verschlechterung der
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LV-Pumpfunktion, einer Verkirzung der Myozyten und schlieBlich zu einer LV-
Dilatation (BOZKURT et al., 1998). Im transgenen Mausmodell mit einer kardialen
Uberexpression von TNF-alpha entwickelten die Mause eine dilatierte
Kardiomyopathie, bei der sich eine Hypertrophie, eine LV-Dilatation, interstitielle
Fibrose, Apoptose der Myozyten und eine verringerte Auswurffraktion zeigte
(KUBOTA et al.,, 1997). Das Fehlen von TLR4 fuhrte zu vermindert kardialer
Hypertrophie und Inflammation (EHRENTRAUT et al., 2015; EHRENTRAUT et al.,
2011; HA et al., 2005; KACZOROWSKI et al., 2009a; KACZOROWSKI et al., 2009b;
KACZOROWSKI et al., 2009c). Singh et al. zeigten, dass die Aktivierung
unterschiedlicher inflammatorischer Signalwege sich auch unterschiedlich auf das
maladaptive Remodeling auswirkt. So war in MyD88 knock out Mausen die
Angiotensin |l induzierte Hypertrophie sowie auch die Expression kardialer Gene
eher erhoht, wohingegen in M&usen mit nicht funktionellem TRIF die Hypertrophie
sogar eher etwas gemildert und die Expression kardialer Gene erniedrigt war (SINGH
et al., 2015).

2.5. Tiermodell der TRIF defizienten Maus

Die experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit wurden unter anderem am
etablierten Tiermodell der TRIF defizienten Maus (C57BL/6J-Ticam1-"°%/J, Jackson
Laboratories) durchgefiihrt. Die Mauslinie wurde mittels ENU (Ethylnitrosoharnstoff)-
Behandlung generiert. Dieses Mutagen bewirkte innerhalb des TRIF-Gens die
Deletion eines einzelnen Guanins im Codon 708, was wiederum zu einer Frameshift-
Mutation flhrte wobei die letzten 24 C-terminalen Aminosduren durch 11

unzusammenhangende Aminoséuren ausgetauscht wurden.

Nachgewiesen wurde diese Mutation erstmals Uber die Fahigkeit der murinen
Makrophagen auf eine LPS-Behandlung zu antworten. Diese Mause wurden uber
ihre Resistenz gegenlber den toxischen Effekten von LPS selektiert. TRIF-defiziente
Mause sind nicht in der Lage nach Infektion mit murinem Zytomegalievirus, Type |
Interferon zu produzieren. Abgesehen von einer veranderten Immunantwort sind die
C57BL/6J-Ticam1"%%/J - Mause phanotypisch unauffallig. Sie sind lebensfahig,
fortpflanzungsféhig, normal grol3 und zeigen weder physische Abnormalitdten noch
Verhaltensauffalligkeiten. (HOEBE et al., 2003).



24
Einleitung

2.6. Zielsetzung

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen sollen die Bedeutung des
MyD88-unabhéngigen TRIF Signalwegs im Rahmen einer kardialen Hypertrophie
naher charakterisieren. An TRIF defizienten Mausen soll unter Zuhilfenahme des
etablierten Tiermodells der Nachlast-induzierten Hypertrophie (Transaortaler
Konstriktion, TAC) der Einfluss des TLR-Adaptorproteins TRIF auf den kardialen
Phanotyp und funktionelle Parameter beschrieben werden. In vivo und In vitro
Analysen sollen die zugrundeliegenden zellularen Mechanismen sowohl auf Protein-

als auch auf molekularer Ebene beleuchten.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Allgemeine Laboreinrichtungen, verwendete Maschinen und Arbeitsgerate
entsprachen den in der Molekularbiologie tblichen Anforderungen und sind hier nicht
gesondert aufgefuhrt bzw. im Zusammenhang mit der jeweiligen Methode erwahnt.
Die Materialien, welche fir die Durchfihrung der Arbeit im Speziellen wesentlich
waren, sind in folgender Tabelle aufgelistet oder im Zusammenhang mit der
jeweiligen Methode erwéhnt. Chemikalien, die nicht gesondert aufgefuhrt sind,
wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und VWR

(Darmstadt) bezogen.

3.1.1. Kits
Tabelle 1: Kits
Bezeichnung Hersteller/Vertrieb
peqGOLD TriFast Peqlab, Erlangen
KAPA SYBR FAST Universal Peglab, Erlangen
Absolutely RNA Microprep Kit Stratagene, La Jolla, USA
High Capacity cDNA Reverse Transcription Life Technologies/Applied
Kit Biosystems, Darmstadt
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Life Technologies/Applied
Kit Biosystems, Darmstadt
miScript Il RT Kit Qiagen, Hilden
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen, Hilden
QuickZyme™ Soluble COLLAGEN Assay | 3 ok4yme Blosciences, Leiden,
Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche, Mannheim
pegGold RNA Pure Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
HiPerFect Transfection Reagent Qiagen, Hilden
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3.1.2. Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Acrylamid/Bisacrylamid

Bio-Rad, Miinchen

Aprotinin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
APS Serva, Heidelberg
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BSA Serva, Heidelberg

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Citraconsaureanhydrid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI

Merck, Darmstadt

DMSO

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DTT Sigma-Aldrich, Taufkirchen
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Eosin Merck, Darmstadt

Glucose Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glycerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Hamatoxylin Merck, Darmstadt

HEPES Serva, Heidelberg

Igepal Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Leupeptin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PMSF Sigma-Aldrich, Taufkirchen
SDS Roth, Karlsruhe

Sirius Red Polyscience Inc., Cham, CH
St. Thomas Hospital-Losung Dr. Franz Kéhler Chem., Bensheim
TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tween20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

TRITC-konjugiertes Streptavidin

Dianova, Hamburg

Vectashield MountingMedium f. Fluorescence

Linaris, Dossenheim
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3.1.3. Puffer und Lésungen
Citraconsaure-Anhydrid-

Puffer (pH 7,4) 0,05% Citraconsaure Anhydrid (v/v)

1l HZOdest
Blocking-Puffer 5% Magermilchpulver (w/v) in PBS-Tween-Puffer
Eosin gelblich: 0,2% Eosin (w/v)

100 ml Hzodest

0,02% Eisessig (V/v)

H&matoxylin nach Ehrlich 5% Hamatoxylin (w/v)

100 ml 96 % Isopropanol

100 ml H2Ogest

100 ml reinstes Glycerin

7,5% Kalium-Aluminium-Sulfat (w/v)
100 ml 96 % Isopropanol

2,5% Eisessig (v/v)

Die Lo6sung muss nachfolgend lichtgeschitzt gelagert werden und 2-4
Wochen bei Raumtemperatur reifen.

HCI-Alkohol 70% Isopropanol (v/v)

0,1% konzentrierte HCI (v/v)
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Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4) 118,5 mM NacCl

Lysepuffer fiir Proteine

Milz-EDTA-Puffer

PBS-Puffer (10x)

25 mM NaHCO3
4,7 mM KClI

1,2 mM MgSO,
2,5 mM CacCl,
0,5 mM EDTA
11,2 mM Glucose

Begasung mit Carbogen (95% O,/ 5% CO5)

100 mM Tris (pH 6,8)
4% SDS (v/v)

20% Glycerol (v/v)
0,1 mM PMSF

2 UM Leupeptin

1% Aprotinin (v/v)

100 ml 10xPBS

10 ml FKS

40 ml 0,5M EDTA
Ad 1000 ml H2Ogest

Steril filtrieren

1,4 M NaCl
27 Mm KCl
100 mM Na,HPO4

18 mM KH,PO, (pH 7,4)
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PBS-T-Puffer

Protein-Ladepuffer (5x)

1x PBS-Puffer

1% Tween20 (v/v)

0,25 M Tris/HCL (pH 6,8)
10% SDS (v/v)

50% Glycerol (v/v)

0,05% Bromphenolblau (w/v)

0,5MDTT

Puffer zur Isolation von neonatalen Kardiomyozyten

ADS-Puffer

116 mM NaCl

20 nM HEPES
0,8 mM Nay;HPO4
5,6 mM Glucose
5,4 mM KCI

0,8 MM MgSO, (x7H,0)

Nach dem L&ésen der Substanzen in HoOgest Wurde der pH-Wert mit 1 M NaOH
auf 7,35 eingestellt, die Losung steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Enzym-Mix

90 ml ADS-Puffer
48 mg Pankreatin

40 mg Kollagenase Typ Il

Nach dem Losen der Enzyme im ADS-Puffer wurde die Lésung filtriert und auf

Eis gehalten.

SDS-Elektrophoresepuffer

25 mM Tris/HCI
0,1% SDS (w/v)

200 mM Glycin (pH 8,2-8,4)



Material und Methoden

30

Sirius Red-Ldsung 0,1% 0,1% Sirius Red-Ldsung (v/v)

500 ml 1,2 % Pikrinsaure (pH 2,0)

Die angesetzte L6ésung musste nachfolgend 1 Woche bei Raumtemperatur reifen.

SSC-Puffer (20x) 3 M NaCl (pH 7,2)

0,3 M Na-Citrat

1 | Hzodest

SSC-Tween-Puffer (4x) 4x SSC-Puffer

0,1% Tween20 (v/v)

Western Transfer-Puffer 25 mM Tris/HCI (pH 8,3)

192 mM Glycin

20% Methanol (v/v)
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3.1.4. Real time Primer

3.1.4.1.

Primer zur semi-quantitativen Bestimmung von mRNA

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg bezogen.

Tabelle 3: Murine Primer

Target Forward Primer Reverse Primer

18s TCA ACACGG GAAACCTCAC ACC AGACAAATCGCTCCAC

ANP CCT AAG CCCTTGTGG TGT | A% ACT GGG AGA GEC AAG

BNP GAC CAA GGC CTC ACA AAA GA | fOA CCC AGG CAG AGT CAG

E:I\/Cl:(ll_lgl) TGC CCT AAG GTC TTC AGC AC | AAAATG GAT CCACACCTT GC

CCL5

(RANTES) GAC ACCACACCCTGCTGCT TACTCCTTG ATG TGG GCA CG

CCL11 ACC GAG TGG TTA GCT ACC | TGG TGA TGA AGA TGA CCC

(Eotaxin) AGT TG CTG

CX3CL1 TTA CGG CTA AGC CTC AGA

(Fraktalkin) GCA CTC GGC CAAACG GTG GT
AGG TCT TTG AGG GAT TTG

CXCL9 (MIG) | AAT GCACGATGCTCCTGCA TAG TGG

CXCL10 CCC ACG TGT TGA GAT CAT TG CAC TGG GTA AAG GGG AGT

(IP10) GA

CXCL11

(I-TAC) AAG TCACGT GCACACTCCAC | CGTGTG CCT CGT GATATT TG

CXCL12 AAA CCA GTC AGC CTG AGC

(SDF-1) TAC C GGC TCT GGC GAT GTG GC

IFNB CGA CAAAGCACTAGCATTCG | TGAATG GCAAAGGCAGTGTA

IL4 GCA ACG AAG AAC ACC ACA GA | ATC GAA AAG CCC GAAAGAGT

IL6 TCC TAC CCCAATTTC CAATG | ACC ACAGTG AGG AAT GTC CA

IL10 gg; CTT ACT GAC TGG CAT CGC AGC TCT AGG AGC ATG TG

IRF3 ACG TGT CAA CCT GGA AGA GG | GGC ACC CAG ATG TAC GAAGT

Kollagen 1a -(I;C.IB_A CTG GAA GAG CGG AGA GTT CGG GCT GAT GTACCAGT

TGF-beta GAC TTT TCC GCT GCT ACT GC | AAT AGG GGC GTC TGA GGA

TNF-alpha GAT TAT GGC TCAGGG TCCAA | CTCCCTTTG CAG AACTCA GG

TRIE TTG GGA CAC GAT CTA CGA | AGG AGC ACA GGA GAA AGC

CA

AG
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3.1.4.2 Primer zur semi-quantitativen Bestimmung von microRNA

Tabelle 4: Murine Primer, TagMan® MicroRNA Assay, Life Technologies/

Applied Biosytems, Darmstadt

miRBase ID

Mature miRNA-Sequenz

RNUG6B

CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

mmu-miR-29b-3p

UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

mmu-miR-146a-5p

UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

3.1.5 Western Blot: Antikdrper
Tabelle 5: Western Blot. Primarantikdrper. Zu detektierende Proteine, deren

Molekulargewicht (kDa), verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

Protein Antikorper Verdinnung
AKT Polyklonaler anti-Akt IgG, Kaninchen 1:500
(60 kDa) (Cell signaling, Frankfurt aM) '

BAX Monoklonaler anti-BAX 1gG, Maus 1:500
(23 kDa) (Santa Cruz, Heidelberg) '

BCL Polyklonaler anti-BCL-2 1gG, Kaninchen 1:500
(26 kDa) (Santa Cruz, Heidelberg) )
GAPDH Monoklonaler anti-GAPDH IgG, Maus 1:10.000
(37 kDa) (Santa Cruz, Heidelberg) T
IRF3 Monoklonaler anti-IRF3 1gG, Kaninchen 1:1.000
(45-55 kDa) (Cell signaling, Frankfurt aM) "
MRNA :

Polymerase2 ?I/\I/Io”rlwiolélrgenaslecrh \allvr;tlll;ECNr;;Dolymerase Il lgG, Maus 1:4.000
(220 kDa) bore,

pl6 Monoklonaler anti-p16 IgG, Maus 1:500
(16 kDa) (Santa Cruz, Heidelberg) )

p53 Monoklonaler anti-p53 IgG, Maus 1:500
(53 kDa) (Santa Cruz, Heidelberg)

PAKT Polyklonaler anti-pAkt (S473) IgG, Kaninchen 1:500
(60 kDa) (Cell signaling, Frankfurt aM)

pSmad3 Monoklonaler anti-pSmad3 (S423/425) IgG, | 1:1.000
(52 kDa) Kaninchen (Cell signaling, Frankfurt aM)

Smad2/3 Polyklonaler anti-Smad2/3 IgG, Kaninchen 1:1.000
(60/52 kDa) (Cell signaling, Frankfurt aM)

Smad4 Monoklonaler anti-Smad4 1gG, Kaninchen 1:1.000
(70 kDa) (Cell signaling, Frankfurt aM)

TGF-beta Monoklonaler anti-TGF-betal 1gG, Maus 1:250
(60 kDa) (Sigma, Taufkirchen)
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Tabelle 6: Western Blot. Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper zur

Immundetektion. Spezies, verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

Spezies Antikorper Verdinnung
: Peroxidase-gekoppelter anti-Kaninchen-Antikorper | . .
Kaninchen (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 1:4.000
: Peroxidase-gekoppelter anti-Ziege-Antikorper _
zlege (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 1:8.000
Peroxidase-gekoppelter anti-Maus-Antikorper .
Maus (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 1:5.000

3.1.6 Immunhistochemie: Antikorper

Tabelle 7: Immunhistochemie. Primarantikorper. Antigen, verwendete

Antikorper und deren Verdinnung

IgG, Maus, (Dianova, Hamburg)

Antigen Antikorper Verdinnung
Polyklonaler anti-CD3 IgG, Kaninchen ]

Cb3 (abcam, Cambridge, UK) 1:30
Monoklonaler anti-F4/80 IgG, Ratte )

F4/80 (abcam, Cambridge, UK) 1:30

a-sarkomerisches | Monoklonaler anti-a-sarkomerisches Aktin | .

Aktin 1:30

Tabelle 8: Immunhistochemie. Fluoreszenz-gekoppelte Sekundarantikorper.

Spezies, verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

Spezies Antikodrper Verdinnung
Maus FI'_I'C-konJuglerter anti-Maus IgM 1:50
(Dianova, Hamburg)
. TRITC-konjugierter anti-Ziege IgG .
Zlege (Dianova, Hamburg) 1:30

Tabelle 9: Immunhistochemie. Biotin-gekoppelte Sekundarantikérper. Spezies,
verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

(Dianova, Hamburg)

Spezies Antikorper Verdinnung

Ratte qutln-konjuglerter anti-Ratte 1gG 1:30
(Dianova, Hamburg)

Kaninchen Biotin-konjugierter anti-Kaninchen IgG 1:30
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3.1.7 Zellkultur

3.1.7.1 Zelllinien
THP1; ATCC, Manassas, USA: Immortalisierte humane monozytare Zelllinie.
Nahrmedium: RPMI 1640 (+ L-Glutamin) zuziglich 10% Foétales Kalberserum (v/v).

Human  Aortic  Endothelial Cells (HAoOEC); Promocell, Heidelberg
Nahrmedium: Endothelial Cell Growth medium MV2, Promocell, Heidelberg
Zum Splitten der Zellen wurde aufgrund der geringen Serumkonzentration ein
spezifischer DetachKit (HEPES BSS, Trypsin/EDTA und Trypsin-Neutralisierungs-

Lésung), Promocell, Heidelberg, verwendet.

3.1.7.2 Primarkulturen
Neonatale Ratten-Kardiomyozyten
Nahrmedium: F-10 (Ham + Glutamin) zuzlglich 10% Pferde Serum (v/v) und

5% Fotales Kalberserum (v/v).

Neonatale Ratten-Fibroblasten

N&hrmedium: DMEM zuzlglich 5% Fotales Kalberserum (v/v).

Um bakterielle Kontaminationen der Kulturen zu vermeiden, wurde den Medien

1% Streptomycin/Penicillin (v/v) zugegeben.

Bei der Herstellung der Hungermedien wurde jeweils der Serumanteil weggelassen.
Die Medien, Seren und Penicilline sowie Trypsin/EDTA wurden, wenn nicht anders

vermerkt, von der Firma Invitrogen (Basel, CH) bezogen.
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3.1.7.3 SiRNAs zur Transfektion von Zellen
Tabelle 10: Flexi Tube siRNA, Qiagen, Hilden

SiRNA Gene Spezies
HS TICAM 1 TICAM 1 Mensch
Rn_TICAM 1 TICAM 1 Ratte
AllStars hs Cell Death Control sSiRNA covered Mensch
AllStars Mm/Rn Cell Death Control

. covered Maus, Ratte
SIRNA
AllStars Negative Control sSiRNA Keine Homologie II\Q/Igtrtlgch, Maus,

3.1.8 Computersoftware
Zur Erstellung dieser Arbeit wurden die Programme MS Word Office 2010, MS Power
Point 2010, GraphPad Prism 6.0, Labworks 3.0 und NIS 3.2 (Nikon) verwendet.

3.1.9 Statistik

Die experimentellen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit sind als Mittelwerte +
Standardfehler (SEM, ,Standard error of the mean®) dargestellt. Zur statistischen
Auswertung der durchgefiihrten Experimente wurden One-Way-Anova Analysen mit
post Bonferroni-Tests zum Vergleich mehrerer Behandlungsgruppen bzw.
ungepaarte T-Tests zum statistischen Vergleich zweier Gruppen verwendet. Die p-
Werte sind 2-seitig mit p<0,05; p<0,001.
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3.2 Methoden
Alle bei den einzelnen Methoden benétigen selbst angesetzten Puffer und Losungen

sind unter 1.1.3 Puffer und Lésungen zu finden.

3.2.1 Mauslinie und Tierhaltung

Im Versuch wurden C57BL/6J-Ticam1-"°?/J Mause (Jackson Laboratories) verwendet
(HOEBE et al., 2003). Die Zuchtpaare wurden uber die Firma Charles River GmbH,
Sulzfeld bezogen und die Zucht fand vor Ort statt. Als Kontrolle dienten C57BL/6J-
Mause, die alters- und geschlechts-abgeglichen Uber Charles River GmbH
Deutschland bezogen wurden. Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung des
Deutschen  Tierschutzgesetzes  durchgefihrt  (Genehmigung gemall 88
Tierschutzgesetz, Versuch-Nr. 01/2011). Die Tiere waren im Tierstall des Instituts fur
Klinisch-Experimentelle  Chirurgie des  Universitatsklinikums  Homburg/Saar
untergebracht und wurden von den dort beschéftigten Tierpflegern versorgt. Die
Haltung der Tiere erfolgte unter Standardbedingungen, d.h. 3-10 Tieren
gleichgeschlechtliche Tiere wurden in normierten Makrolonkafigen bei einem 12-
Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus sowie bei 20°C Raumtemperatur und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50% gehalten. Standardisiertes Alleinfuttermittel und Wasser
wurden den Tieren ad libitum zur Verfiigung gestellt und deren Aufnahme regelmafig

kontrolliert.

3.2.1.1 Tiermodell zur Induktion einer pathologischen Hypertrophie in Folge
einer Erhéhung der Nachlast durch Aortenligatur (Transaortaler
Konstriktion, TAC)

3.2.1.1.1 Narkoseeinleitung und OP-Vorbereitung der Versuchstiere

Die Anasthesie der Versuchstiere erfolgte mit einer 2:1 Mischung aus Ketavet® (100
mg/kg Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe) zur Sedation und Analgesie und
Rompun® (10mg/kg Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Berlin) zur
Muskelrelaxation, die in einer 1:10 Verdinnung mit 0,9% NaCl 0,3ml pro 20g
Korpergewicht intraperitoneal appliziert wurde. Die gewahlte Dosis und

Zusammensetzung fuhrte in der Regel nach 15 Minuten flr die Dauer von circa 50
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Minuten zu einer tiefen Narkose des Tieres. Das prophylaktische Aufragen von
Augensalbe (Bepanthen®, Roche, Mannheim) verhinderte wahrend des Eingriffes
das Austrocknen der Augen. Nachfolgend wurde das OP-Feld links des Sternums
durch Rasur vorbereitet. Zur Konstanthaltung der Koérpertemperatur wahrend des
Eingriffs und um eine Hypothermie der Tiere zu vermeiden, wurde auf einer durch ein
darunter liegendes Heizkissen erwarmten Glasplatte, operiert. Die OP selbst erfolgte
unter einem OP-Mikroskops (Nikon SMZ645, Nikon, Dusseldorf).

Die narkotisierte Maus wurde danach fir die Durchfihrung der Intubation in
Schniiffelposition mittels Fadenschlinge um die Schneidezahne fixiert. Die Intubation
erfolgte bei geotffneter Stimmritze nach seitlicher Positionierung der Zunge mithilfe
einer gebogenen Pinzette und unter direkter Beleuchtung des Larynx durch die
Lichtquelle des OP-Mikroskops. Im Anschluss wurde der selbst hergestellte Tubus
(22-gauge Venenverweilkanile, Venflon™Pro Safety, BectonDickinson, Heidelberg
und 18-gauge Kanlle, 100 Sterican®, Braun, Berlin) vorsichtig in die gedffnete
Trachea geschoben. Die intubierte Maus wurde in Rechtsseitenlage mittels Fixierung
der 4 FURe mit Leukoplaststreifen (Beiersdorf AG, Hamburg) auf der Glasplatte flach
positioniert und der Tubus mit dem Y-Stlick des totraumoptimierten Beatmungsgeréats
(Mouse Ventilator miniVent Typ 845, Hugo Elektronik, Harvard Apparatus GmbH,
March-Hugstetten) verbunden und ebenfalls fixiert. Die Beatmung erfolgte mit

Raumluft mit einem Tidalvolumen von 200ul und einer Atemfrequenz von 120/min.

3.2.1.1.2 Transaortaler Konstriktion

Nach Linksthorakaler Erdffnung unter minimal traumatischen Bedingungen unter
Zuhilfenahme eines Kinder-Augenlidspreizers zur Freihaltung des OP-Feldes, wurde
einer Fadenschlinge (Perma-Hand Seide, 6-0, 3/8 c, Ethicon, Norderstedt) unter der
Aorta im Bereich des Aortenbogens durchgezogen. Durch das vorubergehende
Einbinden einer 26- bzw. 25-gauge Kanile wurde ein definierter Durchmesser
(Mausgewicht <25 g: 400um; >25g: 450um) der Fadenschlinge erzielt. Die Ligatur
erzeugt einen Druckgradienten Uber der Aorta ascendens und fuhrt durch eine
Druckerhéhung im linken Ventrikel, welche um den Betrag des Druckgradienten
zunimmt, zu einer Hypertrophie und Dilatation. Nach der Ligatur wurde der Thorax
durch vernéhen in verschiedenen Lagen verschlossen. Sobald die Maus spontan zu

atmen begann und aus der Narkose erwachte, wurde das Tier extubiert. Um einen
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Schmerzmittelspiegel vor dem Ausschleichen der Narkose aufzubauen wurden direkt
5mg pro kg des Analgetikums Rimadyl® (15fach verdinnt mit 0,9% NaCl, Carprofen,
Pfizer, Karlsruhe) intraperitoneal appliziert. In der Regel setzten 10 min nach
Extubation die Zwischenzehenreflexe und die Schnurrhaarbewegungen ein und 30-

40 min nach Eingriff waren die operierten Tiere bewegungsféahig.

3.2.1.1.3 Sham-Operation
Die sogenannte Sham-Operation verlief bis auf das Ausbleiben der Ligatur wie oben
beschrieben, d.h. nach Durchzug des Fadens unter der Aorta wurde der Faden

wieder entfernt und der Thorax ohne weitere Manipulation verschlossen.

3.2.1.2 Totung der Versuchstiere und Organentnahme

Die Versuchstiere erhielten zur Euthanasie pro 20g Korpergewicht eine
intraperitoneale Injektion von 0,3 ml eines unverdinnten Ketavet®-Rompun®-
Narkosegemischs (100mg/kg Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe; 10mg/kg
Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Berlin) im Verhaltnis 2:1 Unmittelbar nach
Eintritt des Todes wurde der Thorax durch einen parasternalen Schnitt eréffnet. Nach
Er6ffnung des Abdomens per Laparotomie erfolgte die Entnahme der Milz, die bis zur
anschlieBenden Weiterverarbeitung in 2ml steriler isotonischer Kochsalzlésung in
einem 15ml Reaktionsgefald auf Eis gelagert wurde. Nachfolgend wurde das Herz
entnommen und gewogen. Aus dem Myokard wurde mittventrikular eine
Gewebescheibe der Dicke 2mm herausgeschnitten und diese zum Zwecke spaterer
histologischer Analysen in 4% Paraformaldehyd gelagert. Der Ubrige Teil des
Myokards wurde in ein Reaktionsgefal uberfihrt, in Flussigstickstoff schockgefroren
und bis zur weiteren Aufbereitung flr molekularbiologische bzw. fir Protein-Analysen
bei -80°C weggefroren. Des Weiteren wurde die Lunge explantiert, im Feuchtzustand
gewogen und uber Nacht bei 37°C inkubiert, um am Folgetag die Trockengewicht
des Organs zu bestimmen. Das Abwiegen der Organe im Feucht- und
Trockenzustand diente dazu, eventuell im Behandlungsverlauf entstandene Odeme
zu identifizieren und gegebenenfalls Gewichtszunahmen der Organe als Resultat
dieser Flussigkeitseinlagerungen und nicht als Folge der jeweiligen Behandlung zu

verifizieren. Die Tibialange wurde nach Amputation des linken Hinterbeins mit einem
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Lineal ausgemessen. AnschlieRend wurde das Herzgewicht in Relation zum
Korpergewicht und zur Tibialange ermittelt.

3.2.2 Echokardiographie
Die echokardiographische Analyse diente der zweidimensionalen Determination

morphologischer Aspekte und der Ermittlung funktioneller Parameter.

3.2.2.1 Narkoseeinleitung und Versuchsvorbereitung

Die Narkose wurde in einer Induktionskammer mit 3% Isofluran, gemischt mit 100%
O2 bei einer Durchflussrate von 1,0l/min eingeleitet. Nach Positionierung der Maus in
Ruckenlage auf einer Plattform mit eingebetteten EKG-Elektroden wurde die
Anasthesie via Inhalation von 1,0 - 1,5% Isofluran gemischt mit 100% O2 (1,0 I/min)
Uber eine mit dem Anasthesie-System verbundene Nasenmaske aufrechterhalten.
Nach Enthaarung im Brustbereich (Nair®, Church und Dwight, Mississauga, CAN).
Erfolgte die Fixierung der Maus mit allen vier Fiul3en auf den mit Elektrodengel
(SignaCreme, Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA) versehenen EKG-Elektroden,
Die Herzfrequenz konnte in der Regel kontrolliert auf etwa 400 Schlage/min gehalten
werden. Wahrend der gesamten Prozedur Giberwachte eine rektale Temperatursonde
die Korpertemperatur, die mithilfe der Heizfunktion der Plattform und einer

Warmelampe im Bereich von 37,0°C+1,5°C konstant gehalten wurde.

3.2.2.2 Bildgebung, Messung und Kalkulation morphologischer und
funktioneller Parameter
Mit dem Visualsonics Vevo®770high-Resolution in vivo Micro-Imaging System
(Visualsonics Inc., Toronto, CAN) unter Verwendung des Schallkopfs RMV707B
(Real-Time Micro Visualization mouse cardiac, 15-45 MHz) erfolgte die Bildgebung.
In parasternaler Langsachsenprojektion nach Erfassen des Apex und der
Aortenwurzel in einer Linie wurden zuerst zweidimensionale (B-Mode) Bilder
aufgenommen. In Enddiastole und Endsystole erfolgten in gleicher Einstellung
eindimensionale M-Mode Messungen (siehe Abbildung 10) apikal des

Papillarmuskels. Damit wurde das interventrikularen Septums (IVSd/s [mm],
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diastolisch/systolisch), der linksventrikularen internen Durchmesser in Enddiastole
(LVIDd/LVEDD [mm]) bzw. Endsystole (LVIDS/LVESD [mm]) wund der
linksventrikularen posterioren Wand (LVPWd/s [mm]; diastolisch/systolisch)
gemessen. Ebenfalls in dieser Projektion wurden bei drei Herzzyklen die
linksventrikulare KavitatsgroBen und Wanddicken gemessen und gemittelt. Um
anndhernd mittventrikulare M-Mode Aufzeichnungen zu erfassen, wurde der
Schallkopfs um 90° gedreht. In dieser Kurzachsenprojektion erfolgte die
Standardmessung der linksventrikularen anterioren Wand (LVAWd/s [mm];
diastolisch/systolisch) bei drei Herzzyklen. Um Bildartefakte aufgrund der
Atembewegung zu minimieren wurden alle Messungen in der Expirationsphase
aufgezeichnet. Unter Verwendung der Visualsonics Vevo®770 Software wurden
ausgehend von den M-Mode Messungen unter Verwendung unten aufgefiihrter
Gleichungen folgende funktionellen Parameter kalkuliert: Die linksventrikulare Masse
(LV Masse [g]) und das linksventrikulare enddiastolische Volumen (LVED vol [ul]),

sowie die linksventrikulare Verkurzungsfraktion (,Fractional shortening®, FS [%]).
LV Masse [g] = [1,05mg/mI*[(IVSd + LVIDd + LVPWd)*-LVIDd?]]

FS [%] = ((LVED vol-LVES vol)/LVED vol)*100

LVED vol [ul] = ((7,0/2,4+LVIDd))*LVIDd®

\' VISUALSONICS : Schirmer AoB BI6] w5

Christina Koerbel (imported)
RMV-7078 30 MHz

A

A NAAANAAANAA

Time (ms)

Image: 1/8 [

Abbildung 10: M-Mode Aufzeichnung
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3.2.3 Working Heart

3.2.3.1 Prinzip

Im Working Heart Perfusions-Modell wird durch eine Perfusion mit Puffer der Fluss
des Blutes im Herzen nachgestellt. Die Working Heart Methode erlaubt dem Herzen
seine physiologische Pumpfunktion aufrecht zu erhalten, das heil3t, seine
Druck/Volumen-Arbeit zu verrichten. In der Working Heart Apparatur (IH-SR
Perfusions-Apparat 844/1, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) (Abbildung 11)
kann eine komplette Analyse der hamodynamische Parameter durchgefiihrt werden.
Der Aufbau der Apparatur erlaubt es sowohl Herzfrequenz als auch Vorlast und
Nachlast separat und systematisch zu variieren und somit die Herzfunktion mit

unterschiedlichsten Fragestellungen zu untersuchen.

Durch die Variation der Hohe der Flusssigkeitssaule kann die Vorlast auf
pathologische Werte bis zu 30mmHG und angehoben werden. In der Nachlastséaule
kann mittels einer Gummimembran die Nachlast auf 0 bis 300mmHg eingestellt
werden. Uber einen externen Schrittmacher wird der rechte Vorhof stimuliert und
somit eine beliebige Herzfrequenz erzeugt. Im ,Working Heart-Modus“ werden der
Aortenflu® tber einen FlulBmesser und der Koronarflu3 tber die Pulmonalkanile
bestimmt. Durch Addition von Aortenflul3 und Koronarflud kann dann das Herz-
Zeitvolumen  ermittelt werden. Ein im linken  Ventrikel platzierter
Druckvolumenkatheter erlaubt die Messung der Druckveréanderungen wéahrend des
Herzzyklus (LVESP, LVEDP, dp/dtmin, dp/dtmax, Relaxionskonstante ).
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Abbildung 11: Aufbau der Working Heart Apparatur

3.2.3.2 Versuchsdurchfihrung

Den Méausen wurde ca. 15 min vor Euthanasie intraperitoneal 1001U Heparin injiziert.
Die Euthanasie erfolgte dann durch intraperitonealer Verabreichung eines
unverdinnten Ketavet®-Rompun®-Narkosegemischs (200 mg/kg
Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe; 10mg/kg Xylazinhydrochlorid, Bayer
Healthcare, Berlin) im Verhaltnis 2:1 und 0,3 ml pro 20 g Kérpergewicht. Unmittelbar
nach Eintritt des Todes wurde der Thorax durch einen parasternalen Schnitt eréffnet,
das Herz enthommen und in eiskalte kardioplege Lo6sung (St. Thomas-Hospital-
Losung, Dr. Franz Koéhler Chemie, Bensheim) uberfihrt. Nach Entfernung von
Perikard, Lungenresten und Trachea wurde die Aorta mit einer 18-G Metallkanile
kanuliert und in der Working Heart Apparatur mit Krebs-Henseleit-Puffer und einem
Perfusiondruck von 60mmHG perfundiert (TIJSEN et al., 2014). Nach ausreichender

Perfundierung des Herzens im Langendorf-Mode erfolgte im Rahmen der Working
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Heart-Praparation (Abbildung 11) die Positionierung einer tber die pulmonale Vene
eingefuhrten 16-G Stahlkanile im linken Atrium. Anschlieend wurde die Kanile an
eine mit Krebs-Henseleit-Puffer beflllten und auf 38°C erwdrmten Saule
(Wasserummantelung) angeschlossen, sodass im Herzen wéahrend des Arbeits-
Modes (Vorlast: 10mmHg, Nachlast: 60mmHg) eine konstante Temperatur von 37°C
vorlag. Zwei in Polyesterharz eingebettete Platin-Elektroden wurden am rechten
Atrium angebracht und damit die Herzfrequenz auf ca. 400 Schlage pro Minute (bpm)

angeregt.

Die links-ventrikuldre systolische und diastolische Funktion wurden mittels eines
Druck-Volumen-Katheters (Millar 1.4 F SPR-835, Millar, Houston, Texas) gemessen.
Dazu wurde der Katheter nach Punktation der Herzspitze mit einer 22 % -G Nadel in
die Kavitat des linken Ventrikels eingefiihrt. Das enddiastolische Druck-Volumen-
Verhéltnis (ESPVR) und die dazugehorige Steigung der EES (end-systolische
ventrikulare Elastizitat) wurden durch eine Erh6hung des Nachlast von 60mmHG auf
100mmHG beurteilt. Dabei wurden sowohl die Vorlast bei 10mmHG als auch die
Herzfrequenz bei 400bpm konstant belassen. Zum Schluss wurde durch die Zugabe
von 5yl hypertoner Salzlésung (5%) Uber die Kantle im linken Atrium die Wanddicke
bestimmt (Transientenverédnderung in der Leitfahigkeit des Krebs-Henseleit-Puffers in

der linksventrikularen Kavitat).
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Abbildung 12: Ein in die Working Heart Anlage eingespanntes Herz

Uber die im linken Vorhof positionierte Kantile (A) wird das Herz mit Perfusionslosung befiillt,
welche Uber die Aortenkanile (B) in die Nachlastsdule abflie3t. Die Messung der
Druckveranderung erfolgt tber im linken Ventrikel befindlichen Druckvolumenkatheter (C).

3.2.4 Zellkulturtechniken/ In vitro-Analysen

Alle Arbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die verwendeten Zellkulturplatten und sterilen Verbrauchsmaterialien
wurden von Greiner-bio.one, Frickenhausen, TPP, Trasadingen, Schweiz oder BD-
Falcon, Heidelberg bezogen.

3.2.4.1 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von Zellen sollte méglichst rasch erfolgen. Deshalb wurde zuerst das
Cryoroéhrchen mit der Zellsuspension (ca. 1ml) in einem 37°C warmen Wasserbad
unter Schitteln erwarmt, bis ca. 50% aufgetaut waren. AnschlieBend wurde die
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Zellsuspension in eine 100mm-Zelkulturschale mit 9ml Zellkulturmedium Uberfihrt
und durch Schwenken gemischt. Am néchsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2.4.2 Passagieren von adharenten Zellen

Nach dem Absaugen des Mediums, wurden die Zellen mit 5ml 1xPBS wachen und
mit 1-2ml Trypsin/EDTA fir 0,5 bis 2 min bei 37°C inkubiert. Dabei wurde das
Ablosen der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert. Der Vorgang wurde dann durch
Zugabe von 2ml Medium gestoppt und die abtrypsinierten Zellen wurden
anschlieend durch 3 min Zentrifugation bei 1000rpm (200g) pelletiert. Das Zellpellet
wurde anschlieend angepasst an die Proliferationsrate der Zellen in einem
entsprechenden Volumen Medium suspendiert und die Zellen wieder ausgesat.
Anmerkung: Bei HAOEC-Zellen wurde zum Splitten ein spezifischer DetachKit

bendotigt.

3.2.4.3 Passagieren von Suspensionskulturen
Bei Suspensionszellen entfallt der Abléseschritt. Die Zellsuspension kann direkt

Uberfuhrt und zentrifugiert (siehe 3.2.4.2) und anschlieBend verdinnt werden.

3.2.4.4 Einfrieren von Zellen

Nach Ablésen und Zentrifugation der Zellen (siehe 3.2.4.2) wurden die
sedimentierten Zellen in 1 ml eiskaltem FCS + 10% DMSO resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde sofort in ein eisgekihltes Cryorohrchen dberfuhrt und tber
Nacht bei —80°C zwischengelagert. Danach wurden die Zellen in flissigem Stickstoff
bei -196°C gelagert.

3.2.4.5 Bestimmungen der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurden 10ul einer Zellsuspension mit 10ul Trypanblau
vermischt. Zellen, die keine intakte Membran mehr aufweisen, nehmen den Farbstoff
Trypanblau auf. So lassen sich tote Zellen anhand ihrer Blaufarbung mikroskopisch

erkennen. 10ul dieser Verdinnung wurden auf eine einer Neubauer-Zahlkammer
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pipettiert. Zur Ermittlung der Lebendzellzahl wurden jeweils die ungefarbten Zellen
der vier Quadranten eines Kreuzes ausgezahlt und der Mittelwert berechnet. Unter
Bericksichtigung der verwendeten Verdinnung ergab sich aus nachfolgender
Formel die Gesamtzellzahl der Suspension.

Gesamtzellzahl = Mittelwert x 2 x 10* x Volumen der Zellsuspension

3.2.4.6 Kultivierung von THP1- Zellen
THP1-Zellen wachsen als Suspensionskultur und wurden in RPMI-Medium kultiviert
(Siehe auch 3.2.4.3).

3.2.4.7 Kultivierung von HA0OEC-Zellen
Die HAOEC-Zellen wurden entsprechen der allgemeinen Zellkulturtechniken (siehe
auch 3.2.4.2) kultiviert. Fur unsere Versuche wurden Zellen bis héchsten p6

(Passage 6) verwendet.

3.2.4.8 Isolation und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten aus
Rattenherzen

Aus dem explantierten Herzen von neonatale Ratten wurde eine Kardiomyozyten-
Primarkultur, d.h. eine nicht-immortalisierten Zelllinie, die nur eine begrenzte Zeit in
Kultur gehalten werden kann, gewonnen.

Zur Isolation neonataler Kardiomyozyten wurden 3-5 Tage alte Sprague Dawley
Ratten der Charles River GmbH, Sulzfeld verwendet. Um eine ausreichende
Kardiomyozyten-Dichte zu erzielen, wurden mindestens 10 Herzen pro Isolation
verwendet. Die Totung der Ratten erfolgte durch Dekapitieren mittels einer grof3en
Schere. Der Kdrper wurde unmittelbar nach der Dekapitation kurz in 70% Ethanol
gespult. Zur Enthahme des Herzens wurde ein parasternaler Schnitt in Richtung
Diaphragma angelegt und das Herz durch leichten Druck des Daumens auf den
Thorax seitlich des Einschnitts herausgedriickt und mit einer kleinen Schere
explantiert. Die Herzen wurden zun&chst in einer 100mm-Zellkulturschale in
eiskaltem ADS-Puffer gesammelt und nach Entfernung der Atrien und der grof3en
Gefal3e in eine weitere ADS-Puffer geflillte Schale auf Eis Uberfihrt. Nachdem die
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Herzen durch jeweils etwa 25 Schnitte mit einer Feinschere zerkleinert wurden,
wurde der ADS-Puffer abgesaugt. Im Anschluss erfolgte ein Gewebeverdau um die
Zellen aus dem Gewebeverbund zu I6sen und zu vereinzeln. Dazu erfolgte die
Zugabe von 10ml Enzym-Mix aus Pankreatin und Kollagenase zusammensetzt.
Pankreatin enthalt unter anderem aus Amylasen, Lipasen und verschiedenen
Proteasen. Die Kollagenase ist eine Protease, die das Separieren der kardialen
Zellen aus der extrazellularen Matrix bewirkt. Die Gewebestliicke/Enzym-Mix-
Suspension wurde in eine sterile Flasche tberfuhrt und 5 min im Schittel-Wasserbad
bei 90 U/min und 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Uberstand verworfen. Nach einer weiteren Zugabe von 10ml Enzym-Mix wurden die
Gewebestlcke fur 20 min erneut unter den oben genannten Bedingungen inkubiert.
Der Uberstand wurde in ein steriles 50ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt und der durch die
Enzyme katalysierte Verdau durch Zugabe von 2ml NCS (Neonatales Kélberserum)
abgestoppt. Diese Zellsuspension wurde dann fur 5 min bei 700rpm und RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet durch vorsichtiges
Schitteln in weiteren 4ml NCS gel6st. Die Suspension wurde bis zur weiteren
Verarbeitung bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Der Gewebeverdaus wurde mit
folgenden Inkubationszeiten im Schuttel-Wasserbad funf Mal wiederholt: 25 min, 25
min, 15 min, 10 min, 10 min. Nach dem letzten 10 minutigen Verdau wurden alle 6
Suspensionen in einem 50m| Reaktionsgefald gesammelt und 5 min bei 700rpm und
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 4 ml Medium
durch vorsichtiges Schitteln gelost und anschliel3end filtriert. Der Filter (Falcon Cell
Strainer, 70um) wurde vor und nach der Filtration der Suspension mit jeweils 1 ml
Nahrmedium (siehe 3.1.7.2) gespiilt, sodass sich ein Endvolumen von 6ml ergab. Im
Anschluss erfolgten die Aufreinigung und die Separation der Herzmuskelzellen von
den ebenfalls in der Suspension enthaltenen Fibroblasten, Endothelzellen und
glatten Muskelzellen. Die Trennung erfolgte tUber die Adhasionseigenschaften dieser
Zelltypen, welche im Gegensatz zu Kardiomyozyten auf unbehandelten
Plastikoberflachen innerhalb kurzer Zeit adharieren. Je 3ml der Suspension wurden
auf eine 6-cm?-Schale pipettiert und fiir 60 min bei 37°C und 5% CO- inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium mit den darin enthaltenen
Kardiomyozyten in ein 50ml Reaktionsgefal3 tberfihrt. Mehrmaliges Spulen der
Platten mit je 2 ml frischem Medium diente der Aufnahme der grol3tmoglichen
Kardiomyozyten-Anzahl in die Zellsuspension. Nach jedem Spulvorgang wurde der
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Anteil nicht-adhéarenter Zellen auf den beiden Platten mikroskopisch kontrolliert. Die
adharenten Zellen wurden wie unter 3.2.4.9 beschrieben zur Gewinnung der
Fibroblasten weiter kultiviert AnschlieRend erfolgte eine Zellzahlbestimmung (siehe
3.2.4.5). Die Zellsuspension wurde durch Zugabe von Nahrmedium auf das
gewunschte Volumen gebracht und je nach Verwendungszweck in entsprechende
KulturgefalRe ausgesat. Das Aussaen in der optimalen Konzentration gewéhrleistete,
dass die Zellen nach einer Adharenzphase von 48h bei 37°C und 5% CO, eine
Dichte von etwa 80% erreicht hatten. Waren ausreichende Adhéarenz und
Kontraktilitat der Herzmuskelzellen durch mikroskopische Beurteilung gewahrleistet,
wurden die Zellen in den Versuch gebracht.

3.2.4.9 Isolation und Kultivierung neonataler kardialer Rattenfibroblasten

Die Fibroblasten wurden wie unter 3.2.4.8 beschrieben aus neonatalen Sprague
Dawley Ratten gewonnen und durch Adhasion von Kardiomyozyten getrennt. Die pO-
Generation wurde in F10-Medium bei 37°C und 5% CO. inkubiert. Nach zwei Tagen
waren die Zellen zu etwa 90% konfluent, so dass sie, je nach weiterem
Verwendungszweck, auf mehrere 60mm Zellkulturschalen aufgesplittet wurden. Ab
dieser Passage (pl) wurde zur Anregung des fibroblastenspezifischen Wachstums
DMEM-N&hrmedium verwendet. Sobald der Zellrasen eine Dichte von 90% erreicht
hatte, wurde im Verhéltnis 1:3 gesplittet. In der Regel wurden die Fibroblasten aus
Passage 3 in den Versuch genommen. Dazu wurde die Zellsuspension auf die
gewilnschte Konzentration durch Zugabe von DMEM-Medium eingestellt und jeweils

3ml Medium mit 6x10° Zellen in pro Well einer 6-Well-Platte ausgesat.
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3.2.4.10 Isolation und Stimulation von mononukleédren Zellen aus der Milz
far Protein und RNA-Analysen

Zur Isolation von mononuklearen Zellen (PBMNCs) wurde die frisch entnommene in
PBS gelagerte Milz unter sterilen Bedingungen weiterverarbeitet. Dazu wurde die
Milz in eine 100mm Zellkulturschale Gberfuhrt, in der sich 15ml Milz-EDTA-Puffer
befand. Mithilfe von zwei gebogenen Kanilen (24g) wurde die Milz ausgestrichen.
Die so entstandene Zellsuspension wurde in eine 20ml- Spritze mit 18G — Kanlile
mehrmals auf- und abgezogen. Danach wurde die Zellsuspension durch einen 70um
Zellfilter in ein 50ml Falcon dberfihrt und mit sterilem PBS auf 35ml aufgefullt.
Anschlielend wurden 15ml Ficoll (Ficoll-Paque Premium 1,084 = 0,001g/ml, GE
Healthcare) vorsichtig mit der Zellsuspension tberschichtet und 20 min bei 1200g
(2400rpm) ohne Bremse zentrifugiert. Der dadurch entstandene Zellring wurde
vorsichtig abgenommen und in ein frisches 50ml Falcon Uberfiihrt. Nach Auffillen mit
PBS auf 50ml wurde 15 min bei 1200g (2400rpm) und Bremse zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 5ml RPMI-
Medium resuspendiert und in einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml ausgesét. Zur
Aktivieren der Makrophagen wurden die Zellen direkt mit 10ng/ml LPS fir 3h

stimuliert und dann fur molekularbiologische Analysen geerntet (siehe 3.2.5).

3.2.4.11 Transfektion von Zellen

Zum knock down der TRIF-Expression in vitro wurden verschieden Zellarten mit
spezies-spezifischer siRNA fiur TRIF und entsprechender Negativ- bzw. Positiv-
Kontroll-siRNA (Qiagen, Hilden) (siehe 3.1.7.3, Tabelle 10) transfiziert. Das
Einbringen der siRNA erfolgte mithilfe des HiPerFect-Transfektionsreagenz (Qiagen,
Hilden).

3.2.4.12 Transfektion und Stimulation von THP1- Zellen

Fur die Transfektion der THP1-Zellen wurden diese mit einer Konzentration von
entweder 2x10°> Zellen/Well in eine 24-Well-Plate oder 6x10* Zellen/Well in eine 96-
Well-Plate ausgesat. AnschlieRend wurde durch Zugabe von 100ng/ml PMA und
Inkubation Uber Nacht (37°C, 5%CO,) eine Differenzierung zu Makrophagen

induziert. Kurz vor der Transfektion wurde das Medium abgenommen und pro Well
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100pl bzw. 50ul frisches RPMI zu den nun adharenten Zellen gegeben. Fir die
Transfektion mit HiPerFect Transfektionsreagenz und TRIF- bzw. Kontroll-siRNA

wurde je siRNA folgender Ansatz hergestellt:

Tabelle 11: Transfektionsansatz fir THP1-Zellen

Pro 24 Well Pro 96 Well
Zellzahl 2x10° 6x10*
Hungermedium 100pl 22,75ul
HiPerFect Transfektionsreagenz | 9ul 2,25l
SiRNA (20uM) 1,5ul 0,5ul

Jeder Transfektionsansatz wurde fur 5-10 min bei Raumtemperatur zur
Komplexbildung inkubiert. Danach wurden 100ul bzw. 50ul der Lésung tropfenweise
zu den Zellen gegeben, vorsichtig geschwenkt und fur 6h bei normalen
Wachstumsbedingungen inkubiert. Anschlieen erfolgte die Zugabe von 400ul bzw.
125ul Komplettmedium. Die Konzentration der siRNA betrug im Endvolumen 50nM
(375ng). Nach 32h erfolgte die Stimulation der differenzierten Makrophagen mit poly
I:C (Polyriboinosinic Polyribocytidylic Acid; 500ug/ml) fir 16h. Danach wurden die
transfizierten Zellen aus dem 24-Well-Ansatz entweder fir die Protein- oder die RNA-
Analyse aufgeschlossen (siehe 3.2.5. und 3.2.6) und die Zellen des 96-Well-
Ansatzes in den BRDU-Assay (siehe 3.2.4.16) eingesetzt.
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3.2.4.13 Transfektion und Stimulation von HAOEC-Zellen

Die HAOEC-Zellen wurden in Passage 1-6 mit einer Konzentration von 6x10*
Zellen/100pl/Well in eine sterile 12-Well-Plate bzw. von 2x10* Zellen/50pl/Well in
eine  96-Well-Plate  ausgesat. Fur die  Transfektion mit  HiPerFect
Transfektionsreagenz und TRIF- bzw. Kontroll-siRNA wurde je siRNA folgender

Ansatz hergestellt:

Tabelle 12: Transfektionsansatz fir HAOEC-Zellen

Pro 12 Well Pro 96 Well
Zellzahl 6x10° 7,5x10°
Hungermedium 100ul 22.75ul
HiPerFect Transfektionsreagenz | 3ul 0,75ul
SiRNA (2uM) 4,5ul 1,5ul

Jeder Transfektionsansatz wurde fur 5-10 min bei Raumtemperatur zur
Komplexbildung inkubiert. Danach wurden 100ul bzw. 25ul der Lésung tropfenweise
zu den Zellen gegeben und vorsichtig geschwenkt. Die Konzentration der siRNA
betrug im Endvolumen 15nM (112,5ng). Nach 32h erfolgte die Stimulation der
HAOECs mit poly I:C (500ug/ml) fir 16h. Danach wurden die transfizierten Zellen
aus dem 12-Well-Ansatz entweder fur die Protein- oder die RNA-Analyse
aufgeschlossen (siehe 3.2.5 und 3.2.6) und die Zellen des 96-Well-Ansatzes in den
BRDU-Assay (siehe 3.2.4.16) eingesetzt.
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3.24.14 Transfektion und Stimulation neonataler Ratten-Kardiomyozyten

Fur die Transfektion der neonatalen Kardiomyozyten wurden diese direkt mit einer
Konzentration von 6x10° Zellen/Well in eine sterile 6-Well-Platte bzw. von 7,5x10°
Zellen/Well in eine 96-Well-Plate ausgesat. Nach eine 48h Adharenzzeit wurde ein
Mediumwechsel mit 2,3ml bzw. 175pul F-10 Medium durchgefuhrt und dann
transfiziert. Fur die Transfektion mit HiPerFect Transfektionsreagenz und TRIF- bzw.

Kontroll-siRNA wurde je siRNA folgender Ansatz hergestellt:

Tabelle 13: Transfektionsansatz fir neonatale Ratten-Kardiomyozyten

Pro 6 Well Pro 96 Well
Zellzahl 6x10° 7,5x10°
Hungermedium 100ul 23pl
HiPerFect Transfektionsreagenz | 12ul 1l
SiRNA (20uM) 1,2ul 0,1ul

Jeder Transfektionsansatz wurde fur 5-10 min bei Raumtemperatur zur
Komplexbildung inkubiert. Danach wurden 100ul bzw. 25ul der Lésung tropfenweise
zu den Zellen gegeben und vorsichtig geschwenkt. Die Konzentration der siRNA
betrug im Endvolumen 10nM (75ng). Nach 32h erfolgte die Stimulation der
Kardiomyozyten mit poly I:.C (500ug/ml) fir 16h. Danach wurden die transfizierten
Zellen aus dem 6-Well-Ansatz entweder fur die Protein- oder die RNA-Analyse
aufgeschlossen (siehe 3.2.5 und 3.2.6) und die Zellen des 96-Well-Ansatzes in den
BRDU-Assay (siehe 3.2.4.16) eingesetzt.
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3.2.4.15 Transfektion und Stimulation neonataler Ratten-Fibroblasten

Fur die Transfektion der neonatalen Fibroblasten wurden die Zellen in Passage 3 mit
einer Konzentration von 6x10° Zellen/3ml/Well in eine sterile 6-Well-Plate bzw. von
1x10* Zellen/175pl/Well in eine 96-Well-Plate ausgeséat. Nach eine 16h Adharenzzeit
wurde ohne Mediumwechsel direkt transfiziert. Fir die Transfektion mit HiPerFect
Transfektionsreagenz und TRIF- bzw. Kontroll-siRNA wurde je siRNA folgender

Ansatz hergestellt:

Tabelle 14: Transfektionsansatz fiir neonatale Ratten-Fibroblasten

Pro 6 Well Pro 96 Well
Zellzahl 6x105 7,5x103
Hungermedium 10pl 23ul
HiPerFect Transfektionsreagenz | 12ul 1l
SiRNA (20uM) 1,2ul 0,1ul

Jeder Transfektionsansatz wurde fur 5-10 min bei Raumtemperatur zur
Komplexbildung inkubiert. Danach wurden 100ul bzw. 25ul der Lésung tropfenweise
zu den Zellen gegeben und vorsichtig geschwenkt. Die Konzentration der siRNA
betrug im Endvolumen 10nM (75ng). Nach 32h erfolgte die Stimulation der
Fibroblasten mit poly I:C (500ug/ml) fir 16h. Danach wurden die transfizierten Zellen
aus dem 6-Well-Ansatz entweder flr die Protein- oder die RNA-Analyse
aufgeschlossen (siehe 3.2.5. und 3.2.6) und die Zellen des 96-Well-Ansatzes in den
BrdU-Assay (siehe 3.2.4.16) eingesetzt.
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3.2.4.16 BrdU-Assay

Fur die Bestimmung der Proliferationsrate wurden im Vorfeld transfizierte THP1-,
HAOEC-Zellen sowie neonatale Ratten-Kardiomyozyten und —Fibroblasten in den
Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche) eingebracht. Das Prinzip dieses ELISAs
beruht auf der Bestimmung der BrdU-Menge via Chemilumineszenz. Dabei
inkorporiert BrdU anstatt Thymidin bei der Zellteilung in die DNA, welches dann
kolorimetrisch nachgewiesen wird.

Die Abarbeitung erfolgte gemald den Vorschriften des Herstellers, wobei die Zellen
fur 3 Stunden mit BrdU inkubiert wurden. Die Messung erfolgte nach 30 min ohne
Abstoppen bei 370nm und 492nm als Referenzwellenlange.

3.2.5 RNA-Techniken
3.2.5.1 RNA-Extraktion

3.2.5.1.1 RNA-Extraktion aus dem Myokard

Von den bei -80°C aufbewahrten Myokardabschnitten wurde zunachst ein ca. 3x3
mm grofRes Stick auf Trockeneis abgetrennt und in ein 1,5ml Reaktionsgefald
Uberfihrt. Nach Zugabe von 200ul peqGOLD RNA Pure (Peglab Biotechnology,
Germany) erfolgte zundchst ein mechanischer Gewebeaufschluss mithilfe eines
Potter-Homogenisators. Danach wurden mit peqGOLD RNA Pure auf 1000pl
aufgeflllt und die Gesamt-RNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA
wurde zum Schluss in 70ul DEPC-Wasser resuspendiert. Die photometrische
Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte direkt im Anschluss durch
Messung der OD,g9 sowie OD,go gegen HyOgest @am Nanodrop. (Thermo Scientific,

Nidderau). Die RNA wurde bis zu ihrer Weiterbearbeitung bei -80°C gelagert.

3.2.5.1.2 RNA-Extraktion aus isolierten Zellen (neonatale Ratten-
Kardiomyozyten und —Fibroblasten, THP1, HAOEC)

Zur RNA-Isolation wurde der Uberstand von den Zellen abgenommen und die Zellen

einmal mit kaltem PBS gewaschen. Danach erfolgte die Isolation der RNA mithilfe

des Absolutely RNA Microprep Kits (Stratagene, La Jolla, USA). Die Zellen wurden in

100ul Lysepuffer aufgenommen und nach Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde

zum Schluss in 30yl DEPC-Wasser aufgenommen. Die photometrische
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Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte direkt im Anschluss durch
Messung der ODygp, SOWie OD,go gegen H,Ogest @am Nanodrop. (Thermo Scientific,
Nidderau). Die RNA wurde bis zu ihrer Weiterbearbeitung bei -80°C gelagert.

3.2.5.1.3 RNA-Extraktion aus mononuklearen Zellen der Milz

Nach der LPS-Stimulation der mononuklearen Zellen wurde der Uberstand samt der
nicht adharenten Zellen abgehoben. Der Uberstand wurde in ein 50 ml Falcon
uberfihrt und fiir 5 min bei 200g (1000rpm) zentrifugiert. Ca. 2ml Uberstand wurden
fur eventuelle Fragestellungen bei -80°C weggefroren. Der restliche Uberstand
wurde géanzlich entfernt und die sedierten Zellen (UZ, Uberstand-Zellen) in 1ml
pegqGOLD RNA Pure resuspendiert und bei -80°C weggefroren. Die adharenten
Zellen (Makrophagen) wurden ebenfalls in 1 ml peqGOLD RNA Pure resuspendiert
und die Gesamt-RNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde zum
Schluss in  70ul DEPC-Wasser resuspendiert. Die  photometrische
Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte direkt im Anschluss durch
Messung der OD,g9 sowie OD,go gegen HyOgest @am Nanodrop. (Thermo Scientific,
Nidderau). Die RNA wurde bis zu ihrer Weiterbearbeitung bei -80°C gelagert.
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3.2.5.2 cDNA-Synthese/Reverse Transkription von mRNA

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits der Firma Applied Biosystems. Es wurde, wenn moglich, 1ug RNA
zur reversen Transkription eingesetzt (Reaktionsansatz und Cycle-Bedingungen
siehe Tabelle 15, Tabelle 16).

Tabelle 15: Zusammensetzung eines 20ul Ansatzes zur reversen Transkription
von mRNA

Komponente Volumen/Reaktion
10x RT Puffer 2,0 ul

25x dNTP Mix (100mM) 0,8 pl

10x RT Random Primer 2,0 ul

Multi Scribe™ Reverse Transcriptase 1,0 pl

RNAse Inhibitor 1,0 pl
Nuklease-freies Wasser 3,2 ul

MRNA (unverdinnt oder verdinnt mit

nukleasefreiem Wasser) 10 (1)

Tabelle 16: Cycle-Bedingungen zur reversen Transkription der mRNA

Schritt Temperatur Zeit

1 25°C 10 min
2 37°C 120 min
3 85°C 5 min

4 4°C o0
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3.2.5.3 cDNA-Synthese/Reverse Transkription von microRNA

Die cDNA-Synthese aus microRNA erfolgte unter Verwendung des
TagMan®MicroRNA Reverse Transcription Kit sowie dem RT-Primer aus dem
Target-spezifischen TagMan®MicroRNA Assay der Firma Applied Biosystems aus
dem RNA-Gesamt-Isolat. Es wurde jeweils 5ul RNA zur reversen Transkription
eingesetzt (Reaktionsansatz und Cycle-Bedingungen siehe Tabelle 17,Tabelle 18).

Tabelle 17: Zusammensetzung eines 15ul Ansatzes zur reversen Transkription
von mRNA

Komponente Volumen/Reaktion
10xRT Puffer 1,5 pl

dNTP Mix (100mM) 0,15 pl

RT-Primer (MicroRNA-spezifisch) 3,0 ul

Multi Scribe ™RT Enzym (50U/ul) 1,0 pl

RNAse Inhibitor (20U/pl) 0,19 pl
Nukleasefreies Wasser 4,16 ul

RNA 5 ul

Tabelle 18: Cycle-Bedingungen zur reversen Transkription der microRNA

Schritt Temperatur Zeit

1 16°C 30 min
2 42°C 30 min
3 85°C 5 min
4 4°C o0
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3.2.5.4 Real-Time-PCR

Bei der quantitativen Real-Time-PCR (RT-PCR) handelt es sich um ein PCR-Prinzip,
welches direkt die Quantifizierung der Amplifikate ermdglicht. Die Quantifizierung
erfolgt durch die Echtzeitmessung (,Real-Time") von Fluoreszenzemissionen. Die
Fluoreszenz stammt von interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen (Sybr Green) oder
Fluoreszenz markierten Hybridisierungssonden (TagMan®-Sonden), die wahrend
eines PCR-Zyklus in Echtzeit detektiert werden kénnen. Die Menge der Fluoreszenz
korreliert mit der Menge des Amplifikats. Um die Fluoreszenzemission zu Beginn der
exponentiellen Phase messen zu kdonnen, wird ein Schwellenwert (, Threshold Cycle®,
CT-Wert) gesetzt, der die Zyklenzahl beschreibt, bei welcher die emittierte
Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Hierbei
korreliert der erste signifikante Anstieg des PCR-Produkts mit der initialen Menge der
Target-DNA. Die Anzahl der Template-Kopien verhélt sich umgekehrt proportional
zur Hohe des CT-Werts.

Jede untersuchte Probe wurde als Duplikat aufgetragen und der CT-Wert durch
Mittelwertberechnung der Duplikate ermittelt. Um eine quantitative Aussage uber die
Target-Gen-Expression treffen zu kénnen, wurde diese gegen die Expression eines
Referenzgenes (,Housekeeping Gene®), verrechnet. Als Kontaminationskontrolle
wurde bei jedem PCR-Ansatz eine H,O-Probe (Wasser statt cDNA) mitgefuhrt.

Zur Ermittlung von Expressionsunterschieden erfolgte die relative Quantifizierung der
mit Hilfe einer Standardkurve und 18s als Referenzgen (siehe 3.2.5.4.3) und fur
microRNA mit der AACT-Methode und RNUG6Db als Referenzgen (siehe 3.2.5.4.4).

3.2.5.4.1 Quantitative Real-Time-PCR-Analysen mit Sybr®Green

Alle Real-Time-PCRs fur Genexpressionsprofile von mRNA wurde unter Verwendung
des Sybr Green-Methode, also mit interkalierendem Fluorochrom, durchgefihrt.
Diese Methode hat den Vorteil, dass keine spezifischen Sonden, sondern nur ein
Target-spezifischer Primer benétigt wird. Der Nachweis wird tber die Menge des
wahrend der Amplifikation in den DNA-Strang eingebauten SybrGreens gefihrt.
Somit ist diese Methode eine kostengtinstige und ubiquitér einsatzbare Variante der
Real-Time-PCR. Da diese Methode aber nicht hoch spezifisch ist, empfiehlt es sich
immer eine Schmelzkurve an die eigentliche PCR anzuhangen. Die Schmelzkurve

gibt Auskunft bei welcher Temperatur sich die DNA-Doppelstrange voneinander
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I6sen. Die Temperatur, bei der 50% der Basenpaare aufgebrochen sind — also 50%
der Duplexe denaturiert vorliegen — wird als Schmelztemperatur bezeichnet.
Aufgrund des Verlaufs der Standardkurve lasst sich eine Aussage Uber die Spezifitat
der PCR machen: Eine spezifische PCR zeigt nur einen Peak in der Schmelzkurve.
Wohingegen mehrere Peaks auf eine unspezifische Bindung, also mehrere
verschieden PCR-Produkte, des Primers hinweisen.

Das Mastermix wurde wie in Tabelle beschrieben pipettiert. Dazu wurde das
SybrGreen-Mastermix (KAPA SYBR FAST Universal) von der Firma Peglab,
Erlangen und PCR-Primer der Fa. Eurofins MWG Operon, Ebersberg (siehe 3.1.4.1,
Tabelle 3) verwendet. Die cDNA wurde in der Regel 1:10, fur 18s 1:100 verdinnt und

in einer Konzentration von 15—30ng/ul eingesetzt.

Tabelle 19: Zusammensetzung eines 20ul Ansatzes fiir die SybrGreen Real-
Time-PCR

Komponente Volumen/Reaktion
Mastermix 7 ul

Primer forward (5uM) 0,5 ul

Primer reverse (5uM) 0,5 ul

H2Oest 9,0 ul

cDNA 3ul

Tabelle 20: Cycle-Bedingungen fur die Sybr Green Real-Time-PCR

Temperatur Zeit
Hold 95°C 10 min

95°C 1 sek
Cycle (40x)

60°C 20 sek
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3.2.5.4.2 Quantitative Real-Time-PCR unter Verwendung von TagMan®-Sonden
Das TagMan®-PCR-Verfahren beschreibt ein quantitatives RT-PCR-Verfahren unter
Ausnutzung des ,Fluorescence Resonance Energy Transfer” (FRET). Hierbei wird
eine sequenzspezifische Sonde verwendet, die an ihrem 5‘-Ende mit einem
Quencher, d.h. dem Akzeptor-Fluorochrom und an ihrem 3-Ende mit einem
Reporter, d.h. dem Rezeptor-Fluorochrom markiert wird. Bei Bestrahlung tbertragt
das angeregte Rezeptor-Fluorophor der intakten TagMan®-Sonde die Energie auf
den nahegelegenen Quencher, anstatt Fluoreszenz zu emittieren. Wahrend eines
PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde mit dem komplementaren DNA-Strang und die
Reporter-Fluoreszenz bleibt weiterhin unterdrickt. Repliziert die Polymerase nun ein
Template mit der gebundenen Sonde, spaltet ihre 5-3'-Exonuclease-Aktivitat das 5°-
Ende der Sonde und somit das Rezeptor-Fluorochrom ab. Dessen Fluoreszenz wird
nun nicht mehr durch den Quencher unterdriickt und die Emission kann am Ende der
Elongation jedes Zyklus detektiert werden. Da das Abspalten des Quenchers nur
nach Hybridisierung der Sonde an die Target-Sequenz erfolgt, zeichnet sich diese

Methode durch eine hohe Spezifitat aus.

Diese Methode wurde bei der Expressionsbestimmung von microRNA aus Myokard
verwendet. Der TagMan®-PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 23 beschrieben,
pipettiert. Reagenzien und verwendete Sonden (TagMan®Small RNA Assay) wurden

von der Firma Applied Biosystems bezogen (siehe 3.1.4, Tabelle 4, Tabelle 6).

Tabelle 21: Zusammensetzung eines 20ul Ansatzes fiir die TagMan® Real-
Time-PCR

Komponente Volumen/Reaktion
TagMan®Small RNA Assay 1l
cDNA 1,33 ul

TagMan®Universal PCR Master Mix Il (2x), no

10 pl
UNG H

Hzodest 7,67 },l|




61
Material und Methoden

Tabelle 22: Cycle-Bedingungen fir die TagMan® Real-Time-PCR

Temperatur Zeit
Hold 95°C 10 min

95°C 15 sek
Cycle (40x)

60°C 1 min

3.2.5.4.3 Relative  Quantifizierung der Genexpression mithilfe einer

Standardkurve

Bei der relativen Quantifizierung mittels Standardkurve mussen bei jedem Lauf
Proben einer Standardreihe mitgefuhrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
dazu die zu untersuchenden Proben-cDNAs gepoolt und aus diesem Pool eine
Verdinnungsreihe hergestellt. Fur die Standardreihe der Target-Gene wurde die
jeweils 1:1-Verdunnung durchgefuhrt (= 100; 50, 25; 12,5; 6,25), fur 18s eine 1:10-
Verdunnung (100, 10; 1; 0,1; 0,01). Die TagMan®-Software errechnet aus dem CT-
Werten dieser Proben eine Standardgerade. Bei optimalen PCR-Bedingungen
(= Amplifikationseffizienz von 100%) hat diese Gerade eine Steigung von -3,3 und
einen R?Wert von 1. Die relative Menge der untersuchten Proben wird dann
aufgrund dieser Standardkurve direkt von der Geréate-Software berechnet. Wobei

folgende Gleichung zugrunde liegt:
Relative Menge (Target-Gen) = Steigung*CT-Wert (Target-Gen) + y-Achsenabschnitt

Die so ermittelten Werte fur das Target-Gen wurden durch den Wert des Referenz-

Gens derselben Probe dividiert.
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3.2.5.4.4 Relative Quantifizierung der Genexpression nach der AACT-Methode
Der CT-Wert ist als die Zyklenzahl definiert, bei welcher die emittierte Fluoreszenz
der Amplifikats erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz ubersteigt. Bei
Anwendung der AACT-Methode zur Quantifizierung der PCR-Amplifikate wird
zunachst unter Verwendung nachstehender Gleichung der ACT-Wert kalkuliert, d.h.
die Expression des Target-Gens gegen die Expression des Referenzgens normiert.

ACT = CT (Target-Gen) — CT (Referenzgen)

Der ACT-Wert wird fur jede zu quantifizierende Probe berechnet. Um relative
Expressionsunterschiede des Target-Gens zwischen unterschiedlichen
Behandlungsgruppen zu ermitteln, muss die relative Genexpression, d.h. der ACT-
Wert einer der untersuchten Gruppen als ,Baseline“ bzw. als Kontrolle gewahlt
werden und die Genexpression, d.h. der ACT-Wert in den Ubrigen Gruppen mittels

nachfolgender Gleichung relativ zu dieser berechnet werden:
AACT = ACT (Behandlungsgruppe) - ACT (Kontrolle)

Um nun die n-fache Expression des Target-Gens in den Behandlungsgruppen in
Relation zur Genexpression in der Kontrolle zu kalkulieren, werden im letzten Schritt
der relativen Quantifizierung die errechneten AACT-Werte mithilfe nachstehender

Gleichung in absolute Werte umgerechnet:

n-fache Genexpression = 2 “44¢7
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3.2.6 Proteintechniken

3.2.6.1 Proteinextraktion und Bestimmung der Proteinkonzentration
Zur Proteinbestimmung mussen die Proteine erst aus den verschiedenen Materialien

aufgeschlossen werden, erst dann kdnnen die Proteine naher charakterisiert werden.

3.2.6.1.1 Proteinextraktion aus dem Myokard

Zur Proteinbestimmung aus tierischem Gewebe muss zunachst ein Aufschluss des
Gewebes erfolgen. Hierzu wurden ein ca. 150ug groRes Gewebestlck der bei -80°C
aufbewahrten Herzen mit 500pl hypotonen Lysepuffer gepottert. Falls das Lysat noch
zu viskds war, wurden noch 200yl Lysepuffer hinzugefigt und nochmals
durchmischt. Das Homogenisat wurde anschlieBend eine Minute bei 2000rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Anschlielend wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry und eine Western Blot-
Analyse durchgefihrt und das Lysat bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.6.1.2 Proteinextraktion aus isolierten Zellen (neonatale Ratten-Kardiomyo-
zyten und —Fibroblasten, THP1, HAOEC)

Zur Proteinisolation wurde der Uberstand von den Zellen abgenommen und die

Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 100ul Proteinlysepuffer

wurden die Zellen vom Boden abgeschabt und in ein Reaktionsgefald tberfihrt. Nach

sorgféaltiger Homogenisation des Lysats wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry

und eine Western Blot-Analyse durchgefihrt und das Lysat bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.6.1.3 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteine besitzen aufgrund der aromatischen Aminosauren ein Absorptionsmaximum
bei 280 nm. Zur Messung der Proteinkonzentration wurden je 2ul des Gesamtzell-
Lysats im Verhaltnis 1:20 mit H,Ogest Verdiinnt, mit den Reagenzien A und B (DCTM

Protein Assay Reagent, Bio-Rad, Munchen) laut Herstellerangaben versetzt und die
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OD2gp nach 15-mindtiger Inkubation bei RT photometrisch nach Lowry bestimmt. Als

Referenzwert diente mit den Reagenzien versetztes H;Ogest.

3.2.6.1.4 Quantifizierung von Proteinen

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte mithilfe der Western Blot—Methode. Sie
stellt eine sehr sensitive und spezifische Methode zum Proteinnachweis dar. Dabei
werden die Proteine zuerst mithilfe der Gelelektrophorese (siehe 3.2.6.2) getrennt.
Unter Gelelektrophorese versteht man generell die Wanderung von positiv oder
negativgeladenen Molekilen im elektrischen Feld, in einer Tragermatrix aus Gel, die
der Analyse von Makromolekilen dient und eine schnelle
Molekulargewichtsbestimmung ermdglicht. Polyacrylamid-Gele entstehen durch die
Polymerisation von Acrylamid und der Vernetzung der linearen Polymere durch N,N"-
Methylenbisacrylamid.

Die Konzentrationen von Acrylamid und Bisacrylamid bestimmen die PorengroéRe des
Gels und ihre Polymerisation wird durch APS initiiert. Als Katalysator dient dabei
TEMED. Bei der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteine durch SDS denaturiert
und es bilden sich negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit einem konstantem
Masse zu Ladungsverhaltnis. Diese Komplexe werden wéahrend ihrer Wanderung im
elektrischen Feld durch den Molekularsiebeffekt der Polyacrylmatrix nach ihrem
Stokes-Radius und somit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierbei ergibt
sich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts und
der Mobilitat des Polypeptids.

Danach folgte der eigentliche Western Blot, bei dem die Proteine durch Anlegen
einer elektrischen Spannung auf einer PVDF-Membran immobilisiert werden. Die
Proteine gehen hydrophobe Wechselwirkungen mit der beschichteten Membran ein
und werden so unter Erhaltung des elektrophoretischen Auftrennungsmusters und
ihrer Aktivitdt sowie Reaktivitat auf dieser immobilisiert, wodurch sie sowohl
guantitativ als auch qualitativ mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen werden
kénnen.

Im Anschluss erfolgte die Detektion und Visualisierung durch Immunoblot. Dabei
handelt es sich um eine Chemilumineszenz basierende Antikdrper-Detektion mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundar-Antikorper. Die Peroxidase katalysiert

die Reduktion von H,0,, sowie die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form,
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woraus eine Lichtemission der Wellenlange A = 428nm resultiert. Diese Emission
kann nun mithilfe eines blaulichtempfindlichen ECLTM-Films (GE Healthcare,

Freiburg) dokumentiert und densitometrisch quantifiziert werden.

3.2.6.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die zu untersuchenden Proteine wiesen alle ein Molekulargewicht auf, das eine
geeignete Auftrennung in einem 10%igen Trenngel (siehe Tabelle 23) erwarten liel3.
Im Versuch wurden jeweils 50 bis 100ug Protein mit 5x Protein-Ladepuffer (siehe
3.1.3) versetzt, 3 min bei 95°C gekocht und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Durch
Anlegen einer Stromstarke von 30mA erfolgte die Wanderung der Proben durchs
Sammelgel von der Anode zur Kathode. Die Auftrennung erfolgte so lange bis die
erste Bande des GroRRenstandards, (Pre-Stained SDS-PAGE Standards, Low Range,
BioRad, Miinchen, siehe Abbildung 13) das Ende des Trenngels erreicht hatte.

Tabelle 23: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

Gelkomponenten Trenngel 10% Sammelgel 5%
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 250 pl
1 M Tris-HCI (pH 8,8) 2000 ul
30% Acrylamid/Bis Solution
_ 2600 pl 330 ul
29:1 (3,3% C) Bio-Rad
10% SDS 75 ul 20 pl
H2Ogest 3000 |J.| 4000 |J.|
10% APS 75 ul 20 pl

TEMED 10 pl 5l
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—113 kD

—52.9

—35.4

—20

—21.5

SDS-PAGE
Standards.
Low Range

Abbildung 13: SDS-PAGE GrofRenstandards

3.2.6.2.1 Western Blot (Immuno Blot)
Die in der SDS-PAGE der Gr6l3e nach aufgetrennten Proteine wurden tber 45min im
Semi-Dry-Blot-Verfahren durch ein senkrecht zum SDS-Gel gerichtetes elektrisches

Feld (200mA) auf eine PVDF-Tragermembran transferiert.

3.2.6.2.2 Immundetektion

Die PVDF-Membran wurde nach dem Blotting fir 1h in 5% Magermilch in
PBS/Tween geblockt, um unspezifische Bindungen der nachfolgend eingesetzten
Antikdrper zu unterbinden. Die Inkubation mit dem jeweiligen Primé&rantikorper (siehe
3.1.5, Tabelle 5) erfolgt in 5ml 1%iger Magermilch-Losung in PBS-Tween tber Nacht
in einem 50ml Falcon-Réhrchen bei 4°C auf einem Schdttler. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde die Membran 2 mal 5 min und 2 mal 10min mit PBS-Tween gewaschen, um
unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Die Inkubation mit dem
Sekundéarantikorper (siehe 3.1.5, Tabelle 6), der in 20ml PBS-Tween verdinnt wurde,
erfolgte fur 20 min bei RT auf dem Schiuttler. Danach wurde die Membran erneut 2
mal 5min und 2 mal 10min mit PBS/T gewaschen. Die verwendeten
Sekundarantikorper sind mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und erméglichten so
eine Visualisierung der Protein-Banden mithilfe des ECLTM-Kits. Hierzu wurde die
Membran 1min in den im Verhdltnis 1:1 gemischten ECLTM-Detektions-Reagenzien
1 und 2 geschwenkt, um anschlieRend den Film fur die jeweils indizierte Zeit zu

exponieren und schliel3lich maschinell zu entwickeln und zu fixieren.
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3.2.6.2.3 Densitometrische Quantifizierung

Zur Quantifizierung immunologisch detektierter Proteine wurden die ECLTM-Filme
eingescannt. Die Ermittlung des Proteinlevels, d.h. der optischen Dichte der
jeweiligen Proteinbanden erfolgte mithilfe der Computersoftware Labworks 3.0. Zur
Quantifizierung der Proteine wurde die gemessene optische Dichte des untersuchten
Proteins einer bestimmten Probe jeweils durch die optische Dichte des als Referenz
gewahlten Proteins GAPDH der betreffenden Probe dividiert und gegen die relative

Expression des Proteins in der Kontrollgruppe normalisiert.

3.2.6.3 Hydroxyprolin Assay

Mithilfe des QuickZyme Hydroxyproline Assays (QuickZyme, Leiden, NL) wird der
Hydroxyprolingehalt von Gewebe bestimmt. Hydroxyprolin ist eine non-proteinogene
Aminosaure und kommt im Wesentlichen nur im Kollagen und im Elastin vor. Hier
stellt es 14% bzw. 2% der Aminoséaurereste und dient somit als direkter Nachweis fur
die Kollagenmenge im Gewebe.

Nach Hydrolyse Myokards (100mg Gewebe/ml), mit 6M HCI bei 95°C fur 20h wurde
nach Abkuhlen auf Eis das Lysat bei 13 000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt. Nach einer 1:1 Verdiinnung mit
4M HCI wurden 35ul Probe in den eigentlichen Assay (ELISA) eingebracht. Die
Abarbeitung erfolgte nach Herstellerangaben. Die Messung des Chromogens wurde
bei 570nm durchgefuhrt und die Umrechnung in uM Hydroxyproline wurde mithilfe
einer beim ELISA mitgefuhrten Standardgerade umgesetzt. Die Proben fur die
Standardgerade wurden aus einer vom Hersteller mitgelieferten und laut Anleitung
verdunnten Stockldsung hergestellt.
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3.2.7 Histologie

3.2.7.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Wie unter 3.2.1.3 beschrieben, wurden mittventrikulare Gewebescheiben in 4% igem
Paraformaldehyd fixiert. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Gewebestiicke aus
dem Paraformaldehyd entnommen, jeweils in eine Einbettkassette (Tissue-Tek®,
Sakura) uberfuhrt und Uber Nacht unter flieRendem Wasser gespult. Als n&chster
Arbeitsschritt schloss sich die Dehydration an, um das Wasser aus dem Gewebe
durch Alkohol und letztendlich durch Paraffin zu ersetzen. Die Entwésserung erfolgte
Uber Nacht in einer automatischen Histokinette.

Am Folgetag wurden die Gewebe dem Paraffinbad entnommen, in Metallférmchen
gelegt, mit flussigem Paraffin Gbergossen und mit dem Unterteil der Einbettkassette
zusammen ausgeblockt. Nach vollstindigem Erkalten der Paraffinblocke wurden
mithilfe  eines  Mikrotoms (Leica, Wetzlar) 3-5um dicke Schnitte im
Nassschneideverfahren gefertigt, diese wurden im Wasserbad auf Objekttrager
(Microscope Slides, VWR; Polysine®Slides, Thermo Scientific) gezogen und fiur

mindestens 24h im Inkubator bei 60°C getrocknet.

3.2.7.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung von Paraffinschnitten

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung, die sich aus zwei Einzelfarbungen zusammensetzt,
dient der mikroskopischen Differenzierung unterschiedlicher Strukturen eines
Gewebeschnittes. Hamatoxylin farbt alle basophilen Strukturen blau, unter anderem
auch die Nuklei mit der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen angereicherte
endoplasmatische Retikulum. Alle acidophilen bzw. basischen (eosinophilen)
Strukturen werden durch Eosin rot gefarbt. Das sind vor allem die
Zytoplasmaproteine. Die Farbung von rosa/rotem Zytoplasma und blauen Zellkernen
ermdglicht es die Zellgrenzen mikroskopisch zu erkennen und somit die Flache der
Zellen (hier. der Kardiomyozyten) mit einer geeigneten Computersoftware zu
ermitteln. Die Querschnittsflache wurde pro Versuchstier bei ca. 100 quer-
geschnittenen Zellen mit anndhernd mittig gelegenem Nukleus bei 40-facher
Vergrofierung bestimmt (LUCIA GO Software, Nikon, Dusseldorf). Hierbei wurde die
Querschnittsflache durch Umfahren der Zellmembran und Berechnung der

umfahrenen Flache ausgemessen.
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Tabelle 24: Farbeprotokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung von

Paraffinschnitten

Substanz Zeit
Rotihistol® 3 x 10 min
100% Isopropanol 2 min
90% Isopropanol 2 min
70% Isopropanol 2 min
H2Odest 5 min
Hamatoxylin nach Ehrlich 20 min
H2Odest spulen
HCL-Alkohol ls
H2Odest spulen
FlieRend blauen 15 min
H2Ogest spilen
Eosin 15s
H2Odest spulen
90% Isopropanol 2 min
100% Isopropanol 2 min
Rotihistol® 3 x 3 min
Luftblasenfreies Eindecken mit Entellan® (Merck, Darmstadt)
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3.2.7.3 Sirius Red Farbung von Paraffinschnitten

Der anionischen Farbstoff Sirius Red farbt aufgrund seiner Sulfonséuregruppen
basische Gruppen im Bindegewebe an. Grol3e Fibrillen werden orange-rot, kleine
Fibrillen hingegen grun gefarbt und das Zytoplasma erscheint gelb. Diese Farbung
eignet sich als sehr sensitive Nachweismethode fir Kollagen. Nach Aufnahme des
gesamten Querschnitts in 10-facher Vergrof3erung wurden aufgrund der deutlichen
Farbunterscheidung der linksventrikulare Kollagengehalt mithilfe der LUCIA GO
Software (Nikon) bestimmt. Der prozentuale Kollagenanteil der Querschnittsflache
wurde mit folgender Gleichung berechnet.

Kollagenanteil [%] = Kardiomyozyten - Kollagen/Gesamtgewebeflache*100

Tabelle 25: Farbeprotokoll der Sirius Red-Farbung von Paraffinschnitten

Substanz Zeit
Rotihistol® 3 x 10 min
100% Isopropanol 2 min
90% Isopropanol 2 min
70% Isopropanol 2 min
H2Odest 5 min
H2Odest 10 min
0,1% Sirius Red-L6sung 60 min
H2Odest spulen
H2Ogest spilen
90% Isopropanol 2 min
100% Isopropanol 2 min
Rotihistol® 3 X 3 min
Luftblasenfreies Eindecken mit Entellan® (Merck, Darmstadt)
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3.2.7.4 Immunhistochemische Farbung

3.2.7.4.1 Grundprinzip

Die Immunfarbung diente der Identifizierung und Quantifizierung bestimmter
Zelltypen im Myokard wie Kardiomyozyten, Endothelzellen, Makrophagen und T-
Zellen. Dazu wurden Primarantikdrper (siehe 3.1.6, Tabelle 7) verwendet, welche an
spezifische Antigen-Epitope dieser Zelltypen binden. Die Detektion der
Antigen/Antikorper-Bindung erfolgte jeweils mit dem entsprechenden Sekundéar-
Antikorper (siehe 3.1.6, Tabelle 7 und Tabelle 9). Aufgrund der individuellen
Immunreaktivitat der Zielantigene kamen zwei unterschiedliche Detektionsmethoden
zum Einsatz: indirekte 2-Schritt-Methode flr Antigene mit starker Immunreaktivitat
bzw. Streptavidin-Biotin-Methode fiur Antigene mit schwacher Immunreaktivitat.

Um Kreuzreaktionen der Sekundarantikérper mit den Gewebsantigenen
auszuschlieBen, wurde als Negativkontrolle ein Schnitt nur mit Pufferldésung ohne
Primarantikdrper inkubiert und anschlielend mit den anderen Schnitten weiter
bearbeitet.

Durch Verwendung von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern,
Fitc (grtn) oder Tritc (rot) war die gleichzeitige Detektion zweier Zelltypen auf einem
Schnitt mdglich. Bei der Doppelfarbung wurden in der Regel die Kardiomyozyten
(Fitc) und der zweite zu beurteilende Zelltyp (Tritc) angefarbt. Dies erlaubte die
Quantifizierung bzw. Lokalisation dieser Zelltypen im Verhaltnis zu den

Kardiomyozyten.

3.2.7.1.1 Vorbehandlung (Antigenretrieval)

Die Paraffinschnitte wurden zunachst durch 30-minitiges Erwdrmen auf einer
Heizplatte bei 70°C, dreimaliger 10-minutiger Inkubation in Rotihistol® und
anschlieBender absteigender Alkoholreihe (2 x 5min ETOH absolut, 1 x 5min 85%
EtOH, 1 x 5min 70% EtOH) entparaffiniert. Nach Waschen mit PBS-Tween von
dreimal 5 Minuten erfolgte die Freilegung der Epitope (Retrieval) durch eine
Hitzebehandlung mit Citraconiumanhydridpuffer. Dazu wurden die Schnitte in einer
hitzestabilen Plastikktvette in 0,05% Citraconiumanhydrid, pH 7,4 fir eine Stunde in
einem 98°C heil3em Wasserbad gekocht. AnschlieBend wurden die Objekttrager flr

mindestens 30min bei RT abgekuhlt.



72
Material und Methoden

3.2.7.1.2 Farbemethode

Bei allen Immunfarbungen wurde der Primarantikdrper in einer feuchten Kammer im
Kihlschrank bei +4°C tber Nacht (fur mindestens 12 Stunden) und anschliel3end bei
37°C fur 2 Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
spezifischen Sekundarantikorper. Alle Inkubationen mit Antikbrpern und Reagenzien
bei 37°C wurden in feuchten Kammern im Wasserbad durchgefiuihrt. Zwischen jedem
Inkubationsschritt und nach der letzten Inkubation wurden die Objekttrager jeweils
dreimal 5 Minuten mit PBS-Tween oder 4x SSC-Tween gewaschen. 4x SSC
vermindert die Hintergrundfarbung und die nichtspezifische Antikbrperbindungen in
problematischen Fallen der Immunfarbung besser als andere Waschpuffer. So
konnte im Gegensatz zu 1 x PBS bei schwacher Antigenreaktivitdt ein gutes
Fluoreszenzsignal erreicht werden. Bei der Doppelfarbung wurden im Anschluss die
gleichen Schritte mit dem zweiten Antikorper wiederholt. Nach Ende der Farbung(en)
wurde tropfenweise DAPI Mounting Medium (Vectashield, Peterborough, UK) auf den
Objekttrager gegeben und dieser mit einem Deckglas versiegelt. Die Praparate
wurden bis zur Auswertung lichtgeschitzt bei 4°C gelagert. Die Verdinnungen der

Primar- und Sekundar-Antikdrper sind in 3.1.6, Tabellen 9 bis 11 aufgefihrt.

3.2.7.1.3 Indirekte Zwei-Schritt-Methode

Diese Methode wurde bei der Detektion von alpha- sarkomerischem Aktin
(Kardiomyozyten) angewandt. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde vor
der Applikation des Primarantikérpers fur 10min bei RT mit 4% BSA/4x SSC
inkubiert. AnschlieRend wurde der in 4% BSA/4x SSC verdinnte Primarantikérper
appliziert und, wie unter 3.2.7.1.2 beschrieben, inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Proben mit dem entsprechenden Fitc-konjugierten Sekundarantikorper (anti-
mouse-lgM-Fitc) eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Ebenso wurde diese Methode zum Nachweis des endothelspezifischen Podocalyxins
angewandt. Hierbei wurde der Antikdrper mit PBS-Tween verdinnt. Als

Sekundarantikdrper wurde anti-goat-IgG-Tritc verwendet und fur 3 Stunden inkubiert.
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3.2.7.1.4 Streptavidin-Biotin-Methode

Diese Methode fand Anwendungen bei der CD3- (T-Zellen) und F4/80-
(Makrophagen) Immunfarbung. Der Primarantikdrper wurde mit 1 x PBS-Tween
verdinnt. Eine Blocklésung wurde aufgrund der geringen Immunreaktivitat der
Antigene nicht verwendet. Die Inkubation des Primarantikérpers wurde wie oben
beschrieben ausgefuhrt. Am nachsten Tag wurden die Proben mit einem Biotin
konjugiertem Sekundarantikérper fur 2 Stunden bei 37°C und anschlieBend mit
TRITC konjugiertem Streptavidin im Verhaltnis 1:50 fir 30min bei 37°C inkubiert.

3.2.7.1.5 Auswertung der Schnitte

Die Doppelfarbungen wurden verwendet, um die Anzahl der CD3-positiven T-Zellen
oder der F4/80-positiven Makrophagen im Verhéltnis zu den Kardiomyozyten bzw.
zur Gesamtzellzahl pro mm? zu ermitteln. Zu diesem Zweck wurde ein Okular mit
Rastermuster bei 100x VergroRerung mit Olimmersion eingesetzt und an 15 zuféllig
ausgewahlten Stellen im Praparat alle fluoreszierende Zellen mit Zellkern sowie die
Gesamtzahl an Zellkernen, die sich innerhalb der Grenzen des Rastermusters

befanden, gezahlt. Die Zelldichte wurde mit folgender Formel kalkuliert:

Anzahl der Zellen pro mm? =
Anzahl der Zellen in 15 Gesichtsfeldern/(0,00153664*15)

wobei 0,00153664 die GroRe des Rastermusters widerspiegelt. AnschlieRend wurde
aus den oben gewonnen Werte das Verhdltnis der positiven Zellen zu den

Kardiomyozyten kalkuliert.
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4. Ergebnisse

4.1. Zeitliches Expressionsprofil MyD88-abhéngiger und unabhangiger
Zytokine nach Aortenligatur

In einem ersten Schritt wurde die maximale inflammatorische Aktivitat im Herzen
nach transaortaler Konstriktion bestimmt. Dazu wurde die Genexpression von
unterschiedlichen Zytokinen zu vier verschiedenen Zeitpunkten nach Aortenligatur in
Wildtyp-Mausen (C57BL/6J) gemessen. Dabei handelte es sich sowohl um MyD88-
abhéangige als auch —unabhangige Zytokine, deren relative mRNA-Expression zum
Zeitpunkt 0,67, 3, 7 und 35 Tage nach OP determiniert wurde (Abb. 14A). Untersucht
wurde die Expression von IL4, IL6, IL10, CCL2, CCL5, CCL11, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL12, CX3CL1, TNF alpha. Die relative mRNA-Menge war zu den drei
frihen Zeitpunkten sowohl bei den MyD88-unabhéngigen sowie bei den MyD88-
abhangigen Zytokinen mindestens verdoppelt bzw. teilweise sogar fast verzehnfacht
im Vergleich zu den Sham-operierten Kontrollen (Abb. 14B + C). Am deutlichsten war
der Anstieg zum Zeitpunkt 3 beziehungsweise 7 Tage nach OP. Fiunf Wochen nach
OP waren die Werte deutlich reduziert und teilweise wieder auf dem Niveau der
Kontrolle. Fir die weitere Versuchsplanung fokussierten wir uns auf Tag 7 und auf
Tag 35 nach transaortaler Konstriktion. An Tag 7 kann davon ausgegangen werden,
dass die beobachteten inflammatorischen Effekte nicht mehr als Folge der OP an
sich auftreten, sondern aufgrund der Nachlasterhhung. Tag 35 diente als Kontrolle,
da zu diesem spaten Zeitpunkt die linksventrikulare Hypertrophie als manifestiert
gelten kann. Des Weiteren wurde im Rahmen der Aufklarung des Einflusses der
Inflammation fir das kardiale Remodeling der Focus auf den MyD88-unabhangigen
TLR3-abhangigen TRIF-Signalweg gelegt.
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Abbildung 14: Die Genexpression von MyD88-abhangigen und -unabh&ngigen
Zytokinen ist zu einem frihen Zeitpunkt nach Nachlasterhéhung im Myokard am
hochsten

C57Bl/6J-Méause wurden einer Aortenligatur bzw. der entsprechenden Sham-OP unterzogen.
Fir die Erstellung eines Zeitprofils der Zytokinexpression erfolgte die Organentnahme zu vier
verschiedenen Zeitpunkten: 16h, 3, 7 und 35 Tage nach Aortenligatur. Abb. A zeigt die
Entnahmezeitpunkte nach Aortenligatur (TAC) (unten) sowie die Anzahl der verwendeten
Tiere pro Gruppe (oben). Das mRNA-Zeitprofil der MyD88-abhangigen Zytokine ist in Abb. B
dargestellt. Abb. C zeigt das identische Zeitprofil fur die TRIF-abhangigen Zytokine. Die
Expressionswerte der TAC-operierten Tiere wurden jeweils in Relation zu den Werten der
Sham-operierten Tiere von d=0,67 gesetzt (grauer Balken) und die Signifikanz dazu
berechnet. (Darstellung: Mittelwert + SEM, *p<0,05; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und
Bonferroni Post-hoc).

4.2. TRIF-Signalweg: Expression von TRIF und TRIF-abh&ngiger Gene 7 Tage
nach Aortenligatur

Zur Klarung der Bedeutung von TRIF fir das myokardiale Remodeling wurden im

Folgenden Tierversuche mit TRIF defizienten Tiere (C57BL/6J-Ticam1-"%/J) und den

korrespondierenden Wildtyptieren (C57BL/6J) durchgefuhrt. In den Grafiken sind die

Werte der C57BL/6J-Tiere als blaue (hellblau=Sham, dunkelblau=TAC), und die

Werte der TRIF-Tiere als rote (hellrot=Sham, dunkelrot=TAC) Balken dargestellt.
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Die Ergebnisse der RNA- und Proteinanalysen sind als relative Werte dargestellt.
Alle ermittelten Daten der unterschiedlichen Tier- bzw. Behandlungsgruppen wurden
immer in Bezug auf die Gruppe der Sham-operierten Wildtyptiere gesetzt. Somit

ergibt sich fir die Sham-operierte Kontrollgruppe immer ein Mittelwert von ,1°.

Zuerst erfolgte die Darstellung der Expression von Genen des TRIF-Signalwegs.
Nach Sham-OP war die Expression von TRIF-mRNA in den TRIF-defizienten Tieren
offensichtlich reduziert aber nicht vollig verschwunden. Die Erh6hung der
linksventrikularen Nachlast verstarkte den Expressionsunterschied aber merklich. So
zeigten die TRIF-Tiere nach 7 Tagen eine signifikant geringere Expression von TRIF
(C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,10; C57BL/6J TAC= 0,95 + 0,14; p = n.s.; TRIF" Sham =
0,51 + 0,15; TRIF” TAC = 0,41 + 0,09; p= n.s.; p TAC vs. TAC < 0,001, Abbildung
15A). Genauso verhielt es sich mit der Expression des downstream von TRIF
liegenden Interferon Regulatory Factors 3 (IRF3) Auch hier war die Expression nach
TAC in den TRIF-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren reduziert (C57BL/6J
Sham = 1,00 # 0,58; C57BL/6J TAC= 0,69 + 0,14; p= n.s.; TRIF" Sham = 0,71 +
0,24; TRIF” TAC = 0,33+ 0,18; p = n.s., Abbildung 15B). Viel pragnanter war der
Effekt auf Proteinebene. Im Westernblot aus Herzgewebe wies die Kontrollgruppe
nach TAC relativ gesehen eine Verdreifachung der IRF3-Proteinexpression auf,
wohingegen es bei den TRIF ko-Tieren zu keinem Anstieg von IRF3 kam (C57BL/6J
Sham = 1,00 + 0,17; C57BL/6J TAC = 2,72 + 0,42; p < 0,001; TRIF" Sham = 0,39 +
0,11; TRIF" TAC = 0,51 + 0,12; p = n.s.; p TAC vs. TAC < 0,01, Abbildung 15C). Der
knock down von TRIF wirkte sich auch auf die mMRNA-Expression von Interferon beta
(IFNB) aus. So zeigten diese Tiere einen geringeren Grundlevel als die Wildtyptiere
(C57BL/6J Sham = 1,0 + 0,14; C57BL/6J TAC = 1,03 + 0,15; p = n.s.; TRIF" Sham =
0,69 + 0,16; TRIF" TAC = 0,60 + 0,11; p = n.s.; p Sham vs. Sham = n.s., Abbildung
15D).Eine Darstellung der TRIF-Proteinexpression im Westernblot war nicht méglich,
da die TRIF-Proteinexpression insgesamt sehr niedrig war und eine densitometrische

Auswertung deshalb kein verwertbares Ergebnis brachte.
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Abbildung 15: TRIF-defiziente Mause zeigen eine geringere Expression von TRIF, IRF3
und Interferon beta

Zur Uberprifung des TRIF-Defizienz und dessen Auswirkungen auf die TRIF-Signalkaskade
wurde von C57BL/6J- und TRIF"-Mausen die myokardiale Genexpression von TRIF (A),
IRF3 (B) und Interferon beta (D) ermittelt. Abb. C zeigt die Proteinexpression von IRF3. Die
Darstellung erfolgte bei den mRNA-Analysen als relative Genexpression bezogen auf den
normalisierten Wert der Sham-operierten C57BL/6J-Tiere. Als Referenzgen wurde 18s
verwendet. Die Proteinexpression von IRF3 wurde gegen den Housekeeper GAPDH
normalisiert. Es wurden pro Tier jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt. (Darstellung:
Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-
Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.3. Bestimmung der myokardialen Hypertrophie
Im n&chsten Schritt sollte geklart werden, in wieweit TRIF einen Einfluss auf das
maladaptive Remodeling in Bezug auf das Entstehen einer Hypertrophie hat. Dazu

wurde dar kardiale Phanotyp der beiden Tiergruppen determiniert.

Die Bestimmung der Herzgewicht/Korpergewicht-Ratio (Abbildung 16), deren
Zunahme als typisches Merkmal des hypertrophen Phanotyps gilt, zeigte bereits an
Tag 7 einen Anstieg bei den TAC-operierten Tieren beider Gruppen. Die Zunahme
war in den Tiergruppen vergleichbar, wobei sie tendenziell in der WT-Gruppe etwas
hoher ausfiel. An Tag 35 war die Hypertrophie der TAC-Tiere zwar ausgepragter, war

aber auch hier in den Gruppen auf gleichem Niveau.
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Abbildung 16: Nachlasterhéhung bewirkt eine vergleichbare Auspragung
morphologischer Hypertrophiemarker in beiden Tierstammen

Das Mal3 der myokardialen Hypertrophie wurde Uber das Herzgewicht/Korpergewicht-
Verhéltnis bestimmt. Dazu wurde vor Organentnahme das Gesamtgewicht der Mause und im
Anschluss direkt das Gewicht des frisch entnommenen Herzens bestimmt. Die
Organentnahme erfolgte zu einem frithen Zeitpunkt (d7) und zu einem spaten Zeitpunkt nach
Nachlasterhohung (d35). (Darstellung: Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten
Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.3.1. Histologische Beurteilung des Myokards

Die Kardiomyozyten-Hypertrophie, d. h. eine Ausdehnung der Herzmuskelzelle, ist
eine Folge (mal)adaptiver Antworten auf myokardialen Stress. Somit zahlt die
VergroBerung der Kardiomyozyten auf zellularer Ebene zu den aussagekréftigen
Hypertrophie-Markern. Ein Ausbleiben der Herzgewichtszunahme schliel3t eine
Hypertrophie der Herzmuskelzellen nicht aus, da sowohl kompensatorische
Umbauprozesse der Herzwande als auch Faktoren wie die Induktion von Apoptose
und/oder der kardialen Fibrose der Massenzunahme entgegen wirken.

Wie Abbildung 17 zeigt, setzte eine VergréR3erung der
Kardiomyozytenquerschnittsflache bereits friilh nach transaortaler Konstriktion ein,
sodass bereits am Tag 7 post OP vergroRerte Kardiomyozyten zu beobachten waren
(C57BL/6J Sham:= 115,2 + 6,3 pm? C57BL/6J TAC = 137,3 + 4,0 um? p<0,05;
TRIF” Sham = 102,9 + 4,4 ym?% TRIF" TAC = 134,1 + 7,6 um* p <0,05, Abbildung
17A). Waren die Tiere uUber den langeren Zeitraum einer Nachlasterh6hung (= 5
Wochen) ausgesetzt, fuhrte dies zu einer markanten Vergro3erung der
Kardiomyozyten (C57BL/6J Sham:= 110,2 + 5,2 um* C57BL/6J TAC = 188,6 + 11,9
um?; p < 0,001; TRIF"” Sham = 99,8 + 4,0 um® TRIF” TAC = 186,9 + 17,1 um?% p <
0,001; p<0,001 Abbildung 17A). Wie bei der Korpergewicht/Herzgewicht-Ratio
unterschied sich die Auspragung der kardiomyozytaren Hypertrophie in den beiden

Gruppen sowohl an Tag 7 als auch an Tag 35 nicht.
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Abbildung 17: Nachlasterhohung bewirkt vergleichbare Veradnderungen der
KardiomyozytengrdfR3e in beiden Tierstammen

An HE-gefarbten Gewebequerschnitten des an Tag 7 bzw. 35 entnommenen Myokards
wurde die Flache der Kardiomyozyten in 40-facher Vergroferung mikroskopisch
ausgemessen. Ausgewertet wurde der komplette Querschnitt des linken Ventrikels bzw.
mindestens 100 Zellen/Tier (A). (Darstellung: Mittelwert + SEM mit der Anzahl der
untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-
hoc). Abbildung B zeigt exemplarisch Ausschnitte der Hamatoxylin-Eosin-Farbung der
verschiedenen Tiergruppen.



81
Ergebnisse

4.3.2. Expressionsbestimmung der molekularen Marker fur kardiale
Druckveranderungen

Wie Abbildung 18A zeigt, war bei den Wildtyp-Méausen, obwohl phanotypisch kein
Unterschied zu den Knockout Mausen bestand, nach TAC die relative mRNA-Menge
von BNP um das 1,5-fache erhoht, wahrend die ko-Mause keine merkenswerte
Veranderung des mRNA-Gehalts aufwiesen (C57BL/6J Sham = 1,00 * 0,16;
C57BL/6J TAC = 1,60 + 0,20; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,76 + 0,32; TRIF" TAC =
0,52 + 0,18; p = n.s., Abbildung 18A). Finf Wochen nach Ligatur war in beiden
Tiergruppen die BNP-Genexpression mit relativen Werten von C57BL/6J TAC = 2,02
+ 0,36; p= n.s. bzw. TRIF” TAC = 2,51 + 0,44; p < 0,001 vergleichbar.

ANP (Atriales Natriuretisches Peptid), ein Hormon, das von Kardiomyozyten bei
Dehnungsreizen ausgeschuttet wird, zeigte ein vergleichbares Expressionsprofil
(Abb. 18B). An Tag 7 war ANP insgesamt in den Wildtyptieren doppelt so hoch wie in
den TRIF defizienten Mausen (C57BL/6J Sham = 1,00 = 0,35; C57BL/6J TAC = 0,93
+ 0,20; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,41 + 0,29; TRIF" TAC = 0,45 + 0,11; p = n.s.). 35
Tage nach Ligatur war die Genantwort auf den Dehnungsreiz bei beiden Tiergruppen
mit einer ca. dreifachen Expressionssteigerung nicht mehr unterschiedlich (C57BL/6J
Sham = 1,00 + 0,17; C57BL/6J TAC = 3,22 + 0,84; p < 0,05; TRIF"" Sham = 0,72 +
0,27; TRIF" TAC = 3,32 + 0,58; p < 0,05.).
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Abbildung 18: TRIF-Defizienz fuhrt zu verzdgertem Expressionsanstieg von
vasodilatatorischen Botenstoffe nach Nachlasterhdhung

Die Bestimmung der Aktivierung fetaler Gene gibt Auskunft Gber maladaptive Prozesse. Aus
isolierter mMRNA des Myokards wurde die Reaktivierung von BNP an Tag 7 bzw. 35 durch
Real Time-PCR bestimmt (A) Ebenso erfolgte aus dem gleichen Material die Messung der
ANP-mRNA. (B). (Darstellung: Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in
den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.4. Inflammatorische Zellinfiltration

Da sich C57BL/6J- und TRIF"-Mause in der Hypertrophie der Kardiomyozyten
ahnelten, war die Frage, ob sich die Mause im Grad ihrer inflammatorischen Antwort
unterscheiden. Dabei interessierte uns die Einwanderung inflammatorischer Zellen
ins Myokard. Diese Zellen sind u.a. dafir bekannt, dass sie lUiber Zytokinsezernierung
einen grof3en Einfluss auf regulatorische Mechanismen haben.

4.4.1. Einwanderung von CD3" T-Lymphozyten

In wieweit das Fehlen von TRIF die Einwanderung von T-Lymphozyten beeinflusst,
wurde mit Hilfe der immunhistologischen Farbungen des Myokards mit anti-CD3-
TRITC untersucht. Die Kardiomyozyten wurden mit anti-alpha-sarkomerischem Aktin-
FITC gegengefarbt. Die Auszahlung der CD3-positiven Signale in der 100er
VergroRerung erbrachte an Tag 7 nach Nachlasterh6hung in beiden Gruppen einen
signifikanten Anstieg inflammatorischer T-Lymphozyten (Abbildung 19A),wobei sich
bei den Wildtyptieren eine deutlich groRere Einwanderungsrate verzeichnen liel3 als
bei den TRIF"-Tieren. In den beiden Sham-Gruppen kam es zu keinem erheblichen
Anstieg der T-Lymphozyten (C57BI/6J Sham = 143,2 + 70,3 Zellen/mm?; C57BI/6J
TAC = 1718,0 + 287,9 Zellen'/mm? p < 0,001; TRIF" Sham = 151,9 + 74,4
Zellen/mm?; TRIF™ TAC = 1237,0 + 202,9 Zellen/mm? p < 0,01, p TAC vs. TAC <
0,05).

Diese Daten untermauern, dass die Einwanderung der T-Lymphozyten aus der
Erhéhung der Nachlast und nicht aus einer Immunantwort aufgrund der OP-
Verletzungen resultierte. Wie Abbildung 19A . zeigt, waren im Herzgewebe der 5
Wochen-Tieren wieder deutlich weniger T-Lymphozyten in den TAC-Tieren zu finden.
Auch war hier kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen mehr
zu verzeichnen (C57BI/6J Sham = 52,3 + 35,73 Zellen/mm? C57BL/6J TAC = 992,5
+ 175,9; p < 0,001; TRIF” Sham = 93,04 + 55,2 Zellen/mm?, TRIF" TAC = 821,0
+143,6 Zellen/mm?; p < 0,01). Insgesamt wiesen die TAC-Tiere jedoch immer noch
eine signifikant héhere Lymphozytenzahl im Herzgewebe als die Sham-Tiere auf.
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Abbildung 19:iImmunbhistologischer Nachweis von CD3"- Zellen im Myokard

Die Einwanderung von T-Lymphozyten ins Myokard wurde mit Hilfe der
immunhistochemischen Farbemethode bestimmt. Zur Detektion der T-Lymphozyten wurden
Paraffinschnitte des quergeschnittenen Myokards mit einem Anti-CD3-Antikdrper und einem
TRITC-markierten Sekundarantikorper inkubiert. In 15 Gesichtsfeldern/Tier wurden die CD3-
positiven Zellen in der 100er VergrolRerung ausgezahlt (A). (Darstellung: Mittelwert £ SEM
mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und
Bonferroni Post-hoc). Abb. B zeigt eine exemplarische Farbung von CD3" T-Lymphozyten
(rot, TRITC; weiBe Pfeile) und Gegenfarbung der Kardiomyozyten mit anti-alpha-
sarkomerischem Aktin (griin, FITC) in der 100er Vergrof3erung.
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4.4.2. Einwanderung von F4/80" Makrophagen

Als zweiter inflammatorischer Zelltyp wurden Makrophagen uber einem anti-F4/80-
Antikorper detektiert. Auch dieser Antikorper wurde TRITC-markiert und die
Kardiomyozyten mit anti-alpha-sarkomerischem Aktin-FITC gegengefarbt (Abbildung
20B). Wie auch bei den T-Lymphozyten zeigt sich an Tag 7 in beiden Tiergruppen
eine hohe Einwanderungsrate von Makrophagen, wobei in der Kontrollgruppe nach
TAC die Anzahl an F4/80-positiven Makrophagen héher war als in den TRIF-Tieren
(C57BI/6J Sham = 65,1 + 47,9 Zellen/mm? C57BI/6J TAC = 1237,0 + 1815
Zellen/mm?; p < 0,001; TRIF" Sham = 108,5 + 45,1 Zellen/mm?; TRIF" TAC = 976,3
+ 172,8 Zellen'mm? p < 0,01) (Abbildung 20A). Funf Wochen nach
Nachlasterhhung war die Zahl der Makrophagen im Myokard wieder auf dem
Niveau der Sham-operierten Tiere (C57Bl/6J Sham = 320,6 + 69,7 Zellen/mm?;
C57BI/6J TAC = 376,1 + 86,5 Zellen/mm?; p =n.s.; TRIF" Sham = 207,8 + 43,2
Zellen/mm?; TRIF” TAC = 491,2 + 82,2 Zellen/mm?; p = n.s.).
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Abbildung 20: Immunhistologischer Nachweis von F4/80"- Zellen im Myokard

Die Einwanderung von Makrophagen ins Myokard wurde mit Hilfe der
immunhistochemischen Farbemethode bestimmt. Die Detektion der F4/80-positiver
Makrophagen wurde an Paraffinschnitte des Myokards mit einemAnti-F4/80-Antikorper und
einem TRITC-markierten Sekundarantikdrper durchgefihrt. In 15 Gesichtsfeldern/Tier
wurden die F4/80-positiven Zellen in der 100er VergréR3erung ausgezahlt (A). (Darstellung:
Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-
Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc). Abb. B zeigt links eine exemplarische Farbung von
F4/80-positivenMakrophagen (rot, TRITC; weiRe Pfeile) und Gegenfarbung der
Kardiomyozyten mit anti-alpha-sarkomerischem Aktin (griin, FITC) in der 40er und rechts
eine exemplarische Farbung von F4/80-positivenMakrophagen in der 100er Vergrol3erung
(rot, TRITC; weil3e Pfeile, ohne Gegenfarbung).
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4.5. Expressionsanalyse von MyD88 — und TRIF-abhangiger Zytokine in
linksventrikularem Gewebe und in LPS-stimulierten Monozyten aus der Milz
Wie die Vorversuche an C57BL/6-Mausen zeigten (siehe Abbildung 14), kommt es
bereits 3 Tage nach Aortenligatur zu einem Anstieg von Myd88-abhangigen und -
unabhangigen Zytokinen. Dabei stellte sich die Frage, ob die Zytokinexpression
vorrangig lokal aus Zellen des Myokards oder aus Zellen des peripheren Blutes
stammt, die aufgrund des inflammatorischen Impulses einwandern. Die Bestimmung
der Zytokinexpression aus linksventrikularem Gewebe und aus LPS-stimulierten

Monozyten aus der Milz sollte dartuber Aufschluss geben.

4.5.1. Zytokinexpression 7 Tage nach Aortenligatur

45.1.1. Zytokinexpression im Myokard

Die Untersuchung isolierter mRNA aus Gewebe des Myokards brachte zum
Vorschein, dass die MyD88-abhangige Zytokinexpression myokardstammiger Zellen
in den beiden Tiergruppen unterschiedlich war. So stiegen die die relative
Genexpression von IL6- und CCL2-mRNA in den TAC-operierten TRIF-Tieren
deutlich weniger an als in den Wildtyp-Mausen (IL6: C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,24,
C57BL/6J TAC = 3,88 + 0,78; p < 0,001; TRIF" Sham = 0,75 + 0,15, TRIF" TAC =
1,23 +£0,28; p < 0,01; CCL2: C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,10, C57BL/6J TAC =1,83 +
0,27; p = n.s. TRIF" Sham = 0,91 + 0,17, TRIF" TAC = 1,24 + 0,40; p = n.s.). Die
TNF-alpha-mRNA wurde in den TRIF defizienten-Tieren nach Aortenligatur weniger
exprimiert als in den Sham operierten Tieren (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,14,
C57BL/6J TAC = 1,21 + 0,13; p = n.s. TRIF” Sham = 0,90 + 0,18, TRIF" TAC = 0,32
+ 0,05, Abbildung 21).

Im Myokard unterschied sich die Expression der TRIF-abhangigen Zytokine in den
beiden Gruppen signifikant. Hier war zwischen den beiden Sham-Gruppen nur ein
geringer Expressionsunterschied zu verzeichnen, daflr unterschieden sich die Werte
nach Aortenligatur signifikant (Abbildung 22). Wéahrend die Nachlasterhéhung in den
C57BIl6/J-Mausen zu einem Expressionsanstieg bei CXCL10, CXCL11 und CCL5
fihrte, bewirkte sie in den TRIF”-Tieren keinen Anstieg (CXCL10: C57BL/6J Sham
1,00 + 0,17, C57BL/6J TAC = 2,87 + 0,30; TRIF" Sham = 0,78 + 0,29, TRIF" TAC
1,99 + 0,81; CXCL11: C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,27, C57BL/6J TAC = 1,28 + 0,25;
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TRIF™ Sham = 0,79 + 0,15, TRIF” TAC = 0,98 + 0,06) bzw. gegenlaufig einen
Expressionsruckgang (CCL5: C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,23, C57BL/6J TAC = 1,52
+ 0,12; TRIF" Sham = 0,81 + 0,38, TRIF" TAC = 0,51 + 0,22; p< 0,05,: p TAC vs.
TAC < 0,001).

45.1.2. Zytokinexpression in LPS-stimulierten Monozyten der Milz

Der Vergleich der relativen Zytokin-Expression LPS-stimulierter Monozyten aus der
Milz ergab ein anderes Bild. So unterschied sich die relative HOhe der RNA-
Expression nach Aortenligatur bei den MyD88-abhéngigen Zytokinen kaum von der
der Kontrollen (IL6: C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,13, C57BL/6J TAC = 0,97 +0,10; p =
n.s.; TRIF" Sham = 0,78 + 0,12, TRIF" TAC = 0,91 + 0,13; p = n.s.; TNF-alpha:
C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,17, C57BL/6J TAC = 0,78 + 0,09; TRIF” Sham = 0,68 *+
0,08, TRIF" TAC = 0,64 = 0,04, p = n.s.) (Abbildung 21). Auffallig war allein CCL2,
welches in beiden Tiergruppen nach Ligatur erniedrigt war (C57BL/6J Sham = 1,00 +
0,23, C57BL/6J TAC = 0,40 + 0,18; TRIF" Sham = 0,76 + 0,32, TRIF" TAC = 0,25 +
0,06; p=n.s.).

Bei den TRIF-abhéngigen Zytokinen war der Effekt, der durch die Nachlasterh6hung
hervorgerufen wurde, in den milzstdimmigen Monozyten ebenfalls sehr gering. Im
Gegensatz zu den MyD88-abhangigen Zytokinen unterschieden sich hier aber die
beiden Tiergruppen bereits bei den Sham-operierten Kontrollen signifikant in der
relativen Expression von CXCL10 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,14, C57BL/6J TAC =
0,83 +0,11; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,27 + 0,30, TRIF" TAC = 0,23 + 0,02; p = n.s.;
p Sham vs. Sham < 0,,001; p TAC vs. TAC < 0,001) und CCL5 (C57BL/6J Sham =
1,00 + 0,09, C57BL/6J TAC = 0,85 + 0,19; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,32 + 0,04,
TRIF" TAC = 0,36 = 0,01; p = n.s.; p Sham vs. Sham = n.s.; p TAC vs. TAC <
0,001), wobei die TRIF"-Tiere deutlich weniger mRNA aufwiesen als die C57BL/6J-
Tiere (Abbildung 22). Bei der CXCL11-mRNA waren zwar die Grundwerte der Mause
relativ identisch, aber die Aortenligatur erhéhte nur bei den C57BL/6J-Mausen die
mRNA-Menge, wohingegen sie sich bei den TRIF” -Tieren sogar reduzierte
(C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,17, C57BL/6J TAC = 1,33 + 0,26; TRIF” Sham = 0,92 +
0,10, TRIF" TAC = 0,60 + 0,06; p=n.s., p =n.s.; p Sham vs. Sham < 0,,001; p TAC
vs. TAC < 0,01).
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Abbildung 21: TRIF beeinflusst die Expression der MyD88-abhéngiger Zytokine im
Myokard an Tag 7 nach Transaortaler Konstriktion

Sieben Tage post TAC-OP erfolgte die Entnahme des Herzens und der Milz mit
anschliel3ender Isolation sowie LPS-Stimulation der peripheren Monozyten. Die mRNA der
MyD88-abhéngigen Zytokine wurde aus den beiden Ausgangsmaterialien mittels
guantitativer RT-PCR amplifiziert. Die Expression der Target-Gene wurde gegen 18s
normalisiert. Es wurde relativ zur normalisierten Genexpression der C57BL6/J Sham-Tiere
guantifiziert. (Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den
Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 22: Die Erhohung der Nachlast bewirkt einen Anstieg der Genexpression
TRIF-abhangiger Zytokine bereits an Tag 7 nach Transaortaler Konstriktion

Sieben Tage post TAC-OP erfolgte die Entnahme des Herzens und der Milz mit
anschliel3ender Isolation sowie LPS-Stimulation der peripheren Monozyten. Die mRNA der
TRIF-abhangigen Zytokine wurde aus den beiden Ausgangsmaterialien mittels quantitativer
RT-PCR amplifiziert. Die Expression der Target-Gene wurde gegen 18s normalisiert. Es
wurde relativ zur normalisierten Genexpression der C57BL6/J Sham-Tiere quantifiziert.
(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:
Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).

4.5.2. Zytokinexpression 35 Tage nach Aortenligatur

45.2.1. Zytokinexpression im Myokard
Die Genexpression der gleichen Zytokine wurde zum Zeitpunkt der manifestierten
Hypertrophie (5 Wochen nach Ligatur) erneut bestimmt.

Nach 35 Tagen hatte sich im Myokard bei allen Targets die mMRNA-Menge der TAC-
Tiere den Werten der Sham-Kontrolltiere angenahert, und es lagen keine
merkenswerte Expressionsunterschiede mehr vor (Abbildung 23+Abbildung 24).
Weder bei den MyD88-abhangigen Zytokinen wie IL6 (C57BL/6J Sham = 1,00 *
0,33, C57BL/6J TAC = 1,11 + 0,20; TRIF" Sham = 1,81 + 0,45, TRIF" TAC = 1,89 #
0,42;) CCL2 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,27, C57BL/6J TAC = 0,71 = 0,19;
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TRIF"™ Sham = 1,38 + 0,21, TRIF"” TAC = 0,83 + 0,20;) und TNF-alpha (C57BL/6J
Sham = 1,00 + 0,20, C57BL/6J TAC = 0,71 * 0,17; TRIF" Sham = 1,26 + 0,23,
TRIF" TAC = 0,87 + 0,14) noch bei den TRIF-abhangigen Zytokinen wie CXCL10
(C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,19, C57BL/6J TAC = 0,80 + 0,05; TRIF" Sham = 1,11 *
0,30, TRIF" TAC = 1,19 + 0,26;), CXCL11 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,29, C57BL/6J
TAC = 0,58 + 0,06; TRIF" Sham = 0,51 + 0,07, TRIF” TAC = 0,84 = 0,22;) und CCL5
(C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,21, C57BL/6J TAC = 0,80 + 0,17; TRIF" Sham = 0,65 *
0,23, TRIF"™ TAC = 0,80 * 0,19) waren nach diesem Zeitraum post OP noch
unterschiedlich Expressionshéhen zu sehen.

45.2.2. Zytokinexpression in LPS-stimulierten Monozyten der Milz

Zu diesem spaten Zeitpunkt nach OP war in den LPS stimulierten Monozyten aus der
Milz die relative Genexpression der MyD88-abhangigen Zytokine wie IL6 (C57BL/6J
Sham = 1,00 + 0,09, C57BL/6J TAC = 1,03 + 0,10; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,96 +
0,06, TRIF” TAC = 0,93 + 0,04; p = n.s.) und TNF-alpha (C57BL/6J Sham = 1,00 +
0,10, C57BL/6J TAC = 1,09 + 0,08; TRIF" Sham = 1,02 + 0,11, TRIF" TAC = 0,94 %
0,06; p = n.s.) war bei allen vier Tiergruppen nahezu identisch. .Bei CCL2 (C57BL/6J
Sham = 1,00 + 0,29, C57BL/6J TAC = 0,67 + 0,17; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,43 +
0,09, TRIF” TAC = 0,37 + 0,05; p = n.s.) war die Genexpression in den TRIF"-Tiere
insgesamt etwas niedriger als in den C57BL/6J-M&usen (Abbildung 23). Bei den
TRIF-abhéangigen Zytokinen war 35 Tage post OP weder ein Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Mausstdmmen noch zwischen Sham- und TAC-Tieren
vorhanden Die relative Genexpression von CXCL10: (C57BL/6J Sham = 1,00 £ 0,05,
C57BL/6J TAC = 1,30 + 0,31; p = n.s.; TRIF” Sham = 1,39 + 0,44, TRIF" TAC =
1,17 + 0,31; p = n.s.), CXCL11 (C57BL/6J Sham = 1,00 % 0,09,
C57BL/6J TAC = 0,97 + 008, p = ns., TRIF" Sham = 0,99 + 0,01,
TRIF" TAC = 1,05 + 0,19; p = n.s.) und CCL5 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,086,
C57BL/6J TAC = 1,11 + 0,22; p = n.s. TRIF” Sham = 1,02 + 0,05, TRIF” TAC = 1,09
+ 0,08; p = n.s.) entsprach bei allen Tieren nahezu der der Kontrollgruppe (Abbildung
24).

Diese Ergebnisse bestéatigen sehr deutlich, dass sowohl MyD88-abhangige als auch

MyD88-unabhangige (TRIF-abhangige) Zytokine beim myokardialen Remodeling
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aufgrund von Nachlasterh6hung hauptsachlich in der frihen Phase aktiviert werden
und im spéateren Verlauf des Remodelings eine untergeordnete Rolle spielen.

MyD88 IL6 CcCL2 TNFalpha

25, 2.0, 2.0

2.0 { 1.5
1.5

1.0 1.0
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0.5 | 0.5
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0.0 0.0 0.0
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rel. gene expression [fold)
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o

spleen derived
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Abbildung 23: Angleichung der Genexpression der MyD88-abhé&ngigen Zytokine an
Tag 35 nach Transaortaler Konstriktion

35 Tage post TAC-OP erfolgte die Entnahme des Herzens und der Milz mit anschlieRender
Isolation sowie LPS-Stimulation der peripheren Monozyten Die mRNA der MyD88-
abhangigen Zytokine wurde aus den beiden Ausgangsmaterialien mittels quantitativer RT-
PCR amplifiziert. Die Expression der Target-Gene wurde gegen 18s normalisiert. Es wurde
relativ zur normalisierten Genexpression der C57BL6/J Sham-Tiere quantifiziert.
(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:
Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 24: Angleichung der Genexpression der TRIF-abhangigen Zytokine an Tag
35 nach Transaortaler Konstriktion

35 Tage post TAC-OP erfolgte die Entnahme des Herzens und der Milz mit anschliel3ender
Isolation sowie LPS-Stimulation der peripheren Monozyten Die mRNA der TRIF-abh&ngigen
Zytokine wurde aus den beiden  Ausgangsmaterialien mittels quantitativer RT-PCR
amplifiziert. Die Expression der Target-Gene wurde gegen 18s normalisiert. Es wurde relativ
zur normalisierten Genexpression der C57BL6/J Sham-Tiere quantifiziert. (Darstellung:
Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-
Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).

4.6. Einfluss von TRIF auf die Entwicklung kardialer Fibrose

Fibrose, sowohl als interstitielle als auch perivaskulare Kollegeneinlagerungen, sind
neben der Hypertrophie, ein weiterer wichtiger Prozess beim maladaptiven
Remodeling. Um den Einfluss des TRIF-Signalwegs auf die Auslosung einer
profibrotischen Antwort zu klaren, wurde zundchst der Kollegengehalt des
linksventrikularen Gewebes bestimmt.

Wie Abbildung 25B zeigt, war bereits am siebten Tagen der Nachlasterhohung
vermehrte interstitielle Fibrose bei den TAC-Tieren beider Tiergruppen sichtbar. Die
Auswertung der Picro-Siriusred-Farbung (Abbildung 25A) ergab fir die Wildtyptiere
einen linksventrikularen Kollagengehalt von 2,3 + 0,3% (C57BL/6J Sham = 0,41 *
0,05%, C57BL/6J TAC = 2,33 + 0,26%; p < 0,05). Die TRIF-Tiere besaRRen
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hingegen einen geringeren Kollagenanteil von 1,5 + 0,2% (TRIF” Sham = 0,32 +
0,04%, TRIF" TAC = 1,46 = 0,20%; p = n.s). Nach funf Wochen hatte sich in beiden
Tiergruppen der fibrotische Phanotyp manifestiert. Dabei wurde der Unterschied
zwischen den ligierten TRIF'- und Wildtyp-Mausen deutlich. Die C57BL/6J-Tiere
wiesen mit 6,0 + 0,5% einen signifikant hoheren Kollagenanteil auf als die TRIF™-
Tiere mit 3,6 + 0,4% (C57BL/6J Sham = 3,10 + 0,38%, C57BL/6J TAC = 6,02 *
0,52%; p < 0,001; TRIF" Sham = 1,99 + 0,61%, TRIF" TAC = 3,62+ 0,39%:;
p < 0,05).

Die Quantifizierung des Hydroxyprolin-Proteingehaltes des linksventrikularen
Gewebes wurde als zweite Nachweismethode zur Bestimmung des Kollagengehaltes
herangezogen. Die saure Hydrolyse von Kollagen ergibt nach der Neutralisation ein
Proteinhydrolysat  proteinogener  a-Aminosauren das  kollagenspezifische
Hydroxyprolin. Wie Abbildung 25C zeigt, war zum frihen Zeitpunkt des kardialen
Remodelings der Hydroxyprolingehalt in den TAC-Tieren im Vergleich zu den
entsprechenden Sham-Tieren kaum erhoht (C57BL/6J Sham = 23,2 + 0,9 uM,
C57BL/6J TAC = 24,3 + 1,4 uM; p = n.s.; TRIF" Sham = 31,8 + 4,0 pM, TRIF" TAC
= 38,8 + 3,4 uM; p = n.s.), wobei die Knockout-Mause insgesamt aber einen etwas
hoheren Hydroxyprolingehalt aufwiesen. Funf Wochen nach Transaortaler
Konstriktion war der Hydroxyprolingehalt mit 93,4 + 16,9 uM in den TAC-Tieren der
Wildtyp-Mause signifikant hoher als in den TRIF"-Mausen mit 54,8 + 6,1, UM
(C57BL/6J Sham = 37,1 £+ 2,3 uM, C57BL/6J TAC = 93,4 + 16,9 uM; p< 0,001;
TRIF" Sham = 50,3 + 4,7 pM, TRIF" TAC = 54,8 + 6,1 uM; p = ns.;
p TAC vs. TAC < 0,01) (Abbildung 25A+B).

Auch molekularbiologisch zeigte sich bei der Expressionsbestimmung von Kollagen
lalpha (Abbildung 26) ein signifikanter Expressionsanstieg in den TAC-operierten
Wildtypméausen (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,25, C57BL/6J TAC = 2,17 = 0,20;
p < 0,05). In den TRIF-Mausen war der Anstieg der relativen mRNA-Menge
vergleichsweise geringer (TRIF” Sham = 1,10 + 0,29, TRIF" TAC = 2,31 * 0,57;
p = n.s.). Nach 5 Wochen zeigten, die beiden Tierstdmme eine vergleichbare relative
MRNA-Expression (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,09, C57BL/6J TAC = 1,54 + 0,30;
p =n.s.; TRIF" Sham = 0,73 + 0,12, TRIF" TAC = 3,08 + 0,82; p = n.s.).
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Abbildung 25: TRIF beeinflusst den Grad der interstitiellen Fibrose

7 bzw. 35 Tage nach Nachlasterhéhung wurde an Picrosiriusred gefarbten mittventrikuléaren
Gewebeschnitten der prozentuale Kollagengehalt in 10facher VergréRerung tber den Grad
der Rotfarbung des gesamten Querschnitts bestimmt (A). Exemplarische Detailaufnahmen
aus den 4 Tiergruppen zu den beiden Entnahmezeitpunkten finden sich in Abb. B. Aus je
einem ca. 10mg schweren Gewebestick wurde zusatzlich photometrisch nach saurer
Hydrolyse der Gehalt des kollagenspezifischen Hydroxyprolins bestimmt. Dargestellt ist der
absolute Hydroxyprolingehalt des Gewebes in uM (C). (Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der
Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und
Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 26:Gesteigerte Kollagen lalpha Genexpression in Wildtyptieren

Aus myokardialem Gewebe wurde die Kollagen lalpha mRNA mittels quantitativer RT-PCR
amplifiziert. Die Expression des Gens wurde gegen 18s normalisiert und in Relation zur
normalisierten Expression der C57BL6/J Sham-Tiere gesetzt. (Darstellung: Mittelwert + SEM
mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und
Bonferroni Post-hoc).

4.7. Bedeutung des TGF-beta Signalwegs fur die Entstehung TRIF-
abhéangiger Fibrose

Die Vorversuche legten die Vermutung nahe, dass der TRIF-Signalweg die
Fibrosierung beeinflusst. Die weiteren Untersuchungen sollen zur weiteren
Entschlisselung zu Grunde liegender Mechanismen dieser Annahme dienen. Neben
dem pro-proliferativ wirkenden TNF alpha, dessen Genexpression in den
Wildtyptieren nach Nachlasterhbhung, wie bereits gezeigt (siehe 4.5), anstieg, ist
TGF-beta ein wichtiger Marker fir myokardiales Remodeling. Bekannt ist, dass nach
Inflammation das Zytokin TGF-beta von vielen infiltrierenden Zellen wie
Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten produziert wird. Die Freisetzung und
Aktivierung von TGF-beta stimuliert Teile der extrazellularen Matrix, was eine

wichtige Rolle bei der Gewebereparatur und der Kollagensynthese spielt.
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4.8. TGF-beta Expression im Myokard

Aus Myokardgewebe der vier Mausgruppen wurde die TGF-beta Expression am
frihen und spaten Entnahmezeitpunkt bestimmt. An Tag 7 nach TAC (Abbildung
27A) war die mRNA in den Gruppen vergleichbar (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,14,
C57BL/6J TAC = 0,79 + 0,12; p = n.s.; TRIF” Sham = 0,91 + 0,20, TRIF" TAC =
0,45 £ 0,11; p = n.s.). Die Proteinexpression im Myokard zeigte ein anderes Bild. So
war TGF-beta in den TAC-operierten C57BL/6J-Mausen um das Dreifache erhoht,
wohingegen die Nachlasterhdhung in den TRIF”-Tieren keinen Einfluss auf die
Proteinexpression hatte (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,29, C57BL/6J TAC = 3,17 £
0,85; p <0,01; TRIF" Sham = 1,23 + 0,19, TRIF"” TAC = 1,38 + 0,19; p = n.s.;
p TAC vs. TAC < 0,05). Die mRNA-Expression blieb auch funf Wochen nach Ligatur
(Abbildung 27B) in den vier Tiergruppen auf Kontrollniveau (C57BL/6J Sham = 1,00
+ 0,09, C57BL/6J TAC = 0,75 + 0,08; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,48 + 0,12, TRIF"
TAC = 091 £ 0,82; p = n.s.). In den TAC operierten C57BL/6J-Tieren war im
Vergleich zu den Sham-Kontrollen die TGF-beta Proteinexpression immer noch ca.
3fach erhoht. Bei den TRIF ko-Mausen blieb die TGF-beta Proteinexpression in den
TAC-Tieren auf dem Niveau der Sham-Tiere (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,11;
C57BL/6J TAC = 3,10 + 1,07; p <0,01; TRIF" Sham = 0,69 * 0,28; TRIF" TAC =
0,91+0,21;p=n.s.;p TAC vs. TAC <0,01).
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Aus mRNA und Proteinisolaten des Myokards wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten,
Tag 7 (A) und Tag 35 (B) die TGF-beta Expression mittels quantitativer RT-PCR bzw.

Western Blot detektiert.

Die Genexpression wurde gegen 18s normalisiert und die

Proteinexpression gegen GAPDH. Es wurden pro Tier jeweils Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Unter den Balkendiagrammen sind représentative Westernblots dargestellt.
Die normalisierten Werte wurden in Relation zu den C57BL6/J Sham-Tieren gesetzt
(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:
Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.9. TGF-beta Expression in siRNA-transfizierten Zellen

Um herauszufinden, welcher Zelltyp hauptsachlich fur die TRIF-induzierte TGF-beta
Expression im Myokard verantwortlich ist, wurden im Westernblot die relative TGF-
beta-Proteinexpression von  siRNA-transfizierten  THP1-Zellen, neonatalen
Rattenfibroblasten und -kardyomyozyten bestimmt. Die Herunterregulation von TRIF
in den 3 Zelltypen fuhrte uniform zu einer signifikanten Reduktion der
Proteinexpression des profibrotischen TGF-beta (Abbildung 28). Tendenziell fiel die
Reduktion der Proteinexpression in den Kardiomyozyten (neg-siRNA TX = 1,00 £
0,1; TRIF-siRNA TX = 0,43 = 0,09; p < 0,05) und den Fibroblasten (neg-siRNA TX =
1,00 + 0,22; TRIF-siRNA TX = 0,49 = 0,08; p < 0,05) etwas hoher aus als in den
stimulierten THP1-Zellen (neg-siRNA TX = 1 + 0,09; TRIF-siRNA TX = 0,59 + 0,07; p
< 0,05). Somit kann kein allein verantwortlicher Zelltyp fur das Entstehen des
fibrotischen Phanotyps nach Nachlasterh6hung definiert werden. Vielmehr scheinen
alle wichtigen Zelltypen des Myokards bei fibrotischen Umbauprozessen involviert zu
sein und die Summe aller Zellantworten fir das Ausmall des Remodelings

entscheidend zu sein.
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Abbildung 28: TRIF knock down fihrt in allen Zelltypen zu einer Reduktion der TGF-
beta Proteinexpression

Neonatale Kardiomyozyten und Fibroblasten und mit PMA aktivierte THP1-Zellen wurden mit
TRIF-siRNA bzw. einer Negativkontrolle fiir 48h transfiziert. Um eine Steigerung des Effekts
zu erzielen, wurden die transfizierten Zellen vor dem Ernten fur 16 h mit poly I.C stimuliert.
Pro Zellisolat wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Unter den
Balkendiagrammen sind représentative Westernblots der transfizierten Zellen abgebildet.
(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:
Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.10. Smad Signaling

In die TGF-beta Signalkaskade sind verschiedene Smad-Proteine involviert. So
werden Rezeptor-assoziierte Smads (R-Smads, Smad 2, 3) durch TGF-beta aktiviert.
Diese bilden einen Komplex mit Smad 4 (Co-Smad), der nach Translokation in den

Kern direkt eine transkriptionelle Antwort auslost.

In den TRIF ko-Mausen scheint die mit TGF-beta assoziierte maladaptive
Signalkaskade nach Nachlasterhdhung zu dem frihen Zeitpunkt (Abbildung 29A)
kaum aktiviert zu sein. So wiesen im Westernblot das Smad 3-Protein (TRIF” Sham
= 0,80 + 0,21, TRIF" TAC = 0,57 + 0,12; p = n.s.) bzw. das phosphorylierte pSmad 3
(TRIF" Sham = 0,74 + 0,29, TRIF" TAC = 1,14 + 0,42; p = n.s.) in den TRIF ko-
Méausen nach TAC keine Veradnderung der Expression auf. In den TAC-
Wildtypméausen hingegen war Smad 3 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,38, C57BL/6J
TAC = 1,96 £ 0,59; p = n.s.) wie auch pSmad 3 (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,35,
C57BL/6J TAC = 2,10 + 0,93; p = n.s.) doppelt so hoch exprimiert wie in den Sham-
Tieren. Das Co-Smad Smad 4 war ebenfalls nur in den Wildtyp-Mausen nach TAC
um das 2,5-Fache erhéht (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,14; C57BL/6J TAC = 2,77 +
0,63; p=n.s,; TRIF" Sham = 1,53 + 0,20; TRIF" TAC = 1,62 + 0,25; p=n.s.).

Zum spaten Entnahmezeitpunkt (Abbildung 29B) war Smad 3 in den Sham und TAC
Tieren vergleichbar exprimiert (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,17; C57BL/6J TAC = 0,65
+0,12; p = n.s.; TRIF" Sham = 1,88 + 0,64; TRIF TAC = 1,34 + 0,35; p = n.s.). Die
aktive Form hingegen war in den TRIF"-TAC-Tieren jetzt doppelt so hoch exprimiert
wie in den Sham-Tieren (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,35; C57BL/6J TAC =2,10 +
0,93; p = n.s.; TRIF" Sham = 0,74 + 0,29; TRIF" TAC = 1,14 + 0,42; p = n.s). Die
Smad 4 Expression war 35 Tage nach Aortenligatur bei beiden Tiergruppen auf
Kontrollniveau (C57BL/6J Sham = 1,00 £+ 0,16; C57BL/6J TAC = 1,11 + 0,31; p =
n.s.; TRIF" Sham = 1,55 + 0,37; TRIF" TAC = 0,94 + 0,23; p = n.s.).

Der Smad-Komplex lie’ sich auch im Zellkern nachweisen. Wir fanden in den TAC-
operierten Wildtypen eine ca. dreifach hdohere Konzentration von phosporyliertem
Smad 3 im Kernisolat des Herzgewebes. Bei den TRIF"-Tieren war kein Anstieg der
Proteinexpression zu verzeichnen (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,15; C57BL/6J TAC =
3,28 £1,60; p=n.s,; TRIF" Sham = 1,46 + 0,77; TRIF" TAC = 1,02 + 0,27; p=n.s.)
(Abbildung 29C).
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Abbildung 29: TRIF beeinflusst die myokardiale Smad-Expression

Aus den Proteinisolaten des Myokards wurden 7 Tage (A) und 35 Tage (B) nach
Nachlasterhéhung die Proteinexpression von Smad 3, dessen aktivierter Form, pSmad 3 und
Smad 4 bestimmt und gegen das Referenzprotein GAPDH normalisiert. In der nukledren
Proteinfraktion (C) wurde zur Normalisierung des pSmad 4-Expression die Expression der
nukledren mRNA Polymerase 2 bestimmt. Die Werte wurden in Relation zur Expression in
den Sham-Kontrollen gesetzt. Es wurden pro Tier jeweils Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Unter den jeweiligen Balkendiagrammen sind repréasentative Westernblots
dargestellt. (Darstellung: Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den
Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.11. Fibrose-assoziierte miRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind an der Regulation der angeborenen und adaptiven
Immunitat beteiligt und sind somit entscheidende Regulatoren der kardiovaskularen
Pathologie. Die Expression von miR29 (Abbildung 30A), das zu den
Schlusselregulatoren fur die Modulation der kardialen Fibrose im Rahmen es TGF-
beta Signalings gehort, fand sich in den Sham-Kontrollen der TRIF-M&usen im
Herzgewebe mit einer ca.l,5-fach hohere Expression als in den Wildtyptieren.
Wahrend bei diesen nach TAC die Expression der microRNA unverandert blieb, stieg
sie in den ligierten TRIF"-Mausen auf 2,3 + 0,7 — fach an (C57BL/6J Sham = 1,00 +
0,25; C57BL/6J TAC = 0,98 + 0,08; p = n.s.; TRIF" Sham = 1,54 + 0,40;
TRIF" TAC = 2,34 +0,71; p = n.s.).

Ein néachstes Augenmerk legten wir auf die Expressionsbestimmung von miR146a
(Abbildung 30B), deren mogliches Target Smad 4 ist. Hier war in den TRIF-Tieren
der Grundlevel um das 5-Fache hoher als in den Wildtyp-M&usen. Die Erh6hung der
Nachlast hatte hingegen keinen Einfluss in den TRIF ko-Mausen, steigerte aber die
Expression in den C57BL/6J-Tieren um das Dreifache (C57BL/6J Sham = 1,00 +
0,17; C57BL/6J TAC = 2,95 + 1,29; p <0,01; TRIF” Sham = 5,51 + 0,87; TRIF" TAC
=5,51 +1,64; p =n.s.; p Sham vs. Sham < 0,05).
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Abbildung 30: Antifibrotisch wirkende miRNAs werden nach TRIF-Defizienz vermehrt
produziert

Die Bestimmung vom miR29 und 146a erfolgte aus myokardialen Gewebeisolat, welches an
Tag 7 post OP entnommen wurde. Quantifiziert wurde mit TagMan-Sonden in Realtime-
PCR. Die RNU6b-miRNA wurde als Referenzgen verwendet. ( Darstellung: Mittelwert + SEM
mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und
Bonferroni Post-hoc).
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4.12. Nicht Smad assoziierter Signalweg

Neben dem Smad-Signaling kann die Regulation von TGF-beta auch tber den Akt-
Signalweg erfolgen. Die Proteinkinase Akt ist involviert in die Aktivierung des PI3-
Kinase-Signalwegs. Wie Abbildung 31 zeigt, war die Gesamtexpression von Akt nur
geringfugig moduliert und wies in allen beiden Tierstammen ahnliche Werte auf
(C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,27; C57BL/6J TAC = 1,29 + 0,21; TRIF" Sham = 1,00 +
0,38; TRIF" TAC = 1,36 + 0,25; p = n.s.). Die Nachlasterhohung bewirkte eine
dreifachen Expressionszunahme der aktiven Isoform in den TRIF"-Mausen. Diese
Auswirkung zeigte sich bei den Wildtypmausen nicht (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,36;
C57BL/6J TAC = 1,25 + 0,14; TRIF" Sham = 1,00 + 0,27; TRIF” TAC = 2,78 + 0,48;
p < 0,01; P TAC vs. TAC < 0,5). Der Effekt wurde aber bei der Betrachtung des
Verhaltnisses von aktiviertem Protein und zu Gesamtprotein relativiert, und die
beiden genetisch unterschiedlichen Mause wiesen eine &hnliche Ratio auf (C57BL/6J
Sham = 1,00 * 0,07; C57BL/6J TAC = 1,15 + 0,29; TRIF" Sham = 0,69 * 0,27;
TRIF" TAC = 1,34 + 0,37; p = n.s.) (Abbildung 31).
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Abbildung 31: TRIF hat keinen nachvollziehbaren Einfluss auf die Aktivierung der
Proteinkinase Akt

Aus dem Proteinlysat der 7-Tage-Tiere erfolgte die Westernblotanalyse von Akt und seiner
aktiven Form pAkt. Normalisiert wurde gegen das Referenzgen GAPDH. Es wurden pro Tier
jeweils Doppelbestimmungen durchgefthrt. Unter den jeweiligen Balkendiagrammen sind
reprasentative Westernblots dargestellt. (Darstellung: Mittelwert + SEM mit der Anzahl der
untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-
hoc).
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4.13. Aktivierung von Tumorsuppressorgenen

Dass im Myokard der TAC-operierten TRIF"-Mausen proliferatorische Prozesse
gesteigert stattfinden, lie’ bereits die erhdhte Aktivitdt von Akt (siehe 4.12) vermuten.
Nun stellte sich die Frage, ob apoptotische Ereignisse unterschiedlich in den beiden
Mausstammen ausgepragt sind. Dazu wurden die Expressionsmuster der
Tumorsuppressorgene p53, pl6 und die Bax/Bcl-2-Ratio, die auf zellularer Ebene bei
der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, determiniert. Der Nachweis Apoptose-

assoziierter Targets erfolgte auf Proteinebene.

In den Wildtypmausen machte der Westernblot eine gesteigerte Expression von p53
nach Ligatur sichtbar (Abbildung 32A), wohingegen das Fehlen von TRIF dazu fihrt,
dass p53 nicht aktiviert wurde (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,17; C57BL/6J TAC = 1,87
+ 0,35; p <0,05; TRIF" Sham = 0,86 + 0,26; TRIF" TAC = 0,99 + 0,11; p = n.S.;
p TAC vs. TAC < 0,05). Ein gleiches Expressionsmuster war fur das durch p53
aktivierte p16-Protein zu finden (Abbildung 32B) (C57BL/6J Sham = 1,00 + 0,30;
C57BL/6J TAC = 2,33 + 0,40; p <0,01; TRIF" Sham = 0,63 % 0,20; TRIF" TAC =
1,08 £ 0,20; p = n.s.; p TAC vs. TAC < 0,05). Hier kam es in den Wildtypmausen zu
einer Verdoppelung der Proteinexpression, wahrend der Expressionsanstieg in den
TRIF ko-Mausen zu vernachlassigen war. Ein weiterer Hinweis auf gesteigertes
maladaptives Remodeling, hervorgerufen durch Apoptose in den C57BL/6J-Mausen,
war die Bax/Bcl-2-Ratio (Abbildung 32C). Das Verhdltnis von Bax, einem Apoptose-
Promotor, und Bcl-2, einem Apoptose-Inhibitor, war in den Wildtypm&usen im
Grundlevel bereits um das Dreifache hoher als in den TRIF-Mausen. Nach Ligatur
erfolgte ein Expressionsanstieg nur in den Wildtypméausen (C57BL/6J Sham = 1,00 £
0,04; C57BL/6J TAC = 1,44 + 0,13; p <0,05; TRIF" Sham = 0,25 # 0,10; TRIF" TAC
= 0,24 £ 0,05; p = n.s.; p TAC vs. TAC < 0,01). Der Nachweis von p53 (neg-siRNA
TX =1,00 £ 0,15 TRIF-siRNA TX = 0,60 = 0,05; p = n.s.), p16 (neg-siRNA TX = 1,00
+ 0,36; TRIF-siRNA TX = 0,50 = 0,10; p = n.s.), sowie Bax und Bcl-2 (neg-siRNA TX
= 1,00 £ 0,27; TRIF-siRNA TX = 0,57 + 0,17; p = n.s.) in si-transfizierten neonatalen
Rattenkardiomyozyten (Abbildung 33) zeigte ebenfalls, dass die Expression

proapoptotischen Gene nach TRIF knockdown zurtickgeht.

Die Expressionsunterschiede in den beiden Mausstammen sowie in der Zellkultur
legen nahe, dass die TRIF"-Mé&use aufgrund verminderter Apoptose ein weniger
ausgepragtes maladaptives Remodeling aufweisen.
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Abbildung 32: TRIF-Defizienz verhindert die Aktivierung proapoptotischer Gene

Aus isolierten Proteinen des Myokards der 7-Tage—Tiere wurden in Westernblot-Analysen
die Expression der Tumorsuppressorgene p53 (A), pl6 (B) sowie die Bax/Bcl-2-Ratio (C)
detektiert. Die Werte wurden gegen GAPDH normalisiert. Die Expressionsrate wurde relativ
auf die C57BL/6J-Sham-Gruppe bezogen. Es wurden pro Tier jeweils Doppelbestimmungen

durchgefuihrt. Abgebildet sind reprasentative West

ernblots

der vier

Tiergruppen.

(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:

Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 33: TRIF knock down flihrt zu geringerer Expression von proapoptotischen
Gene

Aus isolierten Proteinen aus si-transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden in
Westernblot-Analysen die Expression der Tumorsuppressorgene p53 (A), pl6 (B) sowie die
Bax/Bcl-2-Ratio (C) detektiert. Die Werte wurden gegen GAPDH normalisiert. Es wurden pro
Tier jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Abgebildet sind repréasentative
Westernblots(Darstellung: Mittelwert + SEM mit in den Balken angegebener n-Zahl; Statistik:
ungepaarter T-Test).
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4.14. Einfluss von TRIF auf proliferatorische Eigenschaften
In vitro Experimente mit TRIF-sSiRNA transfizierten neonatalen Kardiomyozyten und
Fibroblasten sollten zeigen, ob sich die Proliferation der Zellen durch das

Ausschalten von TRIF verandern.

Ein TRIF knockdown bewirkte in den neonatalen Kardiomyozyten eine Verdopplung
der Proliferationsrate (neg-siRNA TX = 0,37 + 0,06; TRIF-siRNA TX = 0,90 = 0,10;
p < 0,01) (Abbildung 34A), wohingegen bei Fibroblasten ein gegenteiliger Effekt zu
sehen war (neg-siRNA TX = 0,36 £ 0,01; TRIF-siRNA TX = 0,30 £+ 0,01; p < 0,05).
Hier bewirkte das Fehlen von TRIF eine Verringerung der Teilungsrate (Abbildung
34A).

Somit hat das Niederregulieren von TRIF einen positiven Einfluss auf die

kardiomyozytare Proliferation und wirkt fibrozytarem Wachstum entgegen.
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Abbildung 34: TRIF knock down unterstitzt die Proliferation von Kardiomyozyten und
hemmt die Proliferation von Fibroblasten

Neonatale Rattenkardiomyozyten und-fibroblasten (A) wurden mit TRIF-siRNA bzw. einer
negativen Kotroll-siRNA fiir 48h transfiziert. Eine Optimierung des knockdown Effekts wurde
durch die Stimulation der Zellen mit poly I:C in den letzten 16h erreicht. Abb. B zeigt
exemplarisch eine Transfektion mit fluoreszenzmarkierter siRNA. (Darstellung: Mittelwert +
SEM mit in den Balken angegebener n-Zahl; Statistik: ungepaarter T-Test).
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4.15. Funktionelle Beurteilung: Echokardiographie und Working Heart

4.15.1. Echokardiographie

Die Echokardiographie gibt Auskunft Gber die Auswirkungen der Nachlasterhfhung
auf die Hamodynamik. Dazu wurden echokardiographische Messungen an Tag O.
Tag 7 und an Tag 35 durchgefihrt. Die Daten zeigen, dass die Abwesenheit von
TRIF tendenziell zu dem friihen Zeitpunkt die Entwicklung der Myokardhypertrophie
bremst. Bei der linksventrikularen Masse und Wanddicke zeigte sich besonders
deutlich, dass das hypertrophe Remodeling bei den Wildtypmausen deutlich friiher in
Gang gesetzt wird als in den TRIF defizienten TAC-Mausen. Wahrend in den
Wildtyptieren die linksventrikulare Hinterwanddicke (LVPW,; d) (Abbildung 36A)
bereits frih (Tag 7) signifikant zunahm (C57BL/6J Sham = 0,64 + 0,02 mm;
C57BL/6J TAC = 0,79 + 0,06 mm; p < 0,5; TRIF” Sham = 0,64 + 0,03 mm; TRIF"
TAC = 0,65 £ 0,04 mm; p = n.s.), genauso wie die damit assoziierte relative
Zunahme der linksventrikulare Masse (LV mass) (C57BL/6J Sham = 1,00 £ 0,04;
C57BL/6J TAC = 1,45 + 0,07; p = <0,001; TRIF" Sham = 1,00 + 0,02; TRIF" TAC =
1,16 £ 0,08; = n.s.) (Abbildung 35B), war die Zunahme der linksventrikularen
Hinterwanddicke (C57BL/6J Sham = 0,64 + 0,02 mm, C57BL/6J TAC = 0,74 + 0,05
mm; p < 0,01; TRIF" Sham = 0,65 + 0,02 mm TRIF" TAC = 0,73 + 0,03 mm;
p < 0,001) und Ventrikelmasse (C57BL/6J Sham = 1,20 + 0,05. C57BL/6J TAC =
1,62 + 0,14; p < 0,001; TRIF" Sham = 1,19 * 0,05; TRIF" TAC = 1,50 + 0,08;
p < 0,001) bei den TRIF-Mause erst an Tag 35 bemerkbar. Ebenso trat eine
Verringerung der prozentualen Auswurffraktion (,Ejection Fraction®, EF [%]) in den
TRIF"-Mause erst zu einem spateren Zeitpunkt als bei den Wildtypen ein (d7:
C57BL/6J Sham = 40,33 + 1,44%; C57BL/6J TAC = 39,34 + 1,69%; p = n.s.; TRIF"
Sham = 42,31 + 1,51%; TRIF" TAC = 42,76 + 1,97%; p = n.s., d35: C57BL/6J Sham
= 40,80 + 2,59%; C57BL/6J TAC = 38,03 + 1,57%; p = n.s.; TRIF" Sham = 41,54 +
2,37%; TRIF” TAC = 36,64 + 2,42%; p = n.s.) (Abbildung 36). Die Septumdicke und
die Dicke der Vorderwand waren in den Tiergruppen nach Behandlung vergleichbar.
Weitere Parameter waren fir eine eindeutige Aussage aufgrund grof3er Streuung der

Einzelwerte nicht verwertbar.
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Abbildung 35: Echokardiographische Bestimmung der linksventrikularen Wanddicke
und der linksventrikularen Masse

Wahrend bei den TAC-operierten Wildtypmausen bereits an Tag 7 eine signifikante
Dickenzunahme der linksventrikuldaren Hinterwand (A) und der linksventrikularen Masse (B)
zu verzeichnen war, erfolgte die Modulation dieser Parameter in den TRIF-Tieren erst
zeitverzogert und war erst an Tag 35 signifikant und &hnlich ausgeprégt wie in den
Wildtypen. (Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den
Balken; Statistik: Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 36: Modulation der prozentualen Auswurffraktion (Ejection Fraction, EF,
Echokardiographie)

Wahrend bereits in den Wildtyptieren die EF nach TAC tendenziell verringert war, zeigte sich
eine eingeschrankte Pumpfunktion bei den TRIF"-Tieren erst an Tag 35. Zu diesem
Zeitpunkt waren die Werte in den beiden Gruppen vergleichbar. (Darstellung: Mittelwert +
SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-Anova
Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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4.15.2. Working Heart

Als zweite Messmethode wurde die Funktionalitat der Herzen an Tag 35 und an Tag
70 in der Langendorff Perfusionsanlage im Working Heart Mode untersucht. Bei der
Entnahme der Herzen zeigte sich, dass es bei den C57BL/6J-Tieren weit haufiger zu
einer Verwachsung des OP-Fadens mit dem Thorax kam als bei den TRIF"-Mausen.
Diese Verwachsungen erschwerten die Praparation erheblich und es verblieb von
den gebandeten 70d-Wildtyp-Tieren nur eine geringe Anzahl fir die Messung
(C57BL/6J TAC: 4 verblieben von 11, TRIF” TAC: 8 verblieben von 11). Trotz der
daraus resultierenden geringen ,n“-Zahlen und erheblicher Streuungen in den
Messwerten zeigte sich in den Mausen mit Nachlasterhbhung deutlich eine
Verschlechterung der diastolischen Parameter. Die systolischen Werte waren
hingegen weitgehend unverandert. Auch mit dieser Methode konnte eine
Verringerung der Ejection Fraction (Abbildung 37) nachgewiesen werden. Wobei
sich auch hier kein Unterschied zwischen Wildtyp und TRIF” zu verzeichnen war.
(d35: C57BL/6J Sham = 46,74 + 5,67%; C57BL/6J TAC = 39,67 + 6,05%; p = n.s.;
TRIF Sham = 45,15 + 7,02%; TRIF TAC = 39,03 + 6,66%; p = n.s., d70: C57BL/6J
Sham = 4481 + 7,56%; C57BL/6J TAC = 3566 + 7,19%; p = n.s;
TRIF" Sham = 49,32 + 3,12%; TRIF" TAC = 44,21 + 4,36%; p = n.s.). Eine
Modulation der hamodynamischen Effekte war auch bei der Herzauswurfleistung
(Abbildung 38A) und dem damit verbundenen Schlagvolumen (Abbildung 38B) zu
sehen. Diese Modulationen waren bei den 35-Tagen-Tieren noch nicht zu sehen,
sondern waren erst bei den 70 Tage-Tieren ausgepragt. Aber auch hier war weder
die Herzauswurfleistung (cardiac output) (d35: C57BL/6J Sham = 6,60 + 0,44 ml/min
C57BL/6J TAC = 6,63 + 1,21 ml/min; p = n.s.; TRIF" Sham = 5,15 + 0,60 ml/min;
TRIF” TAC = 6,43 + 0,69 ml/min; p = n.s., d70: C57BL/6J Sham = 8,43 + 0,86
ml/min; C57BL/6J TAC = 5,22 + 0,77 ml/min; p = n.s,; TRIF" Sham = 10,41 + 0,57
ml/min; TRIF" TAC = 6,63 + 0,64 ml/min; p > 0,01) noch das Schlagvolumen (d35:
C57BL/6J Sham = 16,94 + 1,56 pl; C57BL/6J TAC = 17,14 + 3,12 pl; p = n.s.; TRIF"
Sham = 13,34 + 0,89 pl; TRIF” TAC = 14,49 + 1,56 pl; p = n.s., d70: C57BL/6J Sham
= 30,31 + 1,76 pl; C57BL/6J TAC = 12,79 + 2,10 pl; p = n.s.; TRIF" Sham = 24,27 +
1,41 pl; TRIF™ TAC =15,81 + 1,51 pl; p = n.s.) zwischen den beiden Tiergruppen

unterschiedlich.
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Abbildung 37: Modulation der prozentualen Auswurffraktion (Ejection Fraction, EF;
Working Heart)

Sowohl in den Wildtyptieren als auch in den TRIF"-Tieren war an Tag 35 die EF nach TAC
tendenziell verringert. Diese eingeschrankte Pumpfunktion war auch an Tag 70 zu sehen. Zu
beiden Zeitpunkten waren die Werte in den beiden Gruppen aber vergleichbar. (Darstellung:
Mittelwert + SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik: Two-Way-
Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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Abbildung 38: Herzauswurfleistung und Schlagvolumen im Working Heart Mode

Eine Reduktion der diastolischen Pumpfunktion zeigte sich erst sehr spat (70 Tage nach
TAC) durch verminderte Herzauswurfleistung (A) und vermindertes Schlagvolumen (B).
(Darstellung: Mittelwert £ SEM mit der Anzahl der untersuchten Tiere in den Balken; Statistik:
Two-Way-Anova Analyse und Bonferroni Post-hoc).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte am etablierten Mausmodell der transaortalen
Konstriktion (TAC) gezeigt werden, dass eine vermehrte kardiale Druckbelastung
bereits innerhalb weniger Stunden zu einem Anstieg von MyD88- und der TRIF-
abhangigen Zytokinen im Herzen fuhrt. An TRIF-defizienten Mausen liel3 sich
nachweisen, dass nachlastinduzierte linksventrikulare Hypertrophie nicht TRIF-
abhangig ist, TRIF aber im frihen Stadium des kardialen Remodelings die vermehrte
Ausschuittung inflammatorischer Zytokine sowie die Einwanderung inflammatorischer
Zellen induziert. Es konnte belegt werden, dass der TRIF Signalweg bei der
Entstehung der nachlastinduzierten kardialen Fibrose involviert ist und dabei an
unterschiedlichsten Stellen der Signalweiterleitung regulierend einwirkt. Die mit dem
maladaptiven Remodeling einhergehende pathologische Veranderung der
Funktionalitat des Herzens wird auf lange Sicht durch das Ausschalten von TRIF
wenig beeinflusst, wenngleich das Remodeling zu Beginn verlangsamt ist und die

funktionellen Parameter langer auf dem Normalniveau bleiben.

5.1. Inflammation und Hypertrophie

Die pathologische Hypertrophie ist die Folge einer Mehrbelastung des Herzens. Um
die kardiale Funktion aufrecht zu erhalten, werden primar adaptive Umbauprozesse
initiiert. Sie dienen der Kompensation von erhdhter systolischer oder diastolischer
Wandspannung, hervorgerufen durch chronische Druck- oder Volumenbelastung,
neurohumorale Uberaktivierung und erhéhte sympathische Aktivitat. Bei anhaltender
chronischer Belastung wird der adaptive Effekt immer geringer und maladaptive
Effekte Gberwiegen immer mehr. Die Folge sind myokardiale Fibrose, ventrikulare
Dilatation und kontraktile Dysfunktion. Kardiales Remodeling, das der pathologischen
Hypertrophie zugrunde liegt, ist komplex und die Entstehung der pathologischen
Hypertrophie ist multifaktoriell. Neben hypertrophen, fibrotischen, apoptotischen

Ereignissen spielen vor allem inflammatorische Prozesse eine Rolle.

Inflammation ist direkt und indirekt an Erkrankungen des Herzens beteiligt. In Folge
inflammatorischer Ausloser kann es am Herzen zu infektibs entzindlichen
Krankheitsbildern wie Endokarditis, Myokarditis oder Perikarditis kommen (BEN-
HAIM et al., 2009). Inflammation ist aber auch grundlegend bei der Pathogenese und

Progredienz  kardialer  Erkrankungen (Kardiomyopathien) und vaskularer
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Erkrankungen (endotheliale Dysfunktion, Atherosklerose) beteiligt (MANN, 2002).
Bereits 1990 zeigten Levine et al. (LEVINE et al., 1990), dass Herzinsuffizienz und

Inflammation miteinander in Verbindung stehen.

Inflammation spielt somit eine wichtige Rolle beim adaptiven und maladaptiven
Remodeling des Herzens. Als Folge einer linksventrikularen Uberbelastung kommt
es zu myokardialer Inflammation mit der Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und Leukozyteninfiltration. Screeningstudien an Mensch und Tier zeigten
einen Zusammenhang zwischen proinflammatorischen Markern und
nachlastinduzierter Hypertrophie und Fibrose (DAMAS et al., 2000; GULLESTAD,
AUKRUST, 2005; MANN, 2002).

Es ist hervorzuheben, dass die im Verlauf einer Herzinsuffizienz aktivierten
inflammatorischen Signalkaskaden und Prozesse sich nicht nur maladaptiv auf die
Krankheitsprogression auswirken mussen, sondern kénnen gleichermalien adaptiv
modulierend einwirken (KINDERMANN et al., 2008; PACKARD et al., 2009). Die
pathologische Myokardhypertrophie ist ein friher Ansatzpunkt fur therapeutische
Interventionen, um die Entstehung einer Herzinsuffizienz zu verhindern. Die in
diesem Projekt untersuchten vielféaltigen Einflusse inflammatorischer Signalwege im
Rahmen einer nachlastinduzierten Hypertrophie kénnen deshalb den Anstol3 fur

vielversprechende Ansatze liefern.

5.2. Nachlasterhéhung steigert die Expression inflammatorischer Zytokine im
Myokard nur zum frihen Zeitpunkt
Die Herzinsuffizienz ist charakterisiert durch erhdhte Zytokin-Serumspiegel. So ist in
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ein erhohter TNF-alpha-Serumspiegel zu
finden. Die TNF-alpha-Spiegel von Patienten mit Herzinsuffizienz kénnen sogar
direkt mit dem Grad der Herzinsuffizienz in Relation gesetzt werden. Wie Bozkurt et
al. (BOZKURT et al., 2010) und Torre-Amione et al. (TORRE-AMIONE et al., 1996)
zeigten, ist die klinische Herzfunktion (definiert Uber die NYHA Klassifizierung)
negativ mit der TNF-alpha—Konzentration im Serum korreliert. Aufgrund dieser
Erkenntnisse gibt es bereits vielzahlige Untersuchungen, um den inflammatorischen
Signalweg bei der Herzinsuffizienz aufzuklaren und hier einen entsprechenden
Therapieansatz zu finden (DAMAS et al., 2000; DESWAL et al., 2001; GULLESTAD,
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AUKRUST, 2005; MANN, 2005). In den hier zitierten Studien lag der Schwerpunkt
auf den zirkulierenden Zytokinspiegeln im Serum. Es stellt sich die Frage, wie sich
die Zytokinspiegel beim hypertrophen Remodeling im Myokard selbst verandern, zu
welchem Zeitpunkt das Expressionsmaximum erreicht wird und welchen Einfluss die
lokale Verédnderung der Zytokinexpression hat. In diesem Zusammenhang
untersuchten wir Zytokinexpression im Myokard im Verlauf nach Nachlasterh6hung
durch Aortenligatur. Dazu wurde von TAC (Transaortaler Konstriktion)-operierten
C57BL/6-Mausen 16 Stunden, 3, 7 und 35 Tage nach OP die Zytokinexpression
bestimmt. Es zeigte sich, dass sowohl MyD88-abhéangige als auch MyD88-
unabhéngie, also TRIF-abhangige, Zytokine in der Regel am Tag 3 bzw. 7 ihr
Expressionsmaximum erreichten. Man muss bei der Interpretation der Daten mit
bericksichtigen, dass die zur Nachlasterhbhung nétige Operation an sich ein
Ausléser fur Inflammation ist und der Zytokinexpression zu den ganz frihen
Zeitpunkten (16 Stunden und 3 Tage post Op) neben frihem kardialen Remodeling
auch Wundheilungsprozesse zugrunde liegen. An Tag 7 kann davon ausgegangen
werden, dass die gesteigerte Zytokinexpression nicht mehr durch operative Effekte
gesteuert wird, sondern aufgrund der veranderten Druckverhaltnisse im Herzen
ausgelost  wird.  Zytokinvermitteltes inflammatorisches Remodeling scheint
hauptséachlich im frihen Hypertrophiestadium eine Rolle zu spielen. Zum Zeitpunkt
einer voll ausgepragten Hypertrophie, was in unserem Versuchsaufbau Tag 35
entspricht, war bei fast allen Zytokinen die Expression wieder auf dem Niveau der
Kontrollen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei spateren Zeitpunkten
der nachlastinduzierten Hypertrophie andere Faktoren und Signalwege fur die

Progredienz der Herzerkrankung verantwortlich sind.

5.3. Nachlast-induzierte Hypertrophie ist weitestgehend TRIF-unabhéngig

Die Verringerung des Aortendurchmessers um ca. 60 % (TAC-OP) bewirkt eine
Nachlasterhhung und damit Druckbelastung des Herzens und dient als Ausloser
einer linksventrikularen Hypertrophie. Wie erwartet war bei den Wildtyp- und den
TRIF-defizienten Mausen bereits an Tag 7 nach TAC-OP eine deutliche Hypertrophie
ausgebildet. Die (mal)adaptiven Remodelingvorgange aul3erten sich in einer
VergroRerung der Kardiomyozyten, einer erhdhten Herzgewicht/Kérpergewichts-
Ratio sowie in einer erhéhten Expression fetaler Gene (Abbildung 18). Diese
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Ergebnisse decken sich mit denen von Nakumura et al., die zeigten, dass sich nach
TAC eine linksventrikularen Hypertrophie schnell entwickelt und bereits an Tag 10
messbar ist (NAKAMURA et al., 2001). Bereits 1991 wurde gezeigt, dass bei
Verwendung einer 27G Nadel und einem Tieralter von 8 Wochen 7 Tage nach TAC
eine Zunahme der linksventrikularen Masse um 41 % vorliegt (ROCKMAN et al.,
1991). Der Vergleich des Hypertrophiegrades zwischen den beiden von uns
untersuchten Tiergruppen zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied in der
Auspragung der Hypertrophie. Zwar waren am Tag 7 tendenziell die
morphologischen Hypertrophiemarker und die Expression fetaler Gene bei den
Wildtyptieren hoher als bei den TRIF-defizienten Mausen, aber an Tag 35 war keiner
dieser typischen Hypertrophieparamater in den beiden Gruppen unterschiedlich und
die Hypertrophie demzufolge gleich ausgepragt. Im Gegensatz dazu fand Singh et al.
bei der Angiotensin Il induzierten kardialen Hypertrophie nach drei Wochen
Behandlungszeitraum in TRIF-defizienten Mause eine deutlich geringer ausgepragte
Hypertrophie (Herzgewicht/Kérpergewicht) als in den Kontrolltieren (SINGH et al.,
2015). Neben Angiotensin Il sind auch TLR4-getriggete Signalkaskaden bei der
linksventrikularen Hypertrophie involviert (JIANG et al.,, 2014). Der TLR4/TRIF-
Signalweg scheint dabei im Gegensatz zum TLR4/MyD88-Signalweg nur eine
untergeordnete Rolle fur das Entstehen der linksventrikularen Hypertrophie zu
spielen (LI et al., 2005).

5.4. Die Einwanderung von inflammatorischen Zellen ist zum frihen
Zeitpunkt der Nachlasterhohung TRIF-abhéngig
Inflammatorische Prozesse sind charakteristisch fur eine Herzinsuffizienz.
Insbesondere die Sezernierung von Zytokinen als inflammatorischer Modulatoren
spielt eine Rolle bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz. In diesem
Zusammenhang interessiert, welche im Myokard befindlichen Zellen fir die erhéhte
Zytokinexpression und fur die Aktivierung des kompensatorischen Remodelings wie
zum Beispiel den Umbau der Extrazellularen Matrix (EZM) verantwortlich sind. Die in
dieser Arbeit durchgefuihrte Untersuchung der durch die Immunaktivierung
ausgelosten Einwanderung inflammatorischer Zellen ins Myokard sollte dariber
weiter Auskunft geben. In anderen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass eine erhéhte
transendotheliale Migration von Monozyten in das Herz mit einer Veranderung der
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EZM und folgender Progression der Herzinsuffizienz assoziiert ist (BRYANT et al.,
1998; HEYMANS et al., 2009; KUBOTA et al., 1997). Unsere Ergebnisse zeigten,
dass das Fehlen von TRIF Einfluss auf die Migration von CD3" T-Lymphozyten und
F4/80" -Makrophagen hat. Die Einwanderung beider Zelltypen ins Myokard war bei
den TRIF-defizienten Tieren nach sieben Tagen TAC im Vergleich zu den
Kontrolltieren deutlich verringert. Neuste Daten zeigen, dass TRIF die Einwanderung
von Makrophagen begunstigt (CHEN et al., 2015a) und bestatigen somit unsere
Ergebnisse. Die Daten von Chen et al. zeigten, dass eine TRIF-abhangige erhthte
Expression von CCL2 und CXCL10, wie sie auch von uns gesehen wurde (Abbildung
22), zur Steigerung der chemotaktischen Eigenschaften fuhrt. Richards et al. konnten
belegen, dass das Fehlen von TRIF bei Atherosklerose zu einer reduzierten
Akkumulation von CD68"-Makrophagen im Sinusknoten fiihrt. Somit kann durchaus
davon ausgegangen werden, dass die Infiltration von inflammatorischen Zellen TRIF-
abhéngig ist und dadurch die lokale Auspragung der Immunantwort und die

Zytokinexpression beeinflusst werden kénnen.

5.5. TRIF hat lokal Einfluss auf die durch Nachlasterh6hung induzierte
myokardiale Zytokinexpression

In anschlieBenden Versuchen wurde an TRIF-defizienten M&ausen die TRIF-
abhéngige Zytokinexpression zum frihen Zeitpunkt (d7) nach TAC und zum
Zeitpunkt der manifestierten Hypertrophie (d35) spezifiziert. Dabei sollte geklart
werden, inwieweit das Fehlen von TRIF die Zytokinexpression beeinflusst und
inwieweit sich die lokale myokardiale Zytokinexpression von der im peripheren Blut
unterscheidet. Dies ist insoweit wichtig, da Zytokine nicht nur fir auto- und parakrine
Effekte im Myokard verantwortlich sind, sondern auch als endokrine Effektoren fur
zahlreiche Wirkungen im gesamten Korper dienen (FUCHS, DREXLER, 2004).

Die Untersuchung der Zytokinexpression aus myokardialer mRNA zeigte, dass durch
Druckbelastung des Herzens und dem Fehlen von TRIF nicht nur die TRIF-
abhéngigen, sondern auch die MyD88-abhangigen Zytokine im Myokard
herunterreguliert werden. Dies zeigte sich am deutlichsten bei IL6, CCL2 und TNF-
alpha. Hingegen war die Expression von MyD88-abhangigen Zytokinen in isolierten

Monozyten aus der Milz in beiden Tiergruppen gleich und nicht durch TRIF
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beeinflusst. Bei den TRIF-abh&ngigen Zytokinen war in den TRIF-defizienten Mausen
eine Herabregulation lokal im Myokard als auch in der Peripherie zu sehen, Im
Gegensatz dazu war die Expression TRIF-abhangiger Zytokine nach TAC in den
Kontrolltieren signifikant erhdht. Aber auch hier war der lokale Effekt im Herz deutlich
mehr ausgepragt als in den Zellen der Milz. Daraus lasst sich schlie3en, dass TRIF
vor allem einen lokalen Einfluss auf inflammatorische Modulatoren hat und dass lokal

auch MyD88-abhangige Zytokine indirekt durch TRIF reguliert werden.

Alle diese Daten untermauern die Hypothese, dass eingewanderte inflammatorische
Zellen (T-Zellen und Makrophagen) eine wichtige Rolle bei der Induktion der
nachlastinduzierten Immunantwort im Myokard spielen. Weiterhin scheint aber im
Verlauf durch verstarkte Gegenregulation der adaptive Effekt, der beim Fehlen von
TRIF im friihen Zeitpunkt des Remodelings zu sehen ist, kompensiert zu werden (XIA
et al.,, 2009a) und somit langerfristig, wie in Punkt 5.3 beschrieben, keinen
signifikanten Einfluss auf die Progredienz des hypertrophen Phéanotyps bzw. auf

funktionelle Parameter zu haben.

5.6. TRIF moduliert profibrotische Vorgange im frihen Remodeling

Wie unsere Ergebnisse zeigen (siehe 4.3), hat TRIF keinen Einfluss auf die
Hypertrophie der Kardiomyozyten. Trotzdem konnten wir gleichzeitig nachweisen,
dass die Herzgewicht/Korpergewichts-Ratio bei den TRIF-defizienten Mausen 7 Tage
nach Nachlasterhohung deutlich kleiner war als bei den Kontrolltieren. Das geringer
erhdhte Herzgewicht der TRIF-Mause zum frilhen Zeitpunkt kann eine Folge
unterschiedlich ausgepragter Initiation des kompensatorischen Umbaus der

Herzwéande verbunden mit Apoptose und/oder kardialer Fibrose sein.

Fibrose stellet neben der Hypertrophie mit den wichtigsten Prozess beim
maladaptiven Remodeling dar (BROWN et al., 2005; CINGOLANI et al., 2004). Wie
auch bei Ying et al. (XIA et al., 2009a) war in unseren gebandeten Tieren bereits
nach sieben Tagen ein erhohter Kollegengehalt des Myokards messbar. Die
Zunahme des Kollagengehalts war bis zum Tag 35 in beiden Mausgruppen zu
verzeichnen. Jedoch zeigten die Wildtypmause am frihen und am spaten Zeitpunkt
eine signifikante Steigerung des Kollagengehaltes, wahrend die Zunahme in den
TRIF-defizienten Tieren deutlich moderater ausfiel. Im Gegensatz zu allen bis hierher
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beschriebenen Parametern, kam es hier nicht zu einer Angleichung der Werte zum
spaten Zeitpunkt. Die vermehrte Fibrose in den Wildtypmausen war histologisch in
der Picro-Siriusred-Farbung zu sehen. Fibrose-assoziierte Parameter wie ein hherer
Hydroxyprolingehalt des Gewebes und auf molekularer Ebene die hohere Kollagen
lalpha-Expression in den Wildtyptieren rundeten das Bild ab. Diese Befunde legen
nahe, dass das Fehlen von TRIF maladaptives Remodeling in Bezug auf fibrotische

Ereignisse mildert.

Neuste Daten (CHEN et al., 2015a; CHEN et al., 2015b) zeigen, dass TRIF beim
Angiotensin II- induziertem Cross-Talk zwischen atrialen Fibroblasten und
Makrophagen involviert ist und somit innerhalb eines positiven Feedback-Loops an
der Entstehung von atrialer Fibrose beteiligt ist. Bekannterweise spielen
inflammatorische Mediatoren eine wichtige Rolle bei fibrotischem Remodeling
(FRANGOGIANNIS, 2008). Ebenso wie Frangogiannis zeigten auch Xia et al., dass
die Chemokinexpression mit dem Grad der Fibrose assoziiert ist. Beide
Arbeitsgruppen sahen genau wie wir eine Erhéhung von CCL2 und CXCL10 nach
Nachlasterh6hung. Xia et al. spekulierte beim druckbelasteten Herzen im zeitlichen
Verlauf der Remodelingvorgange ein Wechsel von der inflammatorischen zur
fibrotischen Zellantwort (XIA et al.,, 2009b). Diese Vermutung legt wiederum die

Schlussfolgerung nahe, dass weniger Inflammation zu weniger Fibrose fihrt.

5.7. Potentieller Signalweg fur TRIF-abhangiges maladaptives Remodeling
Die bisher diskutierten morphologischen, histologischen und molekularbiologischen
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der TRIF-Signalweg die Fibrosierung als Folge
einer erhohten Druckbelastung des Herzens beeinflusst. Welche Signalwege dabei
Uber den TRIF-Signalweg angeschaltet oder gehemmt werden, war die nachste
Frage dieser Arbeit.

5.7.1. TGF-beta und TGF-beta regulierte Signalwege werden durch den TRIF
moduliert
TGF-beta (Transforming growth factor) ist bei in einer Vielzahl von Zellen und

Geweben bei der Regulation des Zellwachstums, -Differenzierung und -Reparatur
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involviert (BARNARD et al., 1990) und beeinflusst dadurch die Zusammensetzung
der extrazellularen Matrix. Es ist bekannt, dass TGF-beta bei der myokardialen
Zellantwort auf hypertrophe Stimuli beteiligt ist (TAKAHASHI et al., 1994;
VILLARREAL, DILLMANN, 1992). Dabei kann TGF-beta das fetale Genprogramm in
Kardiomyozyten reaktivieren (PARKER et al., 1990) und die Kollagenproduktion der
Fibroblasten stimulieren (EGHBALI et al., 1991). Wie in der Literatur beschrieben,
zeigte sich auch in den TAC-Mausen der Kontrollgruppe eine signifikante Erh6hung
der TGF-beta-Proteinexpression, die bei den TRIF-defizienten Mausen deutlich
moderater ausfiel. Im Gegensatz zu den inflammatorischen Parametern, war der
Unterschied der TGF-beta-Proteinexpression in den beiden Tiergruppen auch noch

an Tag 35 deutlich ausgepragt (Abbildung 27).

In diesem Zusammenhang versuchten wir, den fur die unterschiedliche TGF-beta-
Expression verantwortlichen Zelltyp zu definieren. In-vitro Versuche mit TRIF-siRNA
an neonatalen Rattenfibroblasten, -Kardiomyozyten und THP1-Zellen (Makrophagen)
zeigten, dass das Fehlen von TRIF auf alle drei Zelltypen vergleichbare
Auswirkungen hat und sich bei allen die TGF-beta-Expression auf die Halfte
reduzierte (Abbildung 28).

Casscells et al. konnten zeigen, dass eine TGF-beta Uberexpression in transgenen
Mausen zu einer signifikanten Hypertrophie mit ausgepragter interstitieller Fibrose
fuhrt (CASSCELLS et al., 1990). Dobaczewski et al. diskutierten, dass es aber nicht
nur darauf ankommt, dass TGF-beta vermehrt vorliegt, sondern, dass es ebenfalls zu
einer Aktivierung des TGF-beta Signalings kommen muss, dies bisher aber noch
nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte (DOBACZEWSKI et al., 2011).

Dem TGF-beta Signalweg kommt eine zentrale Rolle im hypertrophen Remodeling
zu, da Uber die Aktivierung dieses Signalweges die Modulation der Proliferation und
des Zelliberlebens reguliert werden kann. Dies erfolgt Uber die TGF-beta
Rezeptorbindung ausgeldste Phosphorylierung von R-Smads (Rezeptor-Smads,
Smad 2,3) und der Komplexbildung mit Smad 4 (Common-Mediator, Co-Smad).
Dieser Komplex kann in den Zellkern translozieren und durch Erkennung von
spezifische Co-Aktivatoren (DNA binding Proteine, DBPs) die Genexpression
verstarken oder vermindern (ATTISANO, WRANA, 2002).
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Wir konnten zeigen, dass in Wildtyptieren im Gegensatz zu den TRIF-defizienten
Mausen Smad 3 und 4 an Tag 7 nach TAC deutlich erhéht waren (Abbildung 29) und
sowohl in der Gesamtfraktion als auch in der nuklearen Kernfraktion eine vermehrte
Aktivierung von Smad 3 (phosphoryliertes Smad3) nachzuweisen war. Wéahrend an
Tag 35 die Menge von phosphoryliertem SMAD 3 in den Wildtypmausen wieder auf
Kontroliniveau war, kam es in den TRIF ko-Mausen deutlich verzogert zu einer
Aktivierung von Smad 3. Diese verzogerte Aktivierung des Smad-Signalwegs legt
nahe, dass der der protektive Einfluss, hier die Inhibition der Inflammation Uber die
Smad Signalkaskade, zu diesem spaten Zeitpunkt durch andere Faktoren
kompensiert wird. Auch wenn der Effekt nur kurzzeitig auftritt, belegen diese Daten,
dass neben der TRIF-abhangigen Regulation von TGF-beta auch der TGF-beta

abhangige Smad-Signalweg reguliert wird.

Ob TRIF spezifische Smads zusatzlich direkt reguliert, versuchten wir Uber die
Bestimmung der miR-146a-Expression naher zu beleuchten. Smad 4 z&hlt zu den
potentiellen Zielgenen von miR-146a und ist ein Linker zwischen Smad 4 und TGF-
beta (ZHONG et al., 2010). Auffallig war, dass die TRIF-defizienten Mause bereits in
der Sham-Gruppe einen 5-fach hohere miR-146a Expression aufwiesen, die auch
nach TAC-OP nicht verandert war. In den Wildtypmausen stieg nach TAC die
Expressionsrate an, blieb aber unter dem Niveau der TRIF-defizienten Tiere. Diese
Tatsache konnte erklaren, dass durch den hohen miR146a-Level die Smad 4
Expression in den TRIF-Tieren trotz Druckerhéhung im Herz auf Kontrollniveau
gehalten wird und der TGF-beta/Smad-Signalweg somit deutlich gehemmt wird und
infolge davon das maladaptive Remodeling gebremst wird. Zu diesem Kontext passt,
dass bei einer Phenlyephrin-induzierten Hypertrophie die Uberexpression von Smad
4 die Induktion von Apoptose triggern kann. Erhohte Smad-Expression hat in diesem
speziellen Fall die Fahigkeit, das hypertrophe Wachstumssignal in einen
apoptotischen Stimulus umwandeln und somit maladaptives Remodeling zu
unterstitzen (HEGER et al., 2009). Auch wir vermuteten, dass durch die TRIF-
regulierte Smad-Signalkaskade Fibrose und Apoptose moduliert werden. Smad 4
spielt eine Rolle beim hypertrophen Signaling, scheint aber keine Schlisselrolle
einzunehmen. Denn Wang et al. konnten darstellen, dass das Fehlen von Smad 4
nicht zu einer verminderten kardialen Hypertrophie fuhrt (WANG et al., 2005). Diese

Erkenntnis bestétigt unsere Beobachtungen, dass TRIF die Auspragung der
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Hypertrophie nicht beeinflusst (siehe 5.9) obwohl anscheinend Smad durch TRIF

reguliert wird.

Unsere weiteren Ergebnisse zeigten, dass die Proteinkinase B (Akt), ein weiterer
wichtiger Bestandteil zellularer Signalkaskaden, in den beiden Tiergruppen in
gleicher Menge exprimiert wird. Am frilhen Zeitpunkt war die aktive Form in den
TRIF"-Mausen nach Nachlasterhdhung hoher nachweisbar als in der gleichen
Gruppe der Wildtypmause. Da Akt ein Proteinkinase ist, die in vielen Signalwegen
eingebunden ist, kann man generell davon ausgehen, dass eine gesteigerte Akt-
Aktivitat ein Hinweis auf eine insgesamt erhohte proliferatorische Aktivitat im
Myokard der TRIF-defizienten Mause ist. Bekannt ist, dass Akt bei der adaptiven
kardialen Hypertrophie bendgtigt wird (DEBOSCH et al., 2006). Auch scheint sie nach
Vorlasterhéhung in der Frihphase das Herz zu schitzen und die Entstehung einer
linksventrikularen Dysfunktion zu verlangsamen (MOHAMED et al., 2015). Ebenso ist
die schwangerschaftsinduzierte Hypertrophie Akt-mediiert (CHUNG et al., 1985). So
bewirkt die Aktivierung von Akt zumindest bei einer entstehenden Hypertrophie eine

Hemmung der Apoptose (CECI et al.).

5.7.2. Die Expression der antifibrotisch wirkenden miR-29 wird in TRIF-
defizienten Mausen positiv beeinflusst
MicroRNAs (miRNAs) sind nicht kodierende RNAs, die die Genexpression
transkriptional regulieren. Viele Studien belegen ihre Wichtigkeit bei der Modulation
unzahliger biologischer, unter anderem auch Fibrose-regulierender, Prozesse. Viele
Gene der extrazellularen Matrix wie Kollagen, Fibrillin und Elastin sind direkte
Zielgene von miR-29 (VAN ROOIJ et al., 2008). Die Daten legen nahe, dass miR-29
ein wichtiger Faktor bei der Regulation der Fibrose ist (GLADKA et al., 2012).
Gleichzeitig zeigten van Rooij et al., dass TGF-beta ein upstream Regulator von miR-
29 ist (VAN ROOIJ et al., 2008). Durch Herunterregulation von miR-29 werden die
Expression von Kollagenen und verstarkt die Fibrosebildung induziert (LIU et al.,
2010). Somit ist die miR-29-Expression als anti-fibrotisch einzustufen und eine hohe
Expression als positiv beim maladaptiven Remodeling zu sehen. Diesen positiven
Effekt einhergehend mit einer erhdhten miR-29-Expression konnten wir bei den

TRIF-defizienten Mausen sehen. Dabei war der Grundspiegel der miRNA bereits
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hoher und es erfolgte ein deutlicher Expressionsanstieg nach TAC (Abbildung 30).
Wie oben zitiert, verhindert die Hemmung von Smad 3 durch Akt die Translokation
des Smad-Komplexes in den Nukleus und wirkt sich somit positiv auf das
Zelliberleben aus. In diesem Zusammenhang wurde erkannt, dass miR-29 ebenfalls
negativ von Smad 3 reguliert wird (ZHOU et al., 2012). Somit kann die verminderte
Smad 3 - Expression in den TRIF-defizienten Mausen verantwortlich sein fur die

fehlende Suppression von miR-29.

5.8. Die Abwesenheit von TRIF fordert die Proliferation und hemmt die
Apoptose

Neben der Fibrosierung spielen beim maladaptiven Remodeling Apoptose und
Proliferation eine wichtige Rolle (OLIVETTI et al., 1997). Im erwachsenen Herz
besitzen die Kardiomyozyten keine bzw. kaum noch die Fahigkeit zur Proliferation.
Deshalb untersuchten wir den Einfluss von TRIF an noch potentiell zur Proliferation
befahigten neonatalen Rattenkardiomyozyten. In unseren in-vitro Versuchen
resultierte aus dem Ausschalten von TRIF eine erhohte Proliferationsrate der
Kardiomyozyten. Dies bestétigt unsere Annahme, dass das Fehlen von TRIF sich
positiv auf das Uberleben der Kardiomyozyten auswirkt und das proliferatorische
Potential der Zellen verbessert. Auch humane Endothelzellen der Aorta (HAOEC)
zeigten ohne TRIF mehr Proliferation. Auch dies ist als positiv zu bewerten, da eine
verbesserte Versorgung des Myokards durch eine vermehrte Kapillarbildung
gewahrleistet wird. Im selben Versuchsansatz konnten wir zeigen, dass im
Gegensatz dazu neonatale Rattenfibroblasten durch das Fehlen von TRIF weniger
proliferieren. Auch dies untermauert die in vivo Daten, die zeigen, dass die kardiale
Fibrose in TRIF-defizienten Mausen nach TAC weniger ausgepragt ist.

Maladaptives Remodeling ist assoziiert mit Apoptose der Kardiomyozyten. Apoptose
ist ein physiologischer, aktiver und engmaschig regulierter Prozess. Im
druckbelasteten Herz ist die Expression proapoptotischer Zytokine wie TNF-alpha
und TGF-beta (CHIEN, 1999) damit verbunden. Diese Zytokine waren in unserer
Studie im hypertrophierenden Herz der Kontrolltiere hochreguliert (Abbildung 21,
Abbildung 27). In den TRIF defizienten M&usen blieb die Hochregulation der beiden

proapoptotischen Zytokine aus.
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Unsere Daten zeigen, dass der Signalweg, der zur Apoptose von Zellen fihrt, durch
TRIF an mehreren Stellen moduliert wird. Das Fehlen von TRIF hat unter anderem
Einfluss auf die TGF-beta-Expression bzw. das TGF-Signaling und wirkt sich zudem
positiv auf die Expression von miR-29 aus, die in TRIF-defizienten Mausen
hochreguliert ist. Auch die erhdhte Aktivierung der Proteinkinase Akt und der damit
verbundenen Suppression des Smad-Signalweges untermauert die Hypothese, dass
die durch Druckerh6hung induzierte Apoptose der Kardiomyozyten durch eine TRIF-
Defizienz gemildert wird und die Entstehung eines hypertrophen Phéanotyps

verlangsamt ist.

Um diese Hypothese noch weiter zu belegen, wurde die Proteinexpression von
typischen Tumorsuppressorgenen untersucht, die auf zellularer Ebene an der
Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt sind. Inzwischen wurde eine
Vielzahl von Genprodukten identifiziert, die die Apoptose regulieren. Das humane
Tumorsuppressorgen p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schadigung
die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der
Apoptose oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. P53 war in den TAC-operierten
Wildtypmausen signifikant hochreguliert, wéhrend in den TRIF-Mausen die
Nachlasterh6hung nicht zu einer gesteigerten p53 Expression fuhrte (Abbildung 32A,
Abbildung 33A). Die wichtige Rolle von p53 beim maladaptiven kardialen Remodeling
wurde bereits mehrfach beschrieben (SANO et al., 2007; WERNER et al., 2008). So
zeigten Long et al., dass p53 nach Hypoxie-induzierter Apoptose in neonatalen
Rattenkardiomyozyten hochreguliert wird (LONG et al., 1997). Auch Leri et al. fanden
eine Aktivierung von p53 induziert durch dehnungs-induzierte Ausschittung von
Angiotensin Il (LERI et al., 1998). P53 hat direkten Einfluss auf die Aktivierung von
Bax, einem weiteren Tumorsuppressorgen. Bax gehért zur Bcl-2 Proto-
Onkogenfamilie, die eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Apoptose einnimmt
(REED, 1994). Die Bcl-2-Familie besteht aus zwei funktionellen Kategorien von
Genen. Die eine Gruppe, wie Bcl-2, inhibiert (HOCKENBERY et al., 1990),die zweite
Gruppe von Genen, wie Bax, induziert Apoptose (OLTVAI et al., 1993). Insbesondere
die Ratio der Bax/Bcl-2-Expression gibt Auskunft Gber das Zelliiberleben nach einem
apoptotischen Stimulus (KORSMEYER et al., 1993). Akyurek et al. zeigten in ihrer
Studie, dass bereits in der frihen Phase einer Herzinsuffizienz das Apoptose-Risiko

der Myozyten erhoht ist und wéhrend des Fortschreitens der Krankheit immer mehr
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ansteigt (AKYUREK et al., 2001). Auch unsere Daten belegten in der frihen Phase
der Nachlasterhohung eine Verschiebung der Bax/Bcl-2-Ratio in Richtung einer
verstarkten Apoptose (Abbildung 32C, Abbildung 33C) in den Wildtyptieren.

Auch die Expression eines weiteren Tumorsuppresorgens, pl16, war nur in der TAC-
operierten Gruppe der Wildtypmause erhoht (Abbildung 32B, Abbildung 33B). P16
induziert wahrend des Zellzyklus einen Arrest in der G1- Phase. Somit wirkt p16
antiproliferatorisch und bewirkt eine Seneszenz der Zellen (WERNER et al., 2008).

Insgesamt beeinflusst das Fehlen von TRIF durch die Reduktion der priméren
inflammatorischen Zellantwort in der friihen Phase des kardialen Remodelings, das

Zelliberleben der Kardiomyozyten positiv.

5.9. Das Fehlen von TRIF verlangsamt die Entstehung eines hypertrophen
Phéanotyps
Wie Nakamura et al. bereits 2001 zeigten, entwickelt sich nach Nachlasterh6hung
durch TAC zwar relativ schnell eine Hypertrophie, aber das Herz kompensiert den
hamodynamischen Stress in den ersten Tagen nach OP ebenso schnell, sodass an
Tag 10 post OP die prozentuale Auswurffraktion (EF) wieder auf dem
Ausgangsspiegel angelangt ist und dann unveréndert gut bleibt, wie Messungen an
Tag 20 belegten (NAKAMURA et al., 2001). In unseren Versuchen waren, &hnlich zu
den Erkenntnissen von Nakamura, echokardiographisch keine gréf3eren
Unterschiede der EF zwischen Kontrolltieren und TAC-operierten Tieren
nachzuweisen. Die hamodynamischen Messungen an Tag 7 legen nahe, das die LV-
Pumpfunktion in den TRIF-defizienten Mausen insgesamt etwas weniger durch die
erhohte Nachlast beeinflusst zu sein scheint bzw. sich schneller zu regeneriert
scheint als in den Wildtypmausen. Im Gegensatz zu Nakamura war an Tag 35 die
echokardiographisch und mit der Working Heart Methode dargestellte EF in den
TAC-Mausen beider Gruppen deutlich reduziert. Wenn an Tag 20 das Herz noch in
der Lage ist, den erhéhten hamodynamischen Stress zu kompensieren, so ist dies 14
Tage spater aufgrund zunehmender Wanddicke und Steifigkeit und nicht mehr
moglich. Da sich an Tag 70 mit der Working heart Methode keine weitere
Verschlechterung der EF bei den TAC-Tieren zeigte, scheint es in dieser spaten

Phase der Hypertrophie zu keinen ausgepragten Remodelingprozessen mehr zu
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kommen. Hingegen scheint sich die Einschrankung der Herzleistung, hier
insbesondere der diastolischen Pumpfunktion (Cardiac Output und Schlagvolumen)
erst im spateren Verlauf der Hypertrophie auszuwirken. Wie bereits in anderen
Studien gezeigt (NAKAMURA et al., 2001), nimmt die linkventrikulare Masse und
linksventrikulare Hinterwanddicke nach TAC innerhalb der 1. Woche Dbereits
signifikant zu. Wir konnten zeigen, dass das Fehlen von TRIF das maladaptive
Remodeling zum friihen Zeitpunkt verlangsamt. Es kommt deutlich spater zu einer
Zunahme der Wanddicke und der linksventrikularen Masse. An Tag 35 post OP war
die Mehrzahl der untersuchten Parameter in beiden Gruppen vergleichbar. Sodass
man davon ausgehen kann, dass das Ausschalten von TRIF langfristig gesehen die
Entstehung des hypertrophen Phénotyps nicht verhindern kann. Wenn auch durch
das Ausschalten von TRIF die Auspragung der Hypertrophie nicht gemildert werden
kann, so zeigen aber unsere Daten, dass aber zumindest die Progression

verlangsamt werden kann.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der TRIF-Signalweg bei
nachlastinduzierten Remodeling modulierend mitwirkt und die Progression der
Hypertrophie verlangsamt. Dabei ist der Einfluss von TRIF hauptsachlich auf den

frihen Zeitpunkt beschrankt.
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5.10. Schlussfolgerung: TRIF-abhéangige TGF-beta Expression und Fibrose
moduliert nachlastabhangiges myokardiales Remodeling
Unsere Ergebnisse zeigen, dass TRIF beim nachlastinduzierten Remodeling post-
inflammatorisch an mehreren Stellen regulierenden Einfluss nimmt. Eine TRIF-
Defizienz bremst im frihen Stadium des maladaptiven Remodelings nach
Nachlasterh6hung die Progredienz der Herzinsuffizienz. Im Verlauf des maladaptiven
Remodelings kommt es zu einer Verlagerung der Signalwege. Die primaren, durch
inflammatorische Ausloser in Gang gesetzten Signalwege verlieren an Bedeutung
und somit wird auch die TRIF-abhangige Regulation durch andere
Regulierungsmechanismen ersetzt. So ist es auch zu erklaren, dass durch das
Fehlen von TRIF, auf lange Sicht gesehen, keinen Einfluss auf funktionelle

Parameter ausgeubt wird.

Aufgrund der gewonnen Erkenntnisse ergibt sich die unter Abbildung 39 dargestellte
hypothetische TRIF-abhéangige Regulation von Signalwegen beim
nachlastinduziertem maladaptiven Remodeling. Unsere Ergebnisse lassen vermuten,
dass der TRIF-abhangige Signalweg in allen Zelltypen bei kardialen Remodeling eine
Rolle spielt und sowohl Apoptose als auch Proliferation zelltypspezifisch mitreguliert.
Sicher ist, dass TRIF in frihem Stadium nach Nachlasterhohung die vermehrte
Ausschuttung inflammatorischer Zytokine induziert. Der TRIF Signalweg scheint aber
insbesondere bei der Entstehung der Fibrose involviert zu sein. So zeigen unsere
Ergebnisse, dass TGF-beta direkt durch TRIF reguliert wird. Aber auch im Verlauf
der TGF-beta-Signalkaskade wirkt TRIF an unterschiedlichsten Stellen regulierend
ein, sei es bei der Aktivierung von miRNAs als auch bei der Regulation des Smad-

Signalwegs.
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Abbildung 39: Mdgliche TRIF-abhangige Regulation beim maladaptiven Remodeling
Durch inflammatorische Stimuli wird TLR3 und TLR4 vermittelt Gber den TRIF-Signalweg die
Expression inflammatorischer Zytokine veranlasst. Es kommt zur TGF-beta-Expression und
Aktivierung des TGF-beta-Signalweges. TRIF scheint direkten Einfluss auf die TGF-beta-
Expression zu haben, aber auch downstream hat die Anwesenheit von TRIF eine Rolle bei
der Inhibition von miR-29 und miR-146, ebenso wie auf die die Phosphorylierung von Akt
und moduliert somit den Smad-Signalweg und die Kollagenbildung.
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