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Einleitung 6

1. Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen und Bluthochdruck

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems gehoren weltweit zu den haufigsten
Todesursachen (1). Neben Diabetes mellitus und Dyslipidamie stellt hierbei Bluthochdruck
(arterielle Hypertonie) einen der entscheidenden Risikofaktoren fur das Auftreten von
Herzinfarkt, Herzversagen, Schlaganfall oder Nierenerkrankungen dar (2, 3). Die weltweite
Pravalenz der Hypertonie bei Erwachsenen betragt etwa 26 % (4). Fur die Klassifikation der
arteriellen Hypertonie wird in der Regel der systolische und diastolische oder auch der
mittlere Blutdruck herangezogen (5). Nach Definition der WHO wird ein dauerhaft erhdhter
Blutdruck von = 140/90 mmHg als Hypertonie bezeichnet (6), der ideale Blutdruck liegt bei
maximal 120/80 mmHg (6) (Tabelle 1).

Kategorie Systolisch Diastolisch
[mmHg] [mmHg]
Optimal <120 und <80
Normal 120-129 und 80—-84
Hoch normal 130-139 und 85-89
Stadium | (milde HTN) 140 - 159 und 90-99
Untergruppe Grenzwert HTN 140 — 149 und/oder 90 - 94
Stadium Il (mittelschwere HTN) 160 -179 und/oder 100-109
Stadium Il (schwere HTN) 2180 und/oder =110
Isoliert systolische HTN =140 und <90

Tabelle 1: Klassifikation der Blutdruckstufen nach WHO/ISH 1999 (6)

Unterschieden werden zwei Arten der arteriellen Hypertonie. Bei der essentiellen bzw.
priméren Hypertonie, welche in Giber 90 % der Falle vorliegt, ist die Ursache fur die erhéhten
Blutdruckwerte nicht bekannt. Die sekundare Hypertonie ist Folge einer Grunderkrankung,
z.B. einer Erkrankung der Niere, oder einer Medikamentenbehandlung (Mutschler,
Arzneimittelwirkungen, 2001). Da die Entwicklung von Bluthochdruck meist nur mit
uncharakteristischen Symptomen einhergeht, erfolgt die Diagnose oft erst, sobald es zu

Folgeschaden an den Organen gekommen ist. Am meisten betroffen sind dabei Nieren,
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Augen, Gehirn und Herz. Direkte kardiovaskularen Folgen der arteriellen Hypertonie sind
haufig eine Hypertrophie des Ventrikels (7), Herzinsuffizienz (8) sowie eine
Mikroangiopathie. Dabei konnen schon sehr friilhe Ver&nderungen in der Mikrozirkulation zur
Entstehung von Ischamien fuhren (9). Aulerdem begunstigt Bluthochdruck die Entstehung
einer Aortendissektion (10), eines Myokardinfarktes (11) sowie von atherosklerotischen
Gefal3schadigungen und plotzlichem Herztod (12). Diese Ereignisse stehen in
Zusammenhang mit den GefalBwandveranderungen, die sich unter einer Hypertonie
ergeben. Hier kommt es durch die Zunahme der GefaBwandflache und die Abnahme des
GefalRdurchmessers zu einem Anstieg des peripheren Widerstandes (13). Zusatzlich zu den
kardiovaskularen Folgen steigt die Gefahr der Entstehung einer Niereninsuffizienz (14). Zu
den Hauptrisikofaktoren fir die beschriebenen kardiovaskuléaren Ereignisse gehoren neben
der genetischen Pradisposition auch Alter und Geschlecht, Ubergewicht, ein erhohter
Blutglukosespiegel, Fettstoffwechselstérungen sowie Einflisse, die sich durch Genussmittel

und Stress ergeben.

Bei Bluthochdruck und erhohtem kardiovaskuldren Risiko ist neben der Anderung des
Lebensstils der Einsatz einer medikamenttsen Therapie indiziert, bei welcher hauptsachlich
Diuretika, Beta-Blocker, ACE-Hemmer, AT;-Antagonisten und Calciumantagonisten in
Einfach- oder Kombinationstherapie zum Einsatz kommen (Mutschler,
Arzneimittelwirkungen, 2001). Fir die Monotherapie weniger geeignet sind Alpha-Blocker,
die sich aber in Kombination als wirksam erwiesen haben (15). ACE-Hemmer und AT;-

Antagonisten wirken sich zusatzlich positiv auf die Nierenfunktion aus (16, 17).

1.2 Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismus vor Infektionen durch Pathogene wie
Bakterien, Viren oder Pilze zu schitzen. Hier kommt zundchst das angeborene
(unspezifische) Immunsystem zum Einsatz. Es setzt unterschiedliche Erkennungssysteme
ein, um pathogene Substanzen zu identifizieren und daraufhin eine Immunreaktion
auszulésen. Erst wenn die angeborenen Immun-Abwehrmechanismen umgangen werden
bzw. nicht ausreichen, wird die adaptive Immunantwort notwendig. Den Stellenwert des
angeborenen Immunsystems verdeutlicht, dass es in der Lage ist die Mehrheit der
Infektionen zu bekd&mpfen (18). Die unspezifische Immunanwort setzt sich aus
verschiedenen Abwehrmechanismen zusammen. Primar wirken Korperepithelien als
Barriere, um das Eindringen von Erregern zu verhindern. Reicht diese Barrierefunktion nicht

aus, stehen weitere Moglichkeiten der Erregerbek&mpfung bereit (Vollmar/Dingermann,
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Immunologie, 2005). Dabei lauft ein Weg Uber die Opsonisierung, Phagozytose und direkte
Lyse des Erregers wobei das Komplementsystem eine wichtige Rolle spielt. Dieses besteht
aus Plasmaproteinen, die an der Oberflache von Mikroorganismen eine Reihe von
proteolytischen Reaktionen auslésen (19). An der Phagozytose sind Gewebemakrophagen
und neutrophile Granulozyten beteiligt. Das zweite wichtige System der angeborenen
Immunantwort besteht aus Mustererkennungsrezeptoren, die hoch konservierte Strukturen in
Pathogenen erkennen und dann U(Uber Aktivierung intrazellularer Signalwege
Entziindungsmediatoren freisetzen und die Genexpression von Immunzellen beeinflussen
(18, 20). Naturliche Killerzellen und Interferone schlie3lich sind Bestandteile des
angeborenen Immunsystems, die gegen Viren gerichtet sind (Vollmar/Dingermann,

Immunologie, 2005).

Zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren gehdren neben der Klasse der RIG-I-like
Rezeptoren (RLRs) und der Nod-like Rezeptoren (NLRs) die Toll-like Rezeptoren (TLRS).
Letztere sind homolog zu Toll, einem Molekil, das die Produktion antimikrobieller
Substanzen in Drosophila melanogaster reguliert (21). Die Aktivierung von TLRs fuhrt zur
Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden, inflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise
Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) sowie von
Chemokinen und kostimulatorischen Molekiilen, die das adaptive Immunsystem anstof3en
(22). Daraufhin produzieren B-Zellen Pathogen-spezifische Antikdrper, um Toxine zu
neutralisieren, wahrend T-Zellen Uber zytotoxische Effekte oder Uber Signale an B-Zellen
wirken (23). Dies zeigt, dass das angeborene und das adaptive Immunsystem eng
miteinander verbunden sind. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf
dem Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), da insbesondere fir diesen Rezeptor eine Rolle bei

Bluthochdruck und Endorganschaden gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 1.3).

1.2.1 Toll-like Rezeptoren

1997 wurden Toll-like Rezeptoren (TLRs) im Saugetier identifiziert (24). Im Menschen
wurden bisher zehn Mitglieder der TLR-Familie gefunden, in der Maus dreizehn (25). Die
Rezeptoren sind als Transmembran-Glykoproteine aufgebaut und bestehen aus einer
extrazellularen Leucin-reichen Bindungsdomaéane fur Liganden (leucin rich repeat, LRR) und
einem zytoplasmatischen Bereich, der dem Interleukin-1-Rezeptor &hnelt (TIR-Domaéne,
Toll/IL-1 Rezeptor-Homologie) (24). TLRs erkennen nicht-variable molekulare, d.h.
hochkonservierte Strukturen, die fir bestimmte Pathogene charakteristisch sind. Man

bezeichnet sie deshalb als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated
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molecular patterns, PAMPs) und TLRs aus diesem Grund auch als Pattern-Recognition
Receptors (PRR) (26). Zu den PAMPs gehoren Peptidoglykane (PG), Lipoteichonsauren
(LTA), Glykane, bakterielle DNA sowie einzelstrangige und doppelstrangige RNA. Einer der
wichtigsten Liganden fir TLR4 ist das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) aus
gramnegativen Bakterien (27), dessen biologisch aktiver Teil das Lipid A ist und das zur
Entstehung einer Sepsis fiihren kann. Daneben bindet TLR4 aber auch korpereigene,
endogene Liganden, die z.B. durch Schadigung von Zellen und Gewebe freigesetzt werden
kénnen und als DAMPs (damage-associated molecular patterns) bezeichnet werden (28).
Darunter sind die Hitzeschockproteine HSP60 und HSP70 (29), Fibronectin, Hyaluronsaure,
Fibrinogen und Heparansulfat (30). Neben TLR4 ist auch TLR2 fir die Erkennung
bakterieller Zellwandbestandteile verantwortlich und wird ebenso wie dieser mit
kardiovaskularen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (31, 32). TLR2 bindet
Lipopeptide, die in grampositiven Bakterien vorkommen (33) und kann mit TLR1 und TLR6
dimerisieren. Dariiber hinaus kann CD36 (cluster of differentiation 36) als Co-Rezeptor fir
TLR2/6 dienen (34). TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 sowie TLR10 befinden sich auf der
auReren Membran von Immunzellen wie Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen
(DC), natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), Neutrophilen, Mastzellen, B-Zellen und
regulatorischen T-Zellen. Dadurch wird die Bekampfung extrazellularer Erreger erméglicht.
Die Expression von TLRs ist jedoch nicht auf Immunzellen beschrankt. Sie finden sich auch
auf Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen (35) sowie in Kardiomyozyten (36) und glatten
Muskelzellen (37). TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 liegen intrazellular, d.h. in Endosomen und
dem Endoplasmatischen Retikulum vor. Sie sind fir die Abwehr intrazellularer Erreger
zusténdig und erkennen Nukleinsduren. TLR3 ist dabei an der Erkennung von viraler
doppelstrangiger RNA beteiligt (38), TLR7 und TLR8 binden virale Einzelstrang-RNA (39)
und TLR9 erkennt bakterielle DNA mit unmethylierten CpG-Motiven (40). Die
Wirkmechanismen der angeborenen Immunantwort sind auch wichtig zur Induktion der
adaptiven Immunitat. Die Antigenprasentation auf Haupthistokompatibilitatsantigenen (MHC,
major histocompatibility complex) und die Expression von Zytokinen fhrt zur Aktivierung und
Proliferation der passenden CD4-T-Lymphozyten, sowie von B-Zellen, CD8-T-Zellen und
weiteren Makrophagen. So stellen TLRs ein Bindeglied zwischen dem angeborenen und

dem adaptiven Immunsystem dar (23).
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1.2.2 Signalkaskade nach Aktivierung von TLR4

Nach Bindung eines Liganden ist die Toll-Interleukin-Rezeptor (TIR)-Domane fir die
Signalweiterleitung in der Zelle zustandig. An TIR binden verschiedene Adaptermolekile,
darunter MyD88 (Myeloid Differentiation Factor 88), TRIF (TIR domain-containing adapter
protein inducing IFN-B), TIRAP (TIR domain-containing adapter protein) und TRAM (TRIF-
related adapter molecule) (18, 41). TLR5, TLR7, TLR9 und TLR11 vermitteln ihre Effekte
ausschlieBlich tber MyD88. TLR1, TLR2, TLR4 und TLR6 verwenden neben MyD88 auch
TIRAP, welches den jeweiligen TLR mit MyD88 verbindet. Die TLR3-Signalkaskade lauft
ausschlieBlich Uber TRIF. Der TLR4-Signalweg geht zusatzlich zu MyD88 auch Uber TRIF
und TRAM. Es existieren also prinzipiell zwei Haupt-Signalwege: der MyD88- und der TRIF-
abhangige Pfad (42). Uber beide Wege werden MAPKs (mitogen-activated protein kinases)
und Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor kappa B) und IRFs (IFN regulatory
factors) aktiviert, die die Produktion von inflammatorischen Zytokinen und Interferonen
induzieren (25). Bei Immunzellen sind zur Ligandenbindung durch TLR4 ferner die beiden
Zelloberflachenproteine CD14 (cluster of differentiation 14) und MD-2 (Lymphozytenantigen
96) wichtig (43). Fir die Bindung von LPS scheint aul3erdem das LBP (LPS-binding protein)
von Bedeutung zu sein (44). Der TLR4-Signalpfad kann wie beschrieben als einziger
entweder Gber MyD88 oder tber TRIF vermittelt werden (42) (Abb. 1). Uber MyD88 werden
nach NF-kB Aktivierung proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6 sowie Chemokine
gebildet. Der MyD88-unabhangige Weg tber TRIF fihrt zur Expression von Interferon (IFN)-
induzierten Genen Uber Interferon-regulierende Faktoren (IRF), was v.a. zur Produktion von
Chemokinen fuhrt (Abb.1). Zeitlich verzogert wird (ber TRIF auch NF-kB aktiviert.
Chemokine kénnen Immunzellen anlocken und spezielle Zytokine tragen zur Aktivierung von
T- und B-Lymphozyten und somit zur Produktion von Antikérpern bei (23). Auerdem kénnen
TLRs direkt toxische Effekte vermitteln. Dazu gehort die Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale, die von den NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phopsphate) —
Oxidasen (Nox) gebildet werden (45) oder von NO, das uber die induzierbare NO-Synthase
(iNOS) entsteht (36).
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Abbildung 1: TLR4 - Signalweg

Beim MyD88-abhéngigen Signalweg werden IRAK-1 und -4 (Interleukin-1 receptor-
associated kinases) aktiviert. Zusammen mit TRAF6 (TNF-a receptor associated factor-6)
schalten die IRAKs dann TAK1 (TGF-B-activated kinase 1) an. Dies flhrt zur Aktivierung von
NF-kB. Beim MyD88-unabhangigen Pfad geht der Weg Uber das Adapterprotein TRIF sowie
IRF3 (IFN-regulatory factor 3) und es kommt zur IFN-B8 Induktion (TBK1, TANK-binding
kinase) (46).

1.3 Die Rolle von Toll-like Rezeptor 4 bei kardiovaskularen Erkrankungen und
Bluthochdruck

Viele Herz-Kreislauferkrankungen werden mit chronisch entziindlichen Prozessen assoziiert.
Dazu gehort beispielsweise auch die Atherosklerose bei der es durch Entziindung zur
Schédigung des GefalRendothels und damit zu GefalBwandveréanderungen kommt (47). Die
hiermit verbundenen unterschwelligen entziindlichen Vorgange, die auch in gesunden
Probanden feststellbar sind, werden uber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) -Signalweg
induziert. Zirkulierendes bakterielles LPS als Ligand fir TLR4 kann dabei in praktisch allen
gesunden Personen nachgewiesen werden (48). AuRBerdem ist belegt, dass TLR4 an der
Entstehung kardiovaskularer Komplikationen wie Hypertonie und Gefaldysfunktion beteiligt
ist. So konnten Ha et al. zeigen, dass das Adaptermolekil MyD88, welches eine wichtige
Komponente innerhalb des TLR4-Signalpfades darstellt, unter Hochdruck zur Entwicklung
einer Herzhypertrophie in Ratten beitragt. Die Blockade von MyD88 resultierte hier zudem in
einer herabgesetzten Apoptoserate von Kardiomyozyten und einer verbesserten

Herzfunktion in vivo (49). Auch bei akutem Schaden, wie dem Funktionsverlust des Herzens
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bei Sepsis und Ischamie-Reperfusion ist TLR4 beteiligt (50). Dabei ist eine Attenuierung des
Schadens bei TLR4-Defizienz durch eine geringere Wirkung von TLR4-Liganden wie z.B.
HSP 70 anzunehmen was zum Schutz der Kardiomyozyten beitragt (51). Weiterhin wird der
Rezeptor nach einem Herzinfarkt in Mausen verstéarkt exprimiert (36). Dartuber hinaus haben
Mause, die defizient fur TLR4 sind, ein geringeres Atheroskleroserisiko und auch beim
Menschen wird ein eingeschrankt funktionsfahiges TLR4-Gen mit einem geringeren Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen und einem niedrigeren Spiegel an inflammatorischen

Zytokinen in Zusammenhang gebracht (52, 53).

Essentiell fur die Blutdruckregulation ist die Kontraktion und Relaxation glatter Muskelzellen.
Dabei fuhrt eine Dysfunktion im Kontraktionsverhalten, d.h. eine verschlechterte Dilatation
oder verstéarkte Kontraktilitat von Gefalien, zu hypertensiven Komplikationen. Dartiber hinaus
ist bekannt, dass es bei der Entwicklung einer Hypertonie neben einer Herzhypertrophie und
Herzinsuffizienz auch zu einer Mikroangiopathie bzw. zu einer pathologischen Veranderung
der kleinen BlutgefalRe kommt (9). Dabei zeigt sich, dass schon frihe Veranderungen in der
Mikrozirkulation die Hochdruckentwicklung beeinflussen. Ferner konnte belegt werden, dass
das adaptive Immunsystem eine Rolle im Zusammenhang mit einer GefaRdysfunktion und
der Entstehung einer Hypertonie spielt. Schiffrin z.B. beschreibt die Bedeutung von
T-Lymphozyten bei Angiotensin Il —, DOCA-Salz — und Dahl-Salzsensitivem — Hochdruck
(54). Experimente von Guzik et al. zeigen, dass Mause, welche defizient fur T- und B-Zellen
sind, unter Angiotensin 1l und DOCA-Salz weniger Hochdruck und Gefal3dysfunktion
entwickeln als Kontrolltiere (55). Dabei scheint auch die Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale tber die NADPH-Oxidasen eine wichtige Rolle zu spielen. Die Bedeutung
des angeborenen Immunsystems in diesem Zusammenhang sowie die genaue Verbindung
zwischen GefaRkontraktilitdt, Entziindung und der Regulation des Blutdrucks ist jedoch noch
nicht bekannt. Eine Beteiligung von Makrophagen und von TLR4 in glatten Muskelzellen wird
diskutiert (56, 57).

In diesem Kontext ist es wichtig zu erwdhnen, dass Veranderungen der glatten Muskelzellen
der Entstehung einer Atherosklerose als Risikofaktor fur Hypertonie vorausgehen. Kiechl et
al. konnten im Patientenkollektiv beschreiben, dass ein Asp299Gly TLR4- Polymorphismus
mit einer eingeschrankten Abwehr von gram-negativen Pathogenen und gleichzeitig mit
einem erniedrigten Atheroskleroserisiko und einer niedrigeren Intima-Media-Dicke der Arteria
carotis einhergeht (56). Dies zeigt, dass das unspezifische Immunsystem Uber den TLR4
und folglich Gber entziindliche Prozesse eine Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose
darstellt. Zur Expression und Aktivitdt von TLR4 bei Hypertonie und zum direkten Einfluss
des Rezeptors auf die Kontraktilitat von WiderstandsgefalRen sind bisher noch keine Daten

vorhanden.
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1.4 Kontraktion und Relaxation glatter Muskelzellen

Die Wand eines BlutgefalRes setzt sich aus drei verschiedenen Schichten zusammen (Abb. 2
A). Die innerste Schicht besteht aus einem dinnen Endothel. Die Endothelzellen liegen
dabei einer feinen Bindegewebsmembran, der Basalmembran (Elastica interna), auf und
besitzen die Fahigkeit, zahlreiche bioaktive Molekile wie Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostacycline zu bilden (58). Diese Zellen sind an der Regulation des GefaRsystems
mitbeteiligt, indem sie auf Anderungen im Blutfluss, sowie auf Koagulationsprozesse,
Entzindung und Plattchenaggregation reagieren (59). Endothel und Basalmembran bilden
zusammen die Tunica intima. Die mittlere Schicht (Tunica media) setzt sich aus glatten
Muskelzellen und elastischen Fasern zusammen. Die Starke der Muskelschicht ist dabei
abhangig von Ort und Funktion des Blutgefal3es, das heil3t bei Arterien ist sie ausgepragter
als bei Venen und stellt hier die am kréaftigsten entwickelte Wandschicht dar. Die aulRerste
Schicht wird von Bindegewebe gebildet und wird als Tunica externa bezeichnet. Bei
groleren Arterien konnen BlutgeféaRe und GeféalRnerven in die Wand eingebunden sein und
somit eine Verbindung zur jeweiligen Umgebung darstellen.

Das Prinzip der Muskelkontraktion, d.h. das Filamentgleiten, lauft in der glatten Muskelzelle
genauso ab wie in der quergestreiften Muskulatur und soll hier beispielhaft anhand letzterer
beschrieben werden. Den kontraktilen Apparat bilden die Myofilamente Aktin und Myosin,
welche in der quergestreiften Muskulatur Sarkomer genannt werden und die Kkleinste
funktionelle Einheit einer Muskelfaser darstellen (Abb. 2 B). Ein Sarkomer wird durch die
Z - Scheiben begrenzt, die mit den Aktinfilamenten verbunden sind. In der Mitte des
Sarkomers und damit auch der Myofilamente befindet sich die M - Scheibe. Aktin und Myosin
sind regelmafig tber muskelspezifische Intermediarfilamente angeordnet. Das Motorprotein
Myosin besteht aus einem Schwanzteil, einem beweglichen Hals und einem Kopfteil, der mit
den Aktinfilamenten in Kontakt steht. Diese gleiten dadurch bei einer Kontraktion an den
Myosinkopfen entlang, so dass sich das Sarkomer dabei verkleinert und der Muskel
kontrahiert. Im entspannten Zustand, d.h. bei einem niedrigen Spiegel an intrazellularem
Calcium (Ca?"), ist die Myosinbindestelle am Aktinfilament fir Myosin nicht zuganglich.
Sobald das intrazellulare Ca?* um den Faktor 10% ansteigt, kann Myosin am Aktinfilament
andocken. Der Myosinkopf stellt eine ATPase dar, die eine Formveranderung des Kdpfchens
und damit ein abwechselndes Binden und Losen am bzw. vom Aktinfilament erlaubt.
Dadurch kommt es zur Muskelkontraktion. In der glatten Muskelzelle gibt es keine Einteilung
in Sarkomere, sondern es liegt eine Scherengitter-Anordnung der Filamente vor. Als

Calcium-Schalter dient hier aul3erdem Calmodulin an Stelle von Troponin.
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Abbildung 2: Aufbau eines WiderstandsgefaRes und Prinzip der Muskelkontraktion

(A) Aufbau einer Widerstandarterie (60).
(B) Bei einer Muskelkontraktion binden die Myosink&pfe an die entsprechenden

Bindungsstellen auf dem Aktinfilament. (61).

Die Regulation des Blutdrucks wird durch die Kontraktion und Relaxation glatter
Muskelzellen in den Widerstandsgefalen gesteuert. Fehlfunktionen im Kontraktionsverhalten
spielen dabei eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie kardiovaskularer Erkrankungen wie
Bluthochdruck, Herzinfarkt und Atherosklerose (62). Es ist belegt, dass eine Ubermafige
Kontraktilitdt der kleinen GeféalRe zu Vasospasmen und folglich zu Ischamie, besonders in
Koronar- und Zerebralarterien fiihren kann (63) . Kontraktion und Relaxation werden uber
den Phophorylierungsgrad der Myosin-Leichtkette (MLC-20) gesteuert (Abb. 3 A). Dabei
bewirkt eine Phosphorylierung der MLC-20 durch die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK)

eine verstarkte Kontraktion, wohingegen die Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP) eine



Einleitung 15

MLC-20-Dephosphorylierung und eine Vasodilatation hervorruft. Die MLCP-Aktivitat kann
durch kleine GTPasen wie RhoA (Ras homolog gene family, member A) herabgesetzt
werden und demnach kontraktionssteigernd wirken (64). Stickstoffmonoxid (NO) hingegen
kann die MLCP Aktivitdt erhéhen und dadurch vasorelaxierend sein (65). Beide
Mechanismen tragen somit zur Regulation des Gefal3tonus und des Blutdrucks bei (66, 67).
Die MLCP ist ein heterotrimeres Protein, das aus drei Untereinheiten zusammengesetzt ist
(Abb. 3 A). Dazu gehoren PP1C (phosphatase 1 catalytic subunit) , eine kleine Untereinheit
mit einem Molekulargewicht von 20 kDA sowie die hauptregulatorische Untereinheit MYPT1
(Myosin Phosphatase Target Subunit 1) (68). Eine Phosphorylierung der MYPT1 an der
Hauptphosphorylierungsstelle Threonin 696 (Thr696) entspricht einer MLCP-Inaktivierung,
eine verminderte Phophorylierung an Thr696 umgekehrt einer MLCP-Aktivierung. Uber ein
nachgeschaltetes Enzym, die NO-abhangige losliche Guanylatcyclase (sGC, soluble
guanylate cyclase), welche sich im Zytosol befindet, und den sekundaren Botenstoff cGMP
kommt es zur Relaxation glatter Muskelzellen (69). In Endothelzellen wird NO von der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) aus der Aminosaure L-Arginin synthetisiert. Die sGC ist
ein Heterodimer aus einer alpha- und einer Ham-haltigen beta-Untereinheit und wird durch
die Bindung von NO an die Ham-Gruppe aktiviert (Abb. 3 B). Als Schlisselenzym des NO-
Signalweges ist sie bei zahlreichen physiologischen Mechanismen beteiligt, z.B. neben der
Relaxation von Blutgefal3en, d.h. der Regulation des Gefaltonus, auch bei der Hemmung
der Plattchenaggregation, bei der Verminderung von oxidativem Stress sowie bei
Zellwachstum und Entziindungsprozessen (70-72). Aus diesem Grund befinden sich bereits
NO-unabhangige sGC-Aktivatoren in der klinischen Prifung.
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Abbildung 3: Kontraktiler Apparat in glatten Muskelzellen und Aufbau der I6slichen
Guanylatcyclase

(A) Kontraktiler Apparat in den glatten Muskelzellen. Die MLCP (Myosin-Leichtketten
Phosphatase) ist ein heterotrimeres Protein und bewirkt eine Dephosphorylierung der
MLC-20 (Myosin-Leichtkette) und dadurch eine verminderte Kontraktion. Sie kann tber den
NO-sGC-cGMP-Signalweg aktiviert werden.

(B) Schematischer Aufbau der l6slichen Guanylatcyclase (sGC) (73).

1.5 Oxidativer Stress

Stérungen des Reduktions-Oxidations (Redox)-Gleichgewichtes in Gewebe kdnnen
entzlindliche Prozesse ausldsen. Dies wird beispielsweise bei Ischamie-Reperfusion (I/R)
und hamorrhagischem Schock beobachtet (74, 75). Uberdies konnte gezeigt werden, dass
eine gesteigerte Lipidperoxidation im Herzen zusammen mit einer NF-kB-Aktivierung bereits
in jungen Spontan-Hypertensiven Ratten (SHR) nachzuweisen ist und dass oxidativer Stress
demnach vermutlich der Entwicklung einer Herzhypertrophie vorausgeht (76). Es ist noch
nicht vollstandig geklart wie genau oxidativer Stress zum Entziindungsgeschehen beitragt.
Allerdings gibt es Belege, dass Toll-like Rezeptoren in diese Prozesse eingebunden sind.
Sowohl Stress, der durch eine Infektion hervorgerufen wird, als auch oxidativer Stress wirken
Uber die gleichen TLR-Signalwege (77, 78). Oxidativer Stress flhrt dabei zu einer
Freisetzung endogener TLR4-Liganden. Es wurde aullerdem gezeigt, dass die TLR4-

Expression in Kardiomyozyten durch LPS gesteigert werden kann und dass dieser Effekt von
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reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS, reactive oxygen species) abhangig ist, da sich dies
durch den ROS-Fanger PDTC verhindern lief3 (36).

Oxidativer Stress ist durch ein Ungleichgewicht pro- und anti-oxidativer Enzyme
gekennzeichnet, was zu einer UbermaRigen Produktion von freien Radikalen wie Superoxid-
Anionen (O,*), Hydroxylradikalen (OHe¢) und Lipidradikalen flhrt. Weitere Oxidanzien, bei
welchen es sich nicht um freie Radikale handelt, sind Peroxynitrit (ONOO),
Wasserstoffperoxid (H,O,) und hypochlorige Séaure (HCIO) (79). Zu den Hauptquellen fir die
Erzeugung von oxidativem Stress im Gefal3bett gehdren Makrophagen, die durch ein
Entziindungsgeschehen angelockt werden, sowie ein veranderter Metabolismus in den
Mitochondrien glatter Muskelzellen (80). Eine Ubermaf3ige Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale ist an zahlreichen chronischen Erkrankungen — darunter Bluthochdruck —
beteiligt (Abb. 4). ROS sind normalerweise wichtig fiir die Aufrechterhaltung der normalen
Zellphysiologie. Ein UbermafR an ROS bzw. Veranderungen im antioxidativen System, d.h.
oxidativer Stress, kann jedoch in Gegenwart anderer pro-hypertensiver Stimuli eine
Hypertonie auslosen und verstarken. Dabei sind Herz, Niere, Nervensystem, Gefaf3e und
auch das Immunsystem beteiligt. Aufgrund der Bedeutung des Gefal3bettes in der
Pathophysiologie von Bluthochdruck wurde hier zudem besonders der Einfluss von
oxidativem Stress untersucht. Eine Hauptquelle fiir die Produktion von ROS ist die Familie
der NADPH-Oxidasen (Nox, nicotinamide adenine dinucleotide phopsphate oxidase). Es
handelt sich um einen Cytochrom-b-558-haltigen Plasmamembran-gebundenen Komplex,
der Superoxid-Anionen (O,*) erzeugt, indem er ein Elektron auf molekularen Sauerstoff
Ubertragt. O,¢ ist ein starkes Oxidans, das beispielsweise von Leukozyten freigesetzt wird,
um infektiose Organismen zu schadigen (81). Das Radikal ist auBerdem an der Entstehung
von Zellschaden (82), sowie am Tumorwachstum (83) und an der DNA-Synthese beteiligt
(84). Das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) katalysiert den Zerfall von O, in O, und H,0,.
Zu den NADPH-Oxidasen in glatten Muskelzellen gehdren u.a. Nox1, Nox4, Nox5 und in
geringeren Mengen auch Nox2 (85). Besonders die Nox4-abhangige ROS-Produktion
scheint fur zahlreiche physiologische und pathophysiologische Prozesse relevant zu sein. So
kommt es in SHR mit Beginn des Blutdruckanstiegs in adoleszenten Tieren zu einem
signifikanten Anstieg von ROS (86) und einer verringerten Aktivitat der Glutathionperoxidase,
die einen Schutz vor oxidativem Stress darstellt, indem sie Sauerstoff- und Lipidperoxide
reduziert (87). Oxidativer Stress hat einen Einfluss auf die Entstehung von Entziindung
sowie auf Hypertrophie, Apoptose, Fibrose, Angiogenese/Rarifizierung  und
GefalRumstrukturierung bei Bluthochdruck. So ist auch bekannt, dass er zur Entstehung von
Atherosklerose und damit von Bluthochdruck beitragt. Die Giber Nox gebildeten ROS spielen

eine wichtige Rolle bei der Regulation der Endothelfunktion und des Gefaltonus. Dabei
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bewirken insbesondere O, und H,O, einen Anstieg des intrazellularen Calciums in glatten
Muskelzellen, indem es zu einem verstarkten Calcium-Einstrom durch die Plasmamembran
und einer gesteigerten Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern kommt.
AuRerdem kann dies zur Hemmung von Ca®*-ATPasen in der Plasmamembran und dem
Endoplasmatischen Retikulum und zur Beeinflussung von K*-Kanélen fiihren (85, 88, 89). Im
Gegensatz zu Nox1 und Nox2, die zur Aktivierung regulatorische Untereinheiten benétigen,
produziert Nox4 konstitutiv ROS. Vor Kurzem wurde gezeigt, dass neben anderen
Transkriptionsfaktoren auch NF-kB als Regulator der Nox1 und Nox4 gilt (90). Gleichzeitig
zeigen einige Publikationen, dass LPS, oxidiertes LDL (oxLDL) und TNF-a eine ROS-
Produktion Uber Nox4 in Endothelzellen hervorrufen kénnen (91, 92). Da LPS und oxLDL
Liganden fur TLR4 sind und dieser Rezeptor auch in glatten Muskelzellen exprimiert wird,
ware Uber die TLR4-Nox4-Achse ein Einfluss auf die GefaR3kontraktilitdt denkbar. Einige
Publikationen sprechen daflr, dass die TLR-Aktivierung mit der Funktion der NADPH-
Oxidase zusammenhangt (45). Sasada et al. berichten, dass die Aktivierung von
Peritonealmakrophagen in der Maus zu einer Aktivitatssteigerung der NADPH-Oxidase
fuhrte (93). Park et al. zeigten, dass die Nox4-gekoppelte NADPH-Oxidase nach LPS-
Stimulation direkt mit der TIR-Domane von TLR4 interagieren kann (94). Weiterhin wurde
herausgefunden, dass oxidativer Stress im Zusammenhang mit dem TLR4-TRIF-TRAF6-
Signalpfad entscheidend bei der Entstehung einer akuten Lungenentziindung ist (95). Dabei
fungiert oxidiertes Phospholipid als TLR4-Ligand. Sowohl ein Knockout von TLR4 und TRIF
als auch von ncfl (neutrophil cytosolic factor 1), einer Untereinheit der neutrophilen NADPH-
Oxidase, die ebenfalls an der ROS-Produktion beteiligt ist, konnten den Grad der
Schédigung abmildern. Dies zeigt, dass eine Aktivierung des Immunsystems als Ergebnis

einer veranderten Produktion von ROS zu Gewebe und Organschaden beitragen kann (37).
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und Entziindung

Teufelskreis aus oxidativem Stress und Entziindung, der bei Vorliegen von kardiovaskularen

Risikofaktoren zu Gefalischaden und kardiovaskularen Komplikationen fiihrt (85).

1.6 Hochdruckmodelle in Ratte und Maus

Tierexperimentell lasst sich Bluthochdruck auf unterschiedliche Weisen erzeugen und
untersuchen. Wichtige Rattenmodelle umfassen dabei die Spontan Hypertensive Ratte
(SHR), die im Alter von sechs bis acht Wochen einen spontanen Hochdruck entwickelt (96),
die Transgene Renin Ratte (TGR(mRen2)27), die ein zusatzliches Renin-Gen besitzt (97),
das Goldblatt-Modell, bei welcher eine Nierenarterien-Stenose erzeugt wird (98), sowie das
DOCA-Salz Modell zur Simulation des volumeninduzierten Hochdrucks (99). Weiterhin wird
haufig das L-NAME Modell eingesetzt, ein Dosis-abhangiges Hypertoniemodell, bei dem es
durch die chronische Gabe des Stickstoffmonoxid — Synthase (NOS) Inhibitors N“-Nitro-L-
Arginin- Methylester (L-NAME) zu einem Hochdruck kommt, der aus einer gestorten
Gefalfunktion und Entzindung resultiert (100, 101). Bluthochdruck bewirkt in diesen
Modellen die Entstehung einer Herzhypertrophie, die mit Entziindungsprozessen einhergeht
(102, 103). Dabei kommt es durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB unter
anderem zur Produktion inflammatorischer Zytokine wie TNF-a (tumor necrosis factor alpha),
IL-6 (Interleukin 6) und MCP-1 (monocyte chemotactic protein). Aus diesem Grund
entwickeln  SHR mit einem manifesten Hochdruck in fortgeschrittenem Alter eine

verschlechterte Herzkontraktilitdt und eine Fibrose des linken Ventrikels (104).
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Auch bei Mausen wird neben der Infusion von Angiotensin Il (Angll) zur Erzeugung einer
Hypertonie héaufig das L-NAME Modell verwendet (105, 106). Allgemein wird unter
Einwirkung von L-NAME eine endotheliale und subendotheliale Anreicherung von
Makrophagen, beispielsweise im Herzen und in der Lunge, beobachtet (107, 108). Dies
stimmt mit dem Befund Uberein, dass sich in verschiedenen Hypertoniemodellen der Ratte
eine verstarkte perivaskulare Infiltration insbesondere von Makrophagen zeigt (109).
Andererseits wurde beschrieben, dass die Dezimierung von Makrophagen bei Hypertonie zu
einer besseren Endothelfunktion, weniger starker Gefal3umstrukturierung und einem
geringeren Grad an oxidativem Stress fuhrt (57, 103). Die Daten lassen somit eine kritische
Rolle sowohl von Makrophagen und TLR4 als Bestandteile des angeborenen Immunsystems
als auch von Entziindungsprozessen an sich bei GefaRschaden und L-NAME induziertem

Bluthochdruck vermuten.

1.7 TLR4 und therapeutische Méglichkeiten

Ziel einer antihypertensiven Behandlung ist die Verringerung des Risikos von
kardiovaskularen Erkrankungen und somit die Senkung der Morbiditats- und Mortalitatsrate.
Im Rahmen der pharmakologischen Behandlung werden neben Diuretika, Beta-Blockern,
Alpha-Rezeptor-Antagonisten und Calcium-Antagonisten sehr haufig die zusatzlich
antiinflammatorisch wirkenden ACE-Hemmer und AT;-Rezeptor-Blocker eingesetzt (110,
111). Dartber hinaus haben Statine neben ihrer direkt cholesterinsenkenden Wirkung einen
gefaRprotektiven Effekt. Sie bewirken eine bessere NO-Bioverfligbarkeit und haben einen
antioxidativen und antientziindlichen Einfluss (112). In tierexperimentellen Studien konnten
mit Statinen Inflammationsmarker wie MCP-1 sowie eine NF-kB Aktivierung herabgesetzt
werden (113).

In vielen Landern zeigt die Mehrheit der hypertensiven Patienten allerdings immer noch eine
unzureichende Blutdruckeinstellung (6). Dartiber hinaus korreliert die Verminderung des
Endorgan-Schadens wahrend einer antihypertensiven Therapie nicht immer unbedingt mit
der Reduktion des arteriellen Blutdrucks (114). Aus diesem Grund sind weitere
therapeutische Ansatze bei der Behandlung von Bluthochdruck notwendig. Eine neue
Therapiemdglichkeit kdnnte sich in Zukunft mit dem Einsatz von TLR4-Antagonisten bieten,
um damit auch indirekt Einfluss auf die Mikrozirkulation und das Entziindungsgeschehen zu
nehmen. Die Aktivierung oder Blockade von TLRs stellt allgemein eine Moglichkeit dar, die
Immunantwort in eine bestimmte Richtung zu lenken. Die TLR-Antagonisten, die derzeit

entwickelt werden, sind meist strukturanalog zu den natirlichen Liganden, I6sen dabei aber
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keine Signalweiterleitung aus. Eine zweite Moglichkeit TLRs zu blockieren besteht im Einsatz
von Anti-TLR-Antikorpern. Die wichtigsten in der klinischen Prifung befindlichen TLR4-
Blocker wurden fir den Einsatz bei Sepsis entwickelt, da LPS als TLR4-Ligand septische
Reaktionen auslésen kann. Dazu gehdren das Lipid-A-Derivat Eritoran (E5564) und das
Cyclohexen-Derivat TAK-242. Auch bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen kann
eine zu starke TLR4-Aktivierung vorliegen. Das Lipid CRX-526 scheint hier eine
experimentelle Kolitis deutlich zu verbessern (115). Da zahlreiche Untersuchungen auf eine
klinisch relevante Beteiligung von TLR4 an der Entstehung und Progression von
kardiovaskularen Krankheiten hindeuten, besteht Interesse auch hier Antagonisten, z.B. als
antiatherosklerotische Pharmaka einzusetzen (116). Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass dadurch bei kardialer Ischamie/Reperfusion sowohl die InfarktgréRe als auch
die NF-kB Aktivitdt und Zytokinexpression in Wildtypmausen herabgesetzt wird (117).
Demnach koénnten Hemmstoffe des TLR4-Signalwegs wichtig flr die Pravention und

Therapie kardiovaskularer Erkrankungen werden (118, 119).

1.8 Ziel der Dissertation

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Bestimmung der kardialen TLR4-Expression in
einem tierexperimentellen Hypertoniemodell, da Literaturdaten zeigen, dass viele Herz-
Kreislauferkrankungen mit chronisch-entziindlichen Prozessen assoziiert sind (47, 120). Zu
den Komponenten, die einen Entziindungsprozess einleiten kénnen, gehort insbesondere
TLR4 als Vertreter des angeborenen Immunsystems (118, 121). So geht eine TLR4-
Defizienz mit einem deutlich verringerten Atheroskleroserisiko und einem geringeren
kardiovaskularen Risiko einher (122). Daten zur TLR4-Expression bei der Entwicklung einer
Hypertonie sind jedoch bisher nicht vorhanden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob das
angeborene Immunsystem Uber TLR4 einen Einfluss auf die Mikrozirkulation bzw. auf die
Funktion glatter Muskelzellen hat und somit sekundar die Entstehung von Bluthochdruck
beeinflussen kann. Dabei ist wichtig, dass TLR4 nicht nur auf Immunzellen, Fibroblasten und
Endothelzellen sondern auch auf Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen exprimiert wird
(37). Bisher ist allerdings kaum bekannt, wie die TLR-Expression in den Gefal3en reguliert
wird und ob das angeborene Immunsystem einen direkten Einfluss auf die GefaRkontraktilitat

nehmen kann.

Im ersten Schritt sollte die TLR4-Expression immunhistochemisch in zwei verschiedenen
Hypertoniemodellen der Ratte analysiert werden. Dafir wurde das Modell der Spontan

Hypertensiven Ratte (SHR) und der L-NAME-induzierten Hypertonie in Wistar-Kyoto Ratten
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(WKY) herangezogen. Nachdem bei manifestem Hochdruck eine verstarkte TLR4-
Expression in Kardiomyozyten beobachtet und dies mittels FACS-Analyse bestétigt werden
konnte, wurde die TLR4-Expression im Zeitverlauf der Hochdruckentstehung auf mRNA- und
Proteinebene untersucht. Gleichzeitig erfolgte die Bestimmung von Entziindungsmarkern. In
einem néachsten Schritt wurde in vitro eine Stimulation von Herzzellen hypertensiver SHR
und normotensiver WKY mit Heparansulfat durchgefiihrt. Letztlich sollte geprift werden, ob
die antihypertensiven und antiinflammatorischen Eigenschaften eines ACE - Hemmers in
vivo einen Einfluss auf die TLR4-Expression im Herzen haben.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus auf der TLR4 - regulierten Kontraktilitat von
Widerstandsgefalien, da bisher keine Daten zum Einfluss von TLR4 in glatten Muskelzellen
auf die Blutdruckregulation vorliegen. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die TLR4-
Signalweiterleitung einen Einfluss auf die Kontraktilitat von Widerstandsgefaf3en und damit
den peripheren Widerstand und den Blutdruck haben koénnte. Im Modell der L-NAME-
induzierten Hypertonie konnte zunéchst gezeigt werden, dass TLR4-Knockout-Tiere (TLR4™)
im Gegensatz zu Wildtyp (WT) Tieren vor einem Blutdruckanstieg geschutzt sind. Aus
diesem Grund wurden die kontraktilen Eigenschaften der Widerstandsgefafle von
unbehandelten und L-NAME behandelten TLR4” Tieren untersucht und mit dem
Angiotensin II-Modell verglichen. Als eine verringerte Noradrenalin- und Calcium-abhangige
Kontraktion in L-NAME behandelten TLR4” Tieren festgestellt wurde, sollte weiterhin
untersucht werden, ob eine Verbindung zwischen TLR4 in glatten Muskelzellen und
oxidativem Stress bestehen konnte. In diesem Zusammenhang erfolgte die Analyse der
Nox — Expression sowie der NADPH-Oxidase- und sGC-Aktivitat in glatten Muskelzellen
bzw. Aorten sowie in vitro die Reaktion auf oxidativen Stress in Widerstandsgefaf3en von
TLR4" und WT Tieren.
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2. Material

2.1 Gerate und technisches Zubehor
Autoklav, H+P/Varioklav

Brutschrank, Heracell
Durchflusszytometer, EPICS XL-MCL
Einbettautomat, Shandon Excelsior ES
ELISA Reader, Multiskan FC

FLUOstar Omega Multidetection
Microplate Reader

Gefrierschranke, Forma

Gelapparatur

Heizblock, HLC HBT 130

Heizplatte (Temperature Controller Teco)
Kodak Image Station 200R

Kryostat, Leica CM 3050

Mikroskop, Leica MZ 16; Olympus BX 20

Mikrotom, Leica RM 2145
NanoDrop, ND-1000
pH-Meter

Photometer, Multiscan FC
PhysioTel Telemetry System

Pressure Monitor BP-1

Real Time PCR System, MyiQ Single
colour Real-time PCR detection System
Reinstwasseranlage

Sterilbank, Hera Safe
Telemetriesender, TA11PA-C10

Tissuelyser, TissueLyser
Thermocycler

Trockenschrank

Waagen

Wasserbad mit Thermostat, SW 21

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

NeolLab, Heidelberg, Deutschland

Provet, Lyssach, Schweiz

Kodak, Stuttgart, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland; Olympus Hamburg
Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Data Science International, s’"Hertogenbosch,
Niederlande

World Precision Instruments, Berlin, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Data Science International, s"Hertogenbosch,
Niederlande

Quiagen, Hilden, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Satorius, Goéttingen, Deutschland

Julabo, Seelbach, Deutschland
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Wire-Myograph, Model 410 A

Zentrifugen, Biofuge/Multifuge 3 L-R

2.2 Instrumente
Gavage
Klemmen

Mikrochirurgische Pinzetten

Mikro-Federscheren, gerade und gebogen

Skalpell

2.3 Verbrauchsmaterialien
Eppendorfgefal3e
FACS-Rohrchen

Falcons

Flaschenaufsatzfilter
Klvetten

Nahtmaterial 3-0

Objekttrager

Osmotische Minipumpen, Model 2002
Pipetten

Spritzen

Tungsten-Draht (400 pm)

Zellsieb (200 pm)

2.4 Chemikalien und Reagenzien
Aceton

Bromphenolblau

APS (Ammoniumpersulfat)

Aqua ad injectabilia
Acetylcholinhydrochlorid

Acrylamid (Rotiphorese)

Danish Myograph Technology, Aarhus,
Danemark

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Fine Science Instruments, Heidelberg,
Deutschland

Fine Science Instruments, Heidelberg,
Deutschland

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Resorba, Uppsala, Schweden

VWR, Darmstadt, Deutschland

Alzet (Charles River), Sulzfeld, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Danish Myograph Technology, Aarhus,
Danemark

BD, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Angiotensin Il (Acetat)

Calciumchlorid (CacCly)
Collagenase I

Coomassie Brillant Blue R
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMF (Dimethylformamid)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Eisessig

Eosin

Ethanol (70%, 96%, 100%)
Glucose

Heparansulfat

HEPES

IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin)
Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kochsalzlosung

L-Glutamin

Magnesiumsulfat (MgSO,)
Menadion

B — Mercaptoethanol

Methanol

Milchtrockenpulver

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure)
Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat(NaH,PO4xH,0)
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N“-Nitro-L-Arginin-methylester (L-NAME)

Noradrenalin

Natriumnitroprussid (SNP)

Paraformaldehyd

Bachem, Bubendorf, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum r.d. Isar, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland
Baxter, Unterschleil$heim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum r.d. Isar, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fluka/ Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=3-%28N-Morpholino%29-Propansulfons%C3%A4ure&action=edit&redlink=1
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Paraffin

Penicillin/Streptomycin

PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat)
Ponceau S

Primer

Proteinase K

Proteinmarker, Precision Plus
Pyruvat

Ratiophorese 30 (30 % Acrylamid)
Rinderserumalbumin (BSA)
Ringerldsung

Salzsaure (HCI)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris

Trypsin/EDTA

Tween 20
Xylol

2.5 Arzneimittel
Temgesic (Buprenorphin)
Delix Protect (Ramipril)

2.6 Kits und gebrauchsfertige Lésungen

BCA Protein Assay Reagent Kit

cGMP Direct Immunoassay Kit

Complete Mini Protease Inhibitor, PhosphoStop

Lumilight Losung
LumiMax Superoxide Anion Detection Kit

ITNF-a ELISA

RNeasy Mini Kit

iQ SYBR Green Supermix
iScript cDNA Synthesis Kit

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

LC Laboratories, Woburn, MA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dako, Hamburg, Deutschland

BioRad, Muinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco (Invitrogen), Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Apotheke Klinikum r.d. Isar, Miinchen

Essex Pharma, Minchen, Deutschland
Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland

Pierce (Thermo Fisher Scientific),
Schwerte, Deutschland
BioVision, Mountain View, CA, USA

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland
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2.7 Antikorper

Tabelle 2: Erstantikorper

Antikorper Konjugat Spezies Hersteller Verwendung
Anti-Ratte TLR4 unkonjugiert | Kaninchen | Santa Cruz Western Blot
Anti-Ratte Gapdh | unkonjugiert Ziege US Biological Western Blot
Anti-Ratte CD45R FITC - eBioscience FACS
Anti-Ratte TLR4 unkonjugiert | Kaninchen | Santa Cruz FACS, Immunbhistologie

Tabelle 3: Zweitantikorper
Antikdrper Konjugat Spezies Hersteller Verwendung
Anti-Kaninchen 1gG HRP Ziege Santa Cruz Western Blot
Anti-Kaninchen IgG | biotinyliert Ziege Vector Immunbhistologie
Anti-Ziege 1gG HRP Esel Santa Cruz Western Blot
Anti-Kaninchen 1gG PE - Santa Cruz FACS

2.8 Primer

Die Primersequenzen wurden mit dem Programm CLC Workbench entworfen und die

Primerspezifitdt mit dem BLAST Algorithmus Uberprift. Die Synthese erfolgte durch Sigma-

Aldrich.

Tabelle 4: Primer Ratte

Bezeichnung

Sequenz (5=>37) (Tm=59°C)

GAPDH vorwarts
GAPDH riuckwarts

ATG CTT GTG ATG GGT GTG AA
GGA TGC AGG GAT GAT GTT CT

PGK-1 vorwarts
PGK-1 rlickwarts

CGG AGAACACGCCACTTG
AAG GCA GGA AAATAC TAA ACA
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TNF- a vorwarts

GAGATGTGGAACTGGCAGAGG

TNF- a rickwarts TCCGCTTGGTGGTTTGCTAC
IL-6 vorwarts ATACCACCCACAACAGACCA
IL-6 rickwarts CCAGAAGACCAGAGCAGATT
MCP-1 vorwarts CAATGAGTCGGCTGGAGAAC
MCP-1 rickwarts GCTTGAGGTGGTTGTGGAAA

TLR4 vorwarts
TLR4 rickwarts

ATTGTTCCTTTCCTGCCTGAG
CTCCACAGCCACCAGATTCTC

Tabelle 5: Primer Maus

Bezeichnung

Sequenz (5=>37) (Tm=59°C)

a — smooth muscle actin vorwarts
a — smooth muscle actin riickwarts

CAACTGGTATTGTGCTGGACT
GAAAGATGGCTGGAAGAGAGT

Calponin vorwarts

Calponin ruckwarts

ACGGCTTGTCTGCTGAAGTA
AAGATGTCGTGGGGTTTCAC

Smoothelin vorwarts

Smoothelin rickwarts

AGAACTGGCTACACTCTCAAC
GGGTCCAATGTGTGTGCTG

sGC - a vorwarts

sGC — a ruckwarts

CGTCAAGGGTTATGGATCTCA
GGGCGTTATGAATTGGGATGT

sGC — 3 vorwarts
sGC — 3 rickwarts

ACTGAGAAGCAAGGAAGGGTT
TTGGTGAACAGAGGAAGAGGA

Nox1 vorwarts

Nox1 ruickwarts

GGTGAGGTTGTGATCCAATGG
GTTTCTGGTTTCCTGGTTGGG

Nox2 vorwarts

Nox2 ruickwarts

AAAACTCCTTGGGTCAGCACT
AATTGTGTGGATGGCGGTGT

Nox3 vorwarts

Nox3 ruickwarts

TCCTTCGTGGTTGCTCTCTT
CGAGTTTGTGGAAGTTGAGGT

Nox4 vorwarts

Nox4 ruickwarts

ACAGAAGGTCCCTAGCAGGAG
ACAGAAGGTCCCTAGCAGGAG
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2.9 (Stamm)Losungen und Puffer

10 x PBS

RNase-freies H,O (DEPC- H,0)

10x TBS

Western Blot

Blocking Puffer

Coomassie-L6sung

Entfarbe-L6sung

Laufpuffer

Ponceau Stock-L6sung

RIPA-Puffer

4 x SDS = Ladepuffer

80 g NaCl

2 g KCI

14.4 g Na,HPO, x 2 H,0,dd H,Oad 11, pH 7.4
1ml Diethylpyrocarbonat (DEPC)

dd H,O ad 1|

12 h bei Raumtemperatur riihren; autoklavieren
24.2 g Tris

80gNaCl,ddH,O0ad 11l,pH 7.6

150 ml 1 x TBST (1x TBS + 0.1% Tween 20)
7.5 g Milchtrockenpulver

0.025 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R

40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure,dd H,O ad 5|, pH 8.4
40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

50 % (v/v) dd H,0O

144 g Gylcin

3.25 g Tris

59 SDS

dd H,O ad 51, pH 8.4

1.25 g Ponceau S

2.5 ml Eisessig

dd H,O ad 250 ml; wird 1:1 mit dd H,O verdinnt
50 mM Tris

150 mM NaCl

1 mMEDTA

1% (w/v) NP-40

0.25 % (w/v) Na-Deoxycholat; pH 7.4

280 mg Tris (0.06 M) in 4 ml dd H,O, pH 6.8
2 g SDS (5 %)

600 mg DTT (100 mM)

4 g Glycerol (10 %)

30 mg Bromphenolblau (0.3 % w/v)

dd H,O ad 10 ml
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TBST=Waschpuffer

Transferpuffer

Polyacrylamid-Gel
Laufgel (10%)

Sammelgel (4%)

FACS

Collagenase-Losung

FACS-Puffer

Hamolyse-Puffer

Isolations-Puffer

1000 ml 1 x TBS

1 ml Tween 20

75.07 g Glycin

15.15 g Tris

1000 ml Methanol, dd H,O ad 4 |, pH 8.5

4 ml dd H,0, 3.3 ml Ratiophorese, 2.5 ml 1.5 M
Tris (pH 8.8), 100 ul 10% SDS, 100 ul 10% APS,
4 ul TEMED; 20 min erstarren lassen

2.7 ml dd H,O, 670 pl Ratiophorese, 500 pl

1 M Tris (pH 6.8), 4 pl 10% SDS, 4 ul 10% APS,
4 ul TEMED; 25 min erstarren lassen

40 mg Collagenase |l

400 ul Hepes 1 M

400 pl Penicillin/Streptomycin
19.4 ml HBSS

95 ml PBS

0.5 % BSA

0.1 % Natriumazid

8.28 g NH, Cl

1.0 g KCO3

0.0372 g Dinatrium-EDTA; ad 1000 ml dd H,O
1 x PBS

0.5 % BSA

2 mM EDTA

2.10 Spezielle Reagenzien und Puffer fir die Immunhistochemie

Dual Endogenous Enzyme Block
Biotin Blocking System (Avidin+Biotin)
Protein Block Serumfrei

Rotihistokit |1

Streptavidin Losung

POD/HRP-Substrat
Elastica van Gieson Staining Kit

Meyers Hamalaun

Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Vector Laboratories (Biozol), Eching,
Deutschland

Vector Laboratories, Eching, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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OTC/Tissue Tek
Fast Blue Salt

Weigert Losung

Picrofuchsin-Losung

AP-Puffer Stock 20x

AP-Substrat

DAP-ase Substrat

1 % Eosin

0.5 % HCI-Ethanol

0.1 M Natrium-Acetat-Puffer

2.11 Medien fur die Zellkultur
Dulbeccos MEM

PBS steril

RPMI 1640 mit Glucose und Glutamin
FBS

HBSS

Medium fir die Kultivierung glatter
Muskelzellen

(Superoxide Anion Detection Kit)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

0.2 M Tris

0.1 M MgCl,

2.8 M NacCl, pH 9.5 mit HCI

10 mg Naphtol AS-MX Phopshat

0.5 ml N.N’-Dimethylformamid

Ad 50 ml mit AP-Puffer/30 mg Fastblue Salz
4 mg Glycyl-Prolin-4-Methoxy-B-Naphtylamid
0.5 ml N,N’-Dimethylformamid

Auf 10 ml mit Na-Acetat Puffer pH 5.5/10 mg
Fastblue Salt auffillen

Vor Gebrauch Zentrifugieren

10 g Eosin

1000 ml dd H,O

erhitzen, auf Raumtemperatur abkuhlen, filtrieren
Zugabe von 1 ml Eisessig

200 ml 70 % Ethanol

1 ml 25 % HCI

0.1 M Natriumacetat in dd H,O

pH 5.5. mit NaOH

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Gibco (Invitrogen), Darmstadt, Deutschland

RPMI 1640 mit Glucose und Glutamin
10 % FBS

50 U/ml Penicillin-Streptomycin

1 mM Natriumpyruvat

0.1 mM nichtessentielle Aminosauren
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2.12 Puffer fir die Messung von WiderstandsgefalRen
Konzentrationsangaben in [mM]

Standard-MOPS-Puffer: NaCl 145, KClI, 4.7, CaCl, 3.0, MgSO, 1.17, NaH,PO, 1.2, Pyruvat
2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 0.02

Calciumfreier MOPS-Puffer: NaCl 147, KCI, 4.7, MgSO, 1.17, NaH,PO, 1.2, Pyruvat 2.0,
Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 1.00

K' 125 mM MOPS-Puffer, Ca** 0 mM: NaCl 26.5, KCI 125, MgSO, 1.17, NaH,PO, 1.2,
Pyruvat 2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 1.00

K* 125 mM MOPS-Puffer, Ca** 0.5 mM: NaCl 27.2, KCl 125, CaCl, 0.5, MgSO, 1.17,
NaH,PO, 1.2, Pyruvat 2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 0.02

K* 125 mM_MOPS-Puffer, Ca®** 1.0 mM: NaCl 26.7, KCI 125, CaCl, 1.0, MgSO, 1.17,
NaH,PO, 1.2, Pyruvat 2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 0.02

K* 125 mM_MOPS-Puffer, Ca®* 2.0 mM: NaCl 25.7, KCI 125, CaCl, 2.0, MgSO, 1.17,
NaH,PO, 1.2, Pyruvat 2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 0.02

K* 125 mM_MOPS-Puffer, Ca®* 3.0 mM: NaCl 24.7, KCI 125, CaCl, 3.0, MgSO, 1.17,
NaH,PO, 1.2, Pyruvat 2.0, Glucose 5.0, MOPS 3.0, EDTA 0.02

Die entsprechend eingewogenen Substanzmengen wurden mit dem vorgesehenen Volumen
dd H,O gelost. Der pH-Wert wurde mit 1IN NaOH auf pH 7.4 eingestellt, die Pufferlosung
sterilfiltriert und bei 2-8°C gelagert.

2.13 Stamm-L6sungen flr die Messung von Widerstandsgefalen

Noradrenalin 10 mM 0,041 g Noradrenalin
20 ml H,O dd
Aliquots: -30°C

Acetylcholin 100 mM 0,364 g Acetylcholin
20 ml H,O dd

Aliquots: -30°C

Menadion 1 mg/ml (5.8 mM) in DMSO
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2.14 Verdunnungsreihen

ad 5.0 ml 1.0ml 0.5ml 2ds.0ml 2d5.0 mi 0.5ml

NE-Stock Stock
4.5ml 4.0ml 3.5ml 2.5ml 9.0ml 4.5ml 4.5ml 3.5ml 4.5ml 3.5ml 4.5ml
10pMm 20pM 30pM SO um 100 pM I1mM 100 pM 300 M 1mM 3mM 10mM

Abbildung 5: Verdunnungsreihe fir die Noradrenalin- und Acetylcholin-Dosis-Wirkungs-

Kurve zur Bestimmung der Gefal3kontraktilitdt und -relaxation.

2.15 Versuchstiere

Bei allen Versuchen wurden die geltenden Tierschutzrichtlinien beachtet. Es lag eine
Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor.

Ratten

Spontan Hypertensive Ratten (SHR) und Wistar Kyoto Ratten (WKY) wurden von Charles
River (Sulzfeld) bezogen.

Mause

Die Wildtypen (C57/BL6) wurden bei Charles River (Sulzfeld) bestellt. Die Knockout-Mause
fiir Toll-like Rezeptor 4 (TLR4™) mit dem gleichen Hintergrund stammten aus eigener Zucht.

Es wurden erwachsene Tiere verwendet.

2.16 Spezielle Software
Primerdesign

CLC Workbench

Auswertung von Histologie und Immunhistochemie

ScanLive
Image Pro Plus 5.0
Western Blots

Irfan View 4.23
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3. Methoden

3.1 Behandlung der Versuchstiere

Ratten

Spontan Hypertensive Ratten (SHR): SHR entwickeln ab der flinften bis sechsten
Lebenswoche einen spontanen systolischen Bluthochdruck, der sich im Alter von 10 Wochen
mit Werten zwischen 160 bis 180 mmHg manifestiert. Hierbei ist keine zuséatzliche
bluthochdruckerzeugende Maflinahme notwendig. Fur die Untersuchung der TLRA4-
Expression in den verschiedenen Stadien der Hypertonie wurden Tiere im Alter von 4, 8 und
16 Wochen (jeweils n=8) verwendet.

Um den antihypertensiven und antiinflammatorischen Effekt eines ACE-Hemmers auf die
TLR4-Expression bei Hochdruck zu untersuchen, wurde eine weitere Gruppe von SHR (n=5)
ab dem Alter von sechs Wochen fir 2 Wochen mit 10 mg/kg/Tag Ramipril per Gavage
behandelt.

Wistar Kyoto Ratten (WKY): Zur Erzeugung von Bluthochdruck erhielten WKY (n=18) eine
Dosis von 25 mg/kg/Tag N“-Nitro-L-Arginin- Methylester (L-NAME) per Gavage Uber einen
Zeitraum von 2 Wochen (Alter zu Beginn der Behandlung: 8 Wochen). Davon wurde n=6
WKY 0.9 % NaCl als Vehikel verabreicht, n=6 erhielten 1 mg/kg/Tag Ramipril
(therapeutische Dosis; ND=normale Dosis) und weitere 6 Ratten erhielten 10 mg/kg/Tag
Ramipril (ultrahohe Dosis; HD=hohe Dosis; alles per Gavage). Als normotensive Kontrollen
wurden unbehandelte WKY (n=6) verwendet.

Mause

Die basalen Messungen der Gefal3kontraktilitat wurden an unbehandelten Wildtypen und
TLR4” durchgefiihrt (n=10). Als Hochdruckmodelle dienten der L-NAME und der
Angiotensin Il-induzierte Bluthochdruck. Dafiir wurden in separaten Gruppen WT und TLR4™
(jeweils n=10) mit dem Stickstoffmonoxid (NO) Synthase Inhibitor L-NAME bzw. mit

Angiotensin Il behandelt.

L-NAME-induzierter Bluthochdruck: Es erfolgte eine Gabe von 50 mg/kg/Tag L-NAME im
Trinkwasser Uber einen Zeitraum von 2 Wochen. Dabei wurden ein durchschnittliches
Kdrpergewicht von 25 g sowie eine durchschnittliche Trinkmenge von 5 ml pro Tag
angenommen. Das Wasser wurde jeden zweiten Tag gewechselt und fuhrte nicht zu einer
Beeintrachtigung des Trinkverhaltens. Die Methode ist in der Literatur vielfach beschrieben
(105, 106, 123).
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Abbildung 6: Strukturformel von L-NAME (124)

Angiotensin ll-induzierter Bluthochdruck: Es wurde 1.8 ug/g KG/Tag Angiotensin Il Gber
eine subkutan implantierte osmotische Minipumpe (Pumprate: 0.5 pl/h, Reservoir: 200 pl,
Pumpdauer: 14 Tage) fur 2 Wochen gegeben (125, 126). Angiotensin Il wurde in steriler
Kochsalzlésung gel6st, die Pumpen luftblasenfrei mit der Losung gefullt und zur Aktivierung
bei 37°C Uber Nacht in steriler Kochsalzldsung inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte die

Implantation der Minipumpe.

3.2 Operative Methoden

3.2.1 Blutdruckmessung mit Femoraliskatheter bei der Ratte

Das Tier wurde auf einer Heizplatte fixiert und unter Isofluran-Anasthesie ein Langsschnitt
entlang dem Verlauf der Arteria Femoralis durchgefihrt. Ein heparinisierter (5 Einheiten/ml)
Polyethylen-Katheter, der mit einem Druckaufnehmer verbunden war, wurde in die linke
Femoralisarterie geschoben und der Blutdruck fiir ca. 10 — 15 min gemessen. Dabei wurde
gewartet, bis sich ein stabiler Blutdruck einstellte und erst dann mit der Aufzeichnung

begonnen. Danach wurden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran getotet.

3.2.2 Implantation einer subkutanen Minipumpe bei der Maus

Die Operation wurde auf einer Heizplatte durchgefiihrt um die Kérpertemperatur aufrecht zu
erhalten. Die Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte unter Isofluran (3.5%
bzw. 2.5%), als Analgetikum wurde 30 min vor der Operation 0.1 mg/kg KG Buprenorphin
(Temgesic) gespritzt. Das Fell zwischen den Schulterblattern wurde rasiert, mit Hilfe eines
Skalpells wurde die Haut gedéffnet (Schnittlange 5 mm), mit Jodldsung desinfiziert und die
Pumpe subkutan platziert. Der Schnitt wurde mit 3-0 Seide verschlossen und nochmals

desinfiziert.

3.2.3 Implantation eines Telemetriesenders bei der Maus

Als Analgetikum wurde 30 min vor dem Eingriff 0.1 mg/kg KG Buprenorphin gespritzt. Das
Tier wurde unter Isofluran-Narkose auf einer Heizplatte fixiert, zwischen den Schulterblattern

rasiert und desinfiziert und die linke Arteria Carotis freigelegt. Mit einer sterilen



Methoden 36

Injektionsnadel wurde ein Loch in die GefdRwand gestochen. Der Mefkatheter wurde
eingefiihrt, bis in den Aortenbogen vorgeschoben und im Gefald eingebunden. Mit einer
stumpfen Schere wurde zwischen den Schulterblattern eine Tasche geformt, der
dazugehorige Sender eingeschoben und die Wunde vernéht. Nach einer Erholungszeit von 3
Tagen wurde mit der Blutdruckmessung begonnen. Das Tier konnte sich frei bewegen und
der Blutdruck wurde bei Bewusstsein, d.h. unter physiologischen Bedingungen gemessen.
Neben dem mittleren Blutdruck (MAP, mean arterial pressure), der fur die Auswertung
herangezogen wurde, erfolgte auch die Erfassung des systolischen und diastolischen
Blutdrucks, sowie von Puls und Aktivitdt. Die Aufzeichnung der Parameter erfolgte Uber die
Dauer der Intervention taglich. Die Werte wurden alle 10 min fir 10 Sekunden gemessen

und gespeichert.

3.2.4 Organentnahme

Zur Entnahme der Organe wurden die Tiere durch tiefe Isofluran-Anasthesie getotet. Nach
Fixierung auf dem Operationstisch wurde die Bauchhaut rasiert, desinfiziert und durchtrennt.
Zur Gewinnung der MesenterialgefaRe wurde der Darm entnommen und in MOPS (4°C)
Uberfihrt, darauf folgte die Entnahme von Nieren, Milz, Leber, Herz und Aorta. Die Organe
wurden geteilt und mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert bzw. 48
Stunden in 4% Paraformaldehyd fixiert und danach in 70% Ethanol umgebettet. Wenn die
Organe frisch bendétigt wurden erfolgte eine kurzfristige Lagerung auf Eis. Das ganze Tier

sowie die entnommenen Organe wurden gewogen.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Isolation primarer glatter Muskelzellen

Die Isolation glatter Muskelzellen (VSMC) aus Mausaorten erfolgte nach einem angepassten
Protokoll von Kobayashi et al. (127). Dabei wurden Endothelzellen durch Collagenase Il —
Behandlung entfernt (45 min). Die Aorta wurde der Lange nach in 2mm lange Stiicke
geschnitten, in eine Gelatine-beschichtete Petrischale (Durchmesser 60 mm) Uberfihrt und
fur 3 bis 4 Wochen in DMEM Medium mit 10 % BSA kultiviert. Bei Erreichen einer gentigend
hohen Zelldichte wurden diese entfernt und die glatten  Muskelzellen mit 0.25%
Trypsin/EDTA abgeltst. Die Homogenitat der Kultur wurde morphologisch (Spindel-
Morphologie) sowie durch Expression von a-Smooth Muscle Actin, Calponin und Smoothelin

Uberpruft.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Gewinnung zellularer RNA

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit nach dem Prinzip der
Affinitatschromatographie. Es wurden autoklavierte Plastikmaterialien und RNAse-freies
Wasser (DEPC-Wasser) verwendet. Die Zellen wurden geerntet und 350 pl RLT-Puffer (nach
Zusatz von 1% B-Mercaptoethanol) zugegeben. Durch Vortexen wurde das Zellmaterial
homogenisiert, anschlieRend erfolgte die RNA-Isolation gemaf Protokoll. Elutiert wurde mit
30 pl nukleasefreiem Wasser.

3.4.2 Gewinnung von RNA aus Gewebe

Es wurde 20-30 mg der Gewebeprobe eingewogen und sofort mit 600 pl RLT-Puffer (nach
Zusatz von 1% B-Mercaptoethanol) versetzt. Im Tissuelyser wurde mit Hilfe einer sterilen
Edelstahlkugel 3 min bei f=30/s homogenisiert und danach fiir 10 min bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und zur RNA-Isolation nach Protokoll
verwendet. Die Elution erfolgte mit 30 pl RNAse-freiem Wasser.

3.4.3 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA wurde mit einem Spektralphotometer die
optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Hierzu wurde die RNA-
Lésung 1:50 verdunnt (2 pl RNA-L6sung + 98 pl DEPC-Wasser) und in einer Kivette
gemessen. Als Blank wurde DEPC-Wasser verwendet. Die Konzentration der RNA in der
entsprechenden Probe wurde automatisch berechnet. Aul3erdem konnte Uber das Verhaltnis
der OD 260 nm Und der OD g0 nm bestimmt werden, ob eine Proteinkontamination vorlag (bei
einer proteinfreien RNA-LOosung muss das Verhaltnis zwischen 1.8 und 2.0 liegen). War eine
besonders niedrige RNA-Konzentration Zu erwarten, o] wurde die
Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop durchgefihrt. Hierfir wurde 1 pl der

unverdinnten Losung benétigt. DEPC-Wasser diente als Blank.

3.4.4 Reverse Transkription

Mit der Reversen Transkription wurde die isolierte RNA in einzelstrangige komplementéare
DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierfir wurde Superscript Il als fertiger Kit eingesetzt
(bestehend aus Reverser Transkriptase, 5x iScript mit Oligonukleotiden, nukleasefreiem

Wasser). Der Reaktionsansatz fur eine Probe setzte sich zusammen aus:
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RNA 250 ng
5x iScript 4 ul
Reverse Transkriptase 1l
Nukleasefreies Wasser ad 20 ul

Dabei wurde fir alle Proben ein Mastermix aus 5x iScript, nukleasefreiem Wasser und
Reverser Transkriptase hergestellt, um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen. Die Ansatze
wurden gemischt, zentrifugiert (1000 rpm, 2 min) und nach folgendem Protokoll

umgeschrieben:

5 min 25°C
30 min 42°C
5 min 85°C

Im Anschluss wurden die ReaktionsgefalRe auf Eis abgekihlt, mit sterilem Wasser 1.5
verdinnt und bei -80°C gelagert.

3.4.5 Real-Time PCR

Die Methode der Polymerasekettenreaktion wurde 1987 von Mullis et al. etabliert (128) und
dient der Vervielfaltigung einer spezifischen DNA-Sequenz. Im Unterschied zur einfachen
PCR besteht bei der Real Time (RT) -PCR die Moglichkeit der Quantifizierung. Mit Hilfe
eines fluoreszierenden, interkalierenden Farbstoffes (Reporterfarbstoff) kann man die
Reaktion verfolgen. Im Laufe der PCR kommt es zu einem Fluoreszenzanstieg, der
gemessen werden kann und proportional zur Menge der vorhandenen Doppelstrénge ist. Zur
Quantifizierung dient der Threshold Cycle (C; — Wert). Der C; — Wert beschreibt den PCR-
Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz gré3er wird als die Hintergrundfluoreszenz. Fir die
RT-PCR wurde SYBR®Green verwendet.

Der Ansatz pro Well war wie folgt zusammengesetzt (Doppelbestimmung):

Mastermix aus SYBR®Green 12.5 pl
Primer vorwarts 0.025 ul
Primer rickwarts 0.025 ul
Steriles Wasser 7.4 ul

1:5-verdiinnte cDNA 5 pl
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RT-PCR-Protokoll: 50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15s
40 Zyklen
59°C 1 min

Um die Spezifitat des Produktes zu Uberprifen und die Bildung von Primer-Dimeren
auszuschlieBen wurde zusatzlich eine Schmelzpunktanalyse durchgefuhrt. Die Auswertung
erfolgte mit Excel aus den mittleren Ct — Werten, wobei ein maximaler Unterschied von 1 bei
den im Doppel gemessenen Proben akzeptiert wurde.

3.5 Immunologische Methoden

3.5.1 |Isolierung von Herz- und Milzzellen fir die FACS-Analyse

Milz (Positivkontrolle): Die Milz wurde mit einem Metallsieb (Maschenweite 100 pm)
homogenisiert und in 4 ml Isolationspuffer resuspendiert. Danach wurde bei 1000 rpm 5 min
zentrifugiert, der Uberstand bis auf ein Restvolumen von 500 pl verworfen, das verbleibende
Pellet mit 1 ml Hamolyse-Puffer versetzt und bei Raumtemperatur 2 min vorsichtig auf- und
abpipettiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 20 ml gekiuhltem Isolations-Puffer beendet.
Darauf folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (1000 rpm, 5 min) und Verwerfen des
Uberstandes bis auf ein Restvolumen von 1 ml. 250 pl der Milzsuspension wurden dann
durch das Sieb eines FACS-R6hrchens (Maschenweite 40 um) gegeben (Zentrifugation bei
1000 rpm, 5 min). Das Pellet wurde mit 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und jeweils 100 pl

fur die Farbung verwendet.

Herz: Zunachst wurde das Herz auf Eis mit einem Skalpell zerkleinert, mit 5 ml Collagenase-
Lésung versetzt und im Wasserbad bei 37°C fiir 45 min verdaut. Darauf wurde das Gewebe
durch ein Metallsieb (Maschenweite 100 um) gegeben, in einem Falcon aufgefangen und
zentrifugiert (1000 rpm, 5 min). Nach Abnehmen des Uberstandes wurde mit 5 ml FACS-
Puffer gewaschen, nochmals zentrifugiert und dann 250 pul des resuspendierten Pellets durch
ein FACS-Rohrchen gegeben. Das Pellet nach Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) wurde in
500 pl FACS-Puffer aufgenommen, 100 pl der Suspension wurden fur die Farbung

eingesetzt.
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3.5.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Prinzip

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen an einem Laserstrahl vorbeigeleitet, wobei tber
das Streulicht auf ihre GroRe und Granularitit geschlossen werden kann. Durch die
Verwendung von  unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen  (z.B. FITC  mit
Emissionsmaximum 525 nm, PE mit Emmissionsmaximum 578 nm), die nach Anregung in
unterschiedlichen Fluoreszenzbereichen leuchten, lassen sich verschiedene markierte Zellen
gleichzeitig untersuchen. Durch die Bindung von spezifischen fluoreszenzmarkierten
Antikérpern an bestimmte Oberflachenantigene kann mit Hilfe der Fluoreszenzintensitat
(Angabe der MFI = Mittleren Fluoreszenzintensitat) in einem bestimmten Bereich die
Expression eines Antigens quantitativ bestimmt werden. Uber GroRe und Granularitat
kénnen unterschiedliche Zellpopulationen voneinander abgegrenzt werden (Der
Experimentator — Immunologie 2009). Ziel des Experimentes in dieser Arbeit war, Uber eine
Doppelfarbung mit dem Pan-Leukozytenmarker Anti-CD45 und Anti-TLR4 herauszufinden,

ob die Immunzellen oder Kardiomyozyten als Trager von TLR4 fungieren.

Durchfiihrung

Zur Farbung wurden 100 pl der Zellsuspension mit den Erstantikbrpern versetzt (Anti-Ratte
CD45, Anti-Ratte TLR4; Verdinnung 1:50) und fur 35 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauf folgten ein Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer, Zentrifugieren (1000 rpm, 5
min), Abnahme von 400 pl des Uberstandes und Resuspendieren des Pellets. Der
Zweitantikdrper wurde ebenfalls in einer Verdinnung von 1:50 zugegeben, darauf 45 min im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen wurde Propidiumiodid-Lésung
(Verdinnung 1: 1000) zur Markierung von toten Zellen zugegeben und die FACS-Messung
nach spatestens 30 min durchgefihrt. Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz wurde
bei jeder Farbung eine ungefarbte Probe mitgemessen. Zur Auswertung wurden die TLR4-
positive sowie die CD45-positive Population abgegrenzt und auf die positiven Zellen im

entsprechenden Histogramm gegated.

3.5.3 Enzymimmuno-Assay (ELISA)

Fiur den Versuch wurde der Uberstand nach Proteinisolation aus dem Herz von Ratten

verwendet (Proteinkonzentration 50 pg).

Bei dem hier beschriebenen Verfahren handelt es sich um einen Sandwich-ELISA, um
naturliches Ratten-TNF-a nachzuweisen. Zundchst wurde eine Mikrotiterplatte mit einem
Fanger-Antikorper gecoatet (Maus Anti-Ratte TNF-a, 4 pg/ml in PBS) und uber Nacht bei

Raumtemperatur inkubiert, um eine Immobilisierung des Antikdrpers zu erreichen. Nach
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mehrmaligem Waschen am folgenden Tag wurde mit 1% BSA in 1M PBS geblockt (1
Stunde). Das Abblocken freier Proteinbindestellen diente dazu, die Hintergrundaktivitat, die
durch unspezifisch adsorbierte enzymmarkierte Antikérpermolekiile verursacht wird, zu
reduzieren. Darauf folgte die Inkubation mit den Standards bzw. den Proben (2 h) und nach
einem weiteren Waschschritt die Zugabe eines Biotin-konjugierten Detektions-Antikdrpers
(Ziege Anti-Ratte TNF-a, 100 ng/ml). Im n&chsten Schritt wurde Streptavidin-Peroxidase
zugegeben, welche spezifisch an das Biotin des Detektions-Antikorpers bindet. Nach
Entfernen der nichtgebundenen Oxidase in einem weiteren Waschschritt wurde eine
Substratlosung (1:1 Mischung aus H,O, und Tetramethylbenzidin, 20 min), zugegeben,
welche eine Farbreaktion auslost. Diese wurde durch Zugabe von 2 N H,SO,4 gestoppt. Die
optische Dichte der Farbung konnte mit Hilfe eines Photometers bei 450 nm gemessen
werden. Da Farbung und Konzentration proportional sind, wurde Uber die Standardkurve die
TNF-a Konzentration in den Proben ermittelt. Die Standardkurve umfasste einen
Konzentrationsbereich von 62.5 bis 4000 pg/ml. Die Auswertung erfolgte (ber die

Eichgerade geman Protokoll.

3.5.4 cGMP Immunoassay mit Maus-Aorten

Der cGMP Immunoassay ahnelt vom Prinzip her einem ELISA. Zur Probenvorbereitung
wurde jeweils ein mdglichst langes Stiick der thorakalen und abdominalen Aorta von WT und
TLR4" freiprapariert und mit dem Skalpell in 1 cm lange Stiicke geschnitten. Die
Gewebestiicke wurden in Hepes-gepufferter physiologischer Salzlésung (HBSS) flur eine
Stunde im Brutschrank inkubiert und darauf hintereinander mit dem unspezifischen
Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor IBMX (1 uM, 30 min, 37°C) und dem NO-Donor SNP (10
KM, 10 min, 37°C) stimuliert und sofort schockgefroren. Direkt vor Durchfihrung des Assays
wurde nach Zugabe von jeweils 500 yl 0.1 N HCI im Tissuelyser homogenisiert (f=13/s, 5
min), 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand auf Eis gelagert. Zur spéateren
cGMP-Konzentrationsbestimmung wurde eine 10-Punkt Standardkurve mit einem
Konzentrationsbereich von 0.039 — 10 pmol/50 pl aufgestellt. Die Proben wurden gemaf
Protokoll mit Neutralisierungs- und Acetylierungspuffer versetzt. Dies diente der Erhéhung
der Nachweissensitivitat. Da die Mikrotiterplatte bereits mit dem Antikoérper beschichtet war,
konnten das Probenmaterial und der rekonstituierte cGMP-Antikérper gleich zugegeben
werden. Nach Inkubation wurde eine Meerrettich-Peroxidase-Losung zugegeben, die
Reaktion nach einer weiteren Stunde Inkubation mit 1 N HCI gestoppt und die Absorption bei
450 nm gemessen. Die Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen, die Auswertung

erfolgte nach Erstellung einer Eichgerade gemal Protokoll des Herstellers.
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3.6 Biochemische Methoden

3.6.1 Proteinisolation aus Zell-Lysaten

Die glatten Muskelzellen wurden geerntet und sofort mit 400 pl Lysepuffer versetzt, dem
Protease- und Phopsphataseinhibitoren zugesetzt waren (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail und PhosphoStop). Die Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren lysiert und
homogenisiert und nach Bestimmung der Proteinkonzentration bei -80°C gelagert.

3.6.2 Proteinisolation aus Gewebe

Zur Proteinisolation aus Gewebe wurden 20 — 30 mg des tiefgefrorenen Organs mit der
10-fachen Menge RIPA-Puffer (inklusive Protease- und Phopsphataseinhibitoren) versetzt
und im Tissuelyser homogenisiert (f=30/s, 3 min). AnschlieBend wurde bei 4°C und 14.000
rom fur 15 min zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abpipettiert und nach
Bestimmung der Proteinkonzentration bei -80°C gelagert.

3.6.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Messung der Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit von
Pierce durchgefiihrt. Als Standard diente eine BSA-Verdiinnungsreihe (2.000; 1.000; 500;
250; 125; 62,50; 31,25 und 0 pyg/ml). Auf eine 96-Well-Platte wurden in Doppelbestimmung
jeweils 10 ul Standard oder Proteinlésung aufgetragen und mit 200 pl Substratlésung (50
Teile Reagenz A + 1 Teil Reagenz B) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min (37°C)

wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 565 nm gemessen.

3.6.4 Western Blot

Bei einem Western Blot werden Proteine mittels SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) elektrophoretisch nach GréRe aufgetrennt und auf eine
geeignete Membran, z.B. aus Nitrocellulose, Ubertragen. Die Proteine werden auf dem Filter
immobilisiert und das nachzuweisende Protein kann lber einen spezifischen Antikorper
detektiert werden. Durch Zusatz eines HRP (Horseradish-Peroxidase = Meerrettich-
Peroxidase)-gekoppelten  Zweitantikbrpers  wird das gesuchte  Protein  durch
Chemolumineszenz sichtbar gemacht. Die Methode erlaubt somit Identifikation und
guantitative  Bestimmung einzelner  Proteine. Die  Auswertung erfolgt Uber
Densititatsbestimmung der Signale. Bei dem hier beschriebenen Verfahren handelt es sich
einen Wet-Blot.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 4x SDS versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt, um
die Proteine zu denaturieren. Die PAGE-Gele wurden direkt vor dem Blotten gegossen.
Neben den Proben (10 pg Protein) wurde ein Molekulargewichts-Standard (Precision Plus,

Biorad, 5 pl) aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolge bei 100 V fir 90 min.
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Nach der Elektrophorese wurden das Gel, Filterpapiere, Schwamme und die Membran in

Transferpuffer equilibriert und dann in einer Blotapparatur wie folgt angeordnet (Abb. 7):

@ Kathode
—————  Filterpapier
———— Membran

Gel
Filterpapier
SChw%rﬁm

J

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Western Blot

Schichtung von Membran und Gel sowie Position der Elektroden (129).

Der Membrantransfer erfolgte bei 500 mA fir 120 min unter Kihlung. Nach dem Transfer
wurde das Gel mit Coomassie-Blau gegengefarbt, um die effiziente Ubertragung der
Proteine auf die Membran zu Uberprifen. Die Membran wurde mit TBST gewaschen, 2 min
mit Ponceau-Ldsung gefarbt und unterhalb von 55 kDA geschnitten (Gré3e von Ratte-TLR4:
89 kDa; GrofRRe von Ratte-GAPDH: 37 kDa). Zur Blockade unspezifischer Bindestellen
erfolgte darauf eine Inkubation in Blocking Puffer (1 h). Der untere Teil wurde mit einem
Primarantikorper fir GAPDH inkubiert, um eine Beladungskontrolle zu haben. Der obere
Membranteil diente dem Nachweis von TLR4. Die Inkubation mit dem jeweiligen
Prim&rantikorper erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurde die Membran nach 3
Waschschritten mit TBST mit dem Zweitantikbrper inkubiert (1 h). Die Verdinnung der
Antikorper erfolgte nach Herstellerangaben in Blocking Puffer (Anti-TLR4: 1:200; Anti-Gapdh:
1: 10.000; Anti-Kaninchen: 1:1000; Anti-Maus: 1:10.000). Zur Detektion wurde eine
Chemilumineszenz-L6sung (Roche, 1:1-Mischung aus Losung A und L6sung B;
Inkubationszeit 5 min) verwendet, die Aufnahmen wurden an der Kodak Image Station 200R
gemacht und die Banden densitometrisch ausgewertet.

3.6.5 Bestimmung der NADPH-Oxidase Aktivitat

Der LumiMax Superoxide Anion Detection Kit dient zur quantitativen Messung von
Superoxid-Anionen in kultivierten Zellen. Das Prinzip beruht auf der Oxidation von Luminol
durch Superoxid-Anionen. Bei der Reaktion entsteht Energie in Form von Licht, das mit
einem Standard-Luminometer gemessen werden kann (130). Der Kit enthalt aul3erdem einen
Enhancer, der die Sensitivitdt des Assays erhoht, indem die Chemilumineszenz verstarkt

wird. Dadurch kénnen auch besonders niedrige Konzentrationen an Superoxid-Anionen
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gemessen werden. Der Assay erfolgte fiir unstimulierte Muskelzellen von WT und TLR4™

nach folgendem Protokoll:

Zellkultur: Etwa 1.25 x 10" glatte Muskelzellen wurden mit angereichertem
Wachstumsmedium versetzt, um eine Endkonzentration von 5 x 10° Zellen/ml zu erhalten
und dann fiir 72 Stunden in Medium mit 2% BSA inkubiert.

Vorbereitung der Zellen: Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (3000 x g, 5 min;

5 x 10° Zellen). Um die Reaktivitat der Zellen zu erhéhen, wurden sie mit 1 ml frischem
Wachstumsmedium versetzt, fir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend zu 5 x 10°
Zellen aliquotiert. Darauf wurden die GefaRRe zentrifugiert (1600 rpm, 2 min), der Uberstand

abpipettiert und 100 ul des Assay-Mediums zugegeben.

Assay: Fur den Assay wurden anschlieBend Luminol (Endkonzentration 100 uM), Enhancer
(Endkonzentration 125 uM) und PMA (NADPH-Oxidase Aktivator; Endkonzentration
199 ng/ml) zugegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrollen wurden
Proben ohne PMA verwendet. AnschlieBend wurden die Proben in eine Mikrotiterplatte
Uberfuihrt und die Lichtemission nach 60 min in einem Luminometer (FLUOstar Omega
Multidetection Microplate Reader) gemessen. Die Lichtintensitat wurde in RLU (Relative

Light Units) angegeben.

3.7 Histologie

3.7.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur Anfertigung von Kryoschnitten wurden die Gewebeproben direkt ohne vorherige
Fixierung in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen Herzen wurden zunachst in
O.C.T. (Tissue-Tek®) eingebettet. Das Schneiden erfolgte im Kryostat bei -20°C, wobei der
Gewebeblock und der Probenhalter bereits vorher auf -20°C temperiert wurden. Die Schnitte
wurden dann auf silanisierte Objekttrager aufgezogen und eine Stunde bei Raumtemperatur

getrocknet.

3.7.2 Rakusan-Farbung

Die Kapillarfarbung wurde nach dem Protokoll von Rakusan et al. angefertigt (131). Hierbei
wurden die Gefrierschnitte 5 min mit Aceton fixiert und jeweils 2 min mit PBS und 0.1 M
Natrium-Acetet-Puffer gewaschen. Darauf wurde 100 min mit DAP-ase Substrat inkubiert.
Die Schnitte wurden mit dd H,O und 1x AP-Puffer gespilt und 25 min mit AP-Substrat



Methoden 45

inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS und dd H,O wurden sie wassrig

eingedeckt.

3.7.3 Auswertung der Gefrierschnitte

Pro Herzschnitt wurden 5 Bereiche des linken Ventrikels (Endomyokard) in 20-facher
VergroRerung fotografiert. Schnitte mit Gefrierbruch wurden bei der Auswertung nicht
bertcksichtigt. Pro Bild wurden die blau gefarbten Kapillaren gezahlt und der Mittelwert fir
jedes Tier berechnet. Die Flache der Kardiomyozyten wurde mit dem Programm Image Pro
Plus 5.0 berechnet. Pro Schnitt wurden 5 Kardiomyozyten vermessen. Aus beiden Werten

konnte dann das Verhéltnis von Kapillaren pro Kardiomyozyt berechnet werden.

3.8 Immunhistochemie

Immunhistochemischen Methoden erlauben den Nachweis bestimmter Proteine in
Gewebeschnitten mit Hilfe spezifischer Antikérper. Dadurch kann auf das Vorhandensein
und auf die Verteilung, zum Teil auch auf die Menge des Proteins im Gewebe geschlossen
werden. Zur Detektion missen die Antigen-Antikdrper-Bindungen entweder Uber eine
Farbreaktion oder Uber Farbstoff-konjugierte Antikdrper sichtbar gemacht werden. Um die
TLR4-Expression und Verteilung im Herzen der Ratte zu untersuchen, wurden nach
Fixierung des Gewebes Paraffinschnitte angefertigt und mit einem anti-TLR4-Antikorper

gefarbt.

3.8.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Zur Konservierung des Gewebes wurde ein 3 — 4 mm breiter Querschnitt des Herzens nach
Entnahme aus dem Tier fur 48 h mit 4 % PFA im Kihlschrank fixiert und danach in 70 %
Ethanol aufbewahrt. Vor der Einbettung wurde das Gewebe mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol entwassert, um das PFA zu entziehen und auf den Kontakt mit
Paraffin vorzubereiten. Die Proben liefen dabei ca. 12 h durch einen Einbettautomaten.
Darauf wurden sie mit 60°C warmem Paraffin in eine Gielsform gegeben und erstarren
gelassen. Es wurden 4 um breite Gewebeschnitte angefertigt, auf silanisierte Objekttrager

aufgezogen und bei 40°C Uiber Nacht im Trockenschrank getrocknet.

3.8.2 TLR4-Férbung

Vor der Farbung des Paraffinschnittes musste dieser zunéchst entparaffiniert und rehydriert
werden. Die Entparaffinierung erfolgte mit Xylol (3 x 10 min), die Rehydrierung tber eine
absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 70% Ethanol). Nach einem Waschschritt von jeweils
5 min mit dd H,O bzw. TBS wurden die Schnitte fur 10 min mit 50l Dual Block bei

Raumtemperatur behandelt, um endogene alkalische Phosphatasen (AP) und Peroxidasen
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(POD) zu blockieren. Danach wurde nacheinander mit jeweils einem Tropfen Avidin- und
Biotin-Loésung bzw. Proteinblock fir 10 min inkubiert. Dies dient der Blockade von
endogenem Biotin und von unspezifischen Bindestellen. Fir die TLR4-Farbung wurde der
Erstantikdrper in TBS gegeben (Kaninchen Anti-Ratte TLR4, 1:100) und die Schnitte fir 60
min bei Raumtemperatur in einer geschlossenen Kammer inkubiert. Der Zweitantikorper
wurde ebenfalls in TBS verdiinnt und die Inkubation erfolgte fur 30 min bei Raumtemperatur
(biotinylierter Anti-Kaninchen IgG, 1:100), ebenso die Behandlung mit Streptavidin-Losung
(2:100). Zwischen allen aufgefuhrten Schritten wurde 2x5 min mit TBS gewaschen. Um die
Farbung sichtbar zu machen, wurde pro Schnitt 1 Tropfen POD/HRP-Substrat zugegeben (5
min bei Raumtemperatur) und die Reaktion anschlieRend gestoppt, indem der Schnitt 5 min
in dd H,O gestellt wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte 2 min mit Mayers Hamalaun
inkubiert, um die Nuklei gegenzufarben, 5 min mit Leitungswasser gewaschen und dann
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100% Ethanol jeweils 1 min, Xylol I-lll jeweils 2
min) ausgesetzt. Nach dem Trocknen der Schnitte wurden Bilder vom linken Ventrikel
gemacht (20- und 40-fache VergroRerung), um die TLR4-Lokalisation und Quantitat in den

unterschiedlichen Proben zu ermitteln.

3.8.3 Elastica-van-Gison-Féarbung

Nach Messung am Myographen wurden die GefaBe in 4 % PFA Uber Nacht bei
Raumtemperatur fixiert und dann in 70 % Ethanol Uberfihrt. Das Gewebe wurde mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, in Paraffin eingebettet, dann 4 um breite Schnitte
angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Die Entparaffinierung erfolgte mit Xylol (I-11I,
jeweils 10 min) und einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, jeweils 2 min). Nach
Einlegen in dd H,O (5 min) wurden die Schnitte nach Weigert fir 10 min auf Elastin gefarbt,
fur 1 min mit Leitungswasser gesplilt und dann 5 min mit Weigerts-Lésung gefarbt, um die
Nuklei sichtbar zu machen. Danach wurde 2 min mit Picrofuchsin-Losung inkubiert, 1 min mit
70% Ethanol gewaschen und eine aufsteigende Alkoholreihe (96%, 100%, jeweils 30 s; Xylol
I-1ll, jeweils 2 min) durchgefihrt. Nach der Farbung waren die interne und externe Lamina
elastica deutlich voneinander zu unterscheiden. Die Schnitte wurden in 20-facher

VergrolRerung aufgenommen.

3.8.4 Berechnung des Verhéltnisses Wanddicke/Lumen

Zur Berechnung der GefaBwand wurden zunachst die Flachen um die interne Lamina
elastica sowie um die externe Lamina elastica ausgemessen. Aus den Flachen wurde dann
jeweils der Radius berechnet, wobei ein kreisformiger Querschnitt angenommen wurde. Die
Wanddicke ergab sich aus der Differenz von Aul3en- und Innenradius. Daraus wurde das

Verhaltnis von Wanddicke zu Innendurchmesser berechnet.
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3.8.5 Hamatoxylin - Eosin (HE) - Farbung

Die Schnitte wurden mit Xylol (I-lll, jeweils 10 min) und einer absteigenden Alkoholreihe
(100%, 96%, 70% Ethanol, jeweils 2 min) deparaffiniert, dann 5 min mit dd H,O gewaschen,
mit Meyers Hamalaun inkubiert und mit Leitungswasser gewaschen. AnschlieRend wurde mit
0.5% HCI-Ethanol gespiilt bis das Glas des Objekttragers durchsichtig erschien. Nach einem
weiteren Waschschritt mit Leitungswasser wurde 1 — 5 min Eosin 1% zugegeben, wieder mit
Wasser gewaschen, kurz in 70% Ethanol getaucht und danach 30 s in 96% Ethanol, 2x 2
min in 100% Ethanol und anschlieRend in Xylol gestellt (I-1ll, jeweils 2 min). Der Nukleus war

schlie3lich blau gefarbt, das Zytoplasma erschien hellrot und Collagen war rot bis pink.

3.9 Mulvany-Myograph

Mit dem Mulvany-Myographen lasst sich isometrisch die Vasokonstriktion sowie die
Vasodilatation von kleinen GefaRen (60-3000 um) messen. Durch Stimulation der Gefal3e
mit verschiedenen Agonisten kann die Anderung der Wandspannung registriert werden, die

in mN/mm aufgezeichnet wird.

3.9.1 Préaparation von Maus-Widerstandsgefalen

Zur Isolation der Widerstandgefal3e wurde der Darm vollstandig entnommen, in MOPS (4°C)
Uberfihrt und in einem Praparationsgefal (Petrischale mit Silikongel/Sylgaard) fixiert. Unter
einem Operationsmikroskop wurde mit einer Federschere und mikrochirurgischen Pinzetten
perivaskulares Fett und Bindegewebe von Widerstandarterien zweiter Generation
(GefaBinnendurchmesser < 400 um) entfernt. Zwei Edelstahldréhte (Durchmesser: 40 um)
wurden atraumatisch in das Gefald eingefiihrt, um das Endothel nicht zu beschadigen, und
die Arterie dann so abgeschnitten, dass die Segmentlange 2mm betrug. Bis zur Verwendung

am Myographen wurden die GefalRe in MOPS-Puffer (4°C) aufbewahrt.

3.9.2 Methode

Die Mulvany-Myographie wurde erstmals 1977 von Mulvany und Halpern beschrieben (132).
Hierbei wird das Widerstandsgefal? mit Hilfe von zwei Drahten aufgespannt (Abb. 8), so dass
Kontakt zu einem mechanoelektrischen Signalwandler und einer Mikrometerschraube
besteht (Abstandsmesser und Kraftaufnehmer). Durch die Abstandsmessung zwischen den
beiden Drahten wird der GefaRinnendurchmesser bestimmt. Das Organbad wurde mit 10 ml
MOPS befiillt und langsam auf 37°C aufgeheizt bzw. die Temperatur konstant bei 37°C
gehalten. Mit dem hier verwendeten Myographen lieRen sich zwei Gefal3e gleichzeitig
untersuchen. Um verschiedene Gefalie miteinander vergleichen zu kénnen, mussten die
GefalRe vor Beginn der Messung normalisiert werden, d.h. es wurde eine definierte

Vorspannung aufgebracht. Die Normalisation wurde vom Gerat automatisch durchgefihrt.
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Dabei wurde das Gefal? schrittweise gedehnt. Aus der nach jedem Dehnungsschritt
registrierten Wandspannung und dem inneren Umfang wurde jeweils der transmurale Druck
bestimmt. Dieser stellt den Druck auf die Wand eines Hohlorgans dar und ergibt sich aus der
Differenz zwischen Innendruck und AufRendruck. Sobald er 100 mmHg Uberstieg, wurde die
Normalisation beendet. Die Gefal3e wurden dann auf 90% ihres maximalen Durchmessers
gespannt. Es erfolgte anschlieend ein Austausch des MOPS-Puffers (37°C), um durch

Dehnung freigesetzten vasoaktive Substanzen auszuwaschen.

Verbindung zum Signalwandler \/// [;,{Q L/} Verbindung zur Mikrometerschraube

Gefal

Copyright 2009

Dual Myograph 410A

Abbildung 8: Aufbau eines Mulvany-Myographen

Das Gefal? wird so im Organbad eingespannt, dass Kontakt zum Signalwandler und zur
Mikrometerschraube besteht (133).

3.9.3 Versuchsprotokoll zur Messung der GefalR3funktion und — kontraktilitat

Die GefalRfunktion wurde mit Hilfe einer Noradrenalin-Dosis-Wirkungs-Kurve sowie einer
Acetylcholin-Dosis-Wirkungs-Kurve bestimmt. Dabei wurden die Gefal3e durch eine
aufsteigende Noradrenalin-Reihe (1 pM - 10 pM) kontrahiert und gleich danach mit
Acetylcholin (10 pM - 1 mM) dilatiert. Hierfir wurde immer 1 ml der Losung im Organbad
gegen die entsprechende Substanzlosung (siehe Abb. 5) ausgetauscht. Acetylcholin bewirkt
eine endothelabhangige Vasodilatation und lasst somit auf die Intaktheit des Endothels

schlieBen. GefalRe mit einer Vasodilatation unter 40 % wurden nicht ausgewertet. Bei jeder
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Dosis-Wirkungs-Kurve wurde die n&chsthohere Agonistenkonzentration bzw. die nachste
Substanz erst zugegeben, wenn die vom Gefal? erzeugte Spannung die Plateauphase
erreicht hatte. Nach Austausch des MOPS-Puffers und einer Ruhezeit von 5 Minuten wurden
die Gefal3e durch Zugabe eines Calcium-freien MOPS-Puffers und schrittweise Erhdhung
der extrazellularen Kaliumkonzentration (0 mMCa®/4.7 mM K* und 0 mMCa*/125 mM KY)
depolarisiert, d.h. die spannungsabhangigen Calciumkanale wurden gedffnet. Darauf wurden
sie durch stufenweise Erhohung der extrazelludren Calciumkonzentration kontrahiert (von
0.25 mMCa**/125 mM K" bis 3.0 mMCa?*/125 mM K*).

Zur Aufklarung der Bedeutung der Phosphodiesterase 5 (PDE 5) wurde vorkontrahierten
GefaRen (3.0 mM Ca*/125 mM K*) der PDE-Inhibitor IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin) in
aufsteigender Konzentration zugegeben (10 - 10 M).

Um die GefalR3kontraktilitdt unter oxidativem Stress zu bestimmen, erfolgte die Inkubation der

Mesenterialgefal3e mit Menadion (10 uM, 20 min).

3.9.4 Auswertung

Die Gefalikonstriktion wurde an den Innendurchmesser der GefélRe angepasst und fir die
einzelnen Messpunkte wie folgt berechnet:
(Fx-Fpasa)/Durchmesser
Die Vasorelaxation auf Acetylcholin bzw. IBMX wurde als Umkehrwert der maximalen
Konstriktion nach Zugabe von 10 uM Noradrenalin bzw. 3 mM Ca** berechnet:
(Fx-Fne1o)/(Fneio-Fpasa)*-100 bzw. (Fx-Fcaz)/(Fcas-Foasa)*-100

3.9.5 Statistik

Um statistische Signifikanzen zu ermitteln, wurde allgemein der Student’s t-Test eingesetzt.
Zum Vergleich normotensiver und hypertensiver Ratten wurde auch der x>-Test
herangezogen. Die Gruppenunterschiede zwischen den pharmakologischen Behandlungen
in den L-NAME-behandelten WKY wurden Uber die Varianzanalyse und den post-hoc
Dunett's t-Test berechnet. Ein p < 0.05 wurde als signifikant betrachtet. Soweit nicht anders

angegeben wurden Abweichungen wurden als + SEM aufgetragen.
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4. Ergebnisse
4.1 Die Rolle von TLR4 bei Bluthochdruck

4.1.1 Uberblick

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Rolle des kardialen TLR4 bei der Entwicklung von
Bluthochdruck untersucht werden. Immunhistologisch lie3 sich in erwachsenen SHR eine
erhbhte TLR4-Expression im Vergleich zu normotensiven WKY-Ratten nachweisen. Der
Rezeptor war vor allem in den hypertrophen Kardiomyozyten lokalisiert. Um genauer zu
definieren, in welchem Stadium der Hochdruckentwicklung eine TLR4-Hochregulation
stattfindet, wurde die Proteinexpression in sehr jungen, adoleszenten und erwachsenen
Tieren mit Hilfe von Western Blot und Real-Time PCR untersucht. Bei den jungen Tieren,
d.h. im prehypertensiven Stadium, konnte kein Unterschied in der kardialen TLRA4-
Expression gezeigt werden, wohingegen mit Beginn eines rapide steigenden Blutdrucks ab
der achten Lebenswoche eine signifikant erhéhte TLR4-Expression in den SHR verzeichnet
wurde. Diese blieb auch bei den erwachsenen Tieren mit manifestem Hochdruck bestehen.
Wahrend dies in vivo nicht mit einer verstarkten Expression von Entziindungsparametern im
Herzen einherging, wurde in vitro nach Stimulation mit dem endogenen TLRA4-Liganden
Heparansulfat eine verstarkte mRNA-Expression von TNF-a und IL-6 nachgewiesen. Dies
deutet auf eine gesteigerte TLR4-Aktivitat im Zusammenhang mit einem erhdhten Blutdruck
hin. Als weiteres Hochdruckmodell wurde die L-NAME-induzierte Hypertonie bei WKY-Ratten
herangezogen. Auch hier zeigte sich immunhistologisch eine verstarkte Lokalisation von
TLR4 in den Kardiomyozyten der Hochdrucktiere, die - ebenso wie bei SHR- durch FACS-
Analyse bestétigt wurde. Schliel3lich sollte in beiden Hochdruckmodellen der Einfluss eines
ACE-Hemmers mit seinen antihypertensiven und antientziindlichen Eigenschaften auf die

TLR4-Expression analysiert werden.

4.1.2 Blutdruckentwicklung in SHR

Wie in der Literatur beschrieben, kam es ab der achten Lebenswoche zu einem starken
Blutdruckanstieg in den SHR gegenuber den Kontrolltieren (WKY: 98+8 mmHg; SHR:
116£10 mmHg; p<0.05), der sich bis zum Alter von 16 Wochen weiter erhohte (WKY: 104+9
mmHg; SHR: 135+12 mmHg; p<0.05; Tabelle 6). Auch das Herzgewicht der SHR nahm im
Vergleich zum Gesamtkdrpergewicht ab der achten Woche signifikant zu (WKY 8 Wochen:
3.4+0.1 mmHg, SHR 8 Wochen: 3.8+0.3; WKY 16 Wochen: 2.7+0.04 mmHg, SHR 16
Wochen: 3.4+0.4 mmHg; p<0.05) (Tabelle 6). Nach zweiwdchiger Behandlung der SHR mit
Hochdosis-Ramipril (10 mg/kg/Tag) gingen sowohl der Blutdruck (80+7 mmHg; p<0.05) als
auch das Verhaltnis Herzgewicht/Korpergewicht (3.4£0.1; p<0.05) signifikant zurtick. Unter

dem ACE-Hemmer stellte sich somit ein Blutdruck vergleichbar mit dem junger SHR ein.



Ergebnisse 51

4 Wochen 8 Wochen 16 Wochen 8 Wochen

SHR +
WKY SHR WKY SHR WKY SHR Ramipril

MAP (nunflg) 635 T6£8* 98+ 8 116+10* 1049 135+£12% 80+ 7#
HW/BW (g/kg) | 45£02 524+03*% 34401 38+£03* 27004 34+£04* 34+£01%

Tabelle 6: Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzgewicht/Kérpergewicht in unbehandelten
SHR und WKY und in Ramipril-behandelten SHR

MAP: Mean arterial pressure, HW/BW (Herzgewicht/Kdrpergewicht; heart weight/body
weight); die Ramiprildosis lag bei 10 mg/kg/Tag

*n<0.05 versus WKY, *p<0.05 versus SHR unbehandelt (8 Wochen).

4.1.3 Immunhistologischer Nachweis von TLR4 in erwachsenen SHR

Die immunhistochemische Farbung mit einem TLR4-Antikdrper zeigte zunachst eine deutlich
gesteigerte, jedoch ungleichmalig angeordnete TLR4-Expression in den Kardiomyozyten
der hypertensiven SHR, die zudem stark hypertroph waren. Innerhalb der Kardiomyozyten
war die TLR4-Farbung homogen (Abb. 9 A und 9 B), bei den SHR war sie jedoch viel
intensiver ausgepragt als bei den WKY-Ratten. Die Schnitte wiesen aul3erdem auf eine
verstarkte perivaskulare Inflammation in den SHR hin (Abb. 9 D und 9 E), dennoch
konzentriert sich die Farbung hauptsachlich auf die Kardiomyozyten. Die Behandlung mit
Hochdosis-Ramipril (10 mg/kg/Tag) flhrte zu einem starken Rickgang der TLR4-
Expression. Dies zeigte sich daran, dass nur wenige Kardiomyozyten gefarbt waren und die
Farbung eine geringe Intensitat hatte. Darlber hinaus war kaum noch perivaskulare
Inflammation vorhanden (Abb. 9 C und 9 F).
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von TLR4 im Herzen

Die Farbungen sind in 20- bzw. 40-facher Vergrol3erung gezeigt.

A - C: TLR4-Farbung in Kardiomyozyten von unbehandelten erwachsenen WKY (A), SHR
(B) und von Ramipril-behandelten adoleszenten SHR (10 mg/kg/Tag, 2 Wochen) (C).

D - F: TLR4 im perivaskularen Bereich von unbehandelten erwachsenen WKY (D), SHR (E)
und von Ramipril-behandelten adoleszenten SHR (10 mg/kg/Tag, 2 Wochen) (F).

4.1.4 Nachweis von TLR4 in SHR mittels Western Blot und Zeitverlauf der TLR4-
Expression

Die Frage, in welchem Stadium der Bluthochdruckentwicklung eine TLR4-Hochregulation im
Herzen stattfindet, wurde mit Hilfe des Western Blots beantwortet. Dabei wurden zun&chst
Herzlysate von erwachsenen SHR und WKY untersucht. Die TLR4-Detektion erfolgte mit
einem spezifischen Antikorper, als Ladekontrolle wurde Gapdh verwendet. Ebenso wie in der
Immunhistochemie zeigte sich hier eine signifikante TLR4-Uberexpression in SHR (Abb. 10
A). Auch in den acht Wochen alten SHR war die TLR4-Protein Expression signifikant hoher
als in der Kontrollgruppe (Abb. 10 B), wohingegen in den jungen, vier Wochen alten und
normotensiven Tieren eine gleiche TLR4-Expression in WKY und SHR vorlag (Abb. 10 C).
Daraus lasst sich schliel3en, dass im prehypertensiven Stadium, d.h. bei gleichem Blutdruck
zwischen WKY und SHR, kein Unterschied im TLR4-Expressionsmuster vorliegt. Wéhrend
der Entwicklung von Bluthochdruck und bei manifester Hypertonie hingegen zeigt sich eine
kardiale TLR4-Uberexpression.



Ergebnisse 53

A B C
WKY SHR WKY SHR WKY SHR
TR e e D D ——
Gapdh : - —
16 Wochen 8 Wochen 4 Wochen
- * 8 - * 8 -
% 8 [ NS
g 6 1 6 - - 6
£ 4 4 4 4 -
2
8 2 - 2 2
&
0 T 0 T 0 T \
WKY SHR WKY SHR WKY SHR

Abbildung 10: TLR4-Protein-Expression im Herzen von erwachsenen, adoleszenten und

jungen SHR im Vergleich zu WKY

Western Blot und densitometrische Auswertung *p<0.05 versus WKY

4.1.5 In vitro TLR4-Aktivierung

Nachdem eine TLR4-Uberexpression bereits in adoleszenten SHR nachzuweisen war, sollte
die proinflammatorische Aktivitdt von TLR4 bestimmt werden. In vitro wurde das Herzlysat
von acht Wochen alten Tieren mit dem endogenen TLR4-Liganden Heparansulfat (HS)
inkubiert (10 pg/ml; 4 Stunden). Danach wurden TNF-a, IL-6 und MCP-1 im Vergleich zu
unstimulierten Zellen (basal) als Entziindungsmarker auf mRNA-Ebene bestimmt. In der
SHR-Gruppe zeigte sich nach Heparansulfat-Stimulation eine signifikante Zunahme der
TNF-a mRNA (TNF-a/Gapdh: 0.06 vs. 0.1; p<0.05) und IL-6 mRNA (IL-6/Gapdh: 0.029 vs.
0.045; p<0.05), d.h. eine verstarkte proinflammatorische Antwort im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 11 A und 11 B). Die Werte fiir MCP-1 unterschieden sich in beiden
Gruppen nicht signifikant (Abb. 11 C).
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Abbildung 11: In vitro Stimulation von Herzzellen aus SHR und WKY mit Heparansulfat

Herzzellen aus 8-Wochen alten SHR und WKY wurden mit dem endogenen TLR4-Liganden
Heparansulfat inkubiert und die mRNA-Expression von TNF-a (A), IL-6 (B) und MCP-1 (C)
bestimmt. *p<0.05 versus SHR basal

4.1.6 Invivo Entzindung und Einfluss von Ramipril in SHR

Wahrend bei der in vitro Stimulation von TLR4 mit Heparansulfat eine Zunahme von TNF-a
und IL-6 in den SHR zu sehen war, konnte in vivo, d.h. im Gewebe, trotz erhohter mRNA-
Expression von TLR4 keine vermehrte Expression von TNF-a, IL-6 und MCP-1 in 8-Wochen
alten SHR gezeigt werden (Abb. 12 A). IL-6 war zudem nur in sehr geringen Mengen
nachzuweisen (nicht gezeigt). Dartiber hinaus war im Zeitverlauf in vivo auch keine Zunahme
von TNF-a auf Proteinebene zu sehen. Dies wurde mittels ELISA gemessen (Abb. 12 B).
Hochdosis-Ramipril fuihrte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Immunhistochemie
zu einer signifikanten Downregulation der TLR4 mRNA. Auf3erdem war TNF-a nach
Ramiprilbehandlung in den SHR tendenziell erniedrigt, die Werte fir MCP-1 waren identisch
(Abb. 12 C).
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Abbildung 12: Expression von TLR4, TNF-a und MCP-1 in SHR und WKY

(A) TLR4, TNF-a und MCP-1 mRNA-Expression im Herzen von unbehandelten, 8-Wochen
alten SHR und WKY. Erhohtes TLR4 in den SHR ging nicht mit einer erhéhten TNF-a und
MCP-1 Expression einher.

(B) In 4-, 8- und 16-Wochen alten SHR zeigte sich keine Zunahme der kardialen TNF-a
Proteinexpression.

(C) Die Behandlung mit Ramipril regelte die TLR4 mRNA-Expression herunter, fir TNF-a
und MCP-1 ergab sich kein signifikanter Unterschied. *p<0.05 versus WKY bzw. SHR
unbehandelt

4.1.7 TLRA4 bei L-NAME-induziertem Hochdruck in WKY und Einfluss von Ramipril

Die L-NAME-Gabe lber 2 Wochen resultierte in einem signifikant hoheren mittleren
Blutdruck (unbehandelt vs. L-NAME: 101+8 mmHg vs. 124+8 mmHg; p<0.05) und
Herzgewicht/Korpergewicht in den WKY-Ratten (unbehandelt vs. L-NAME: 2.8+0.15 mmHg
vs. 3.5£0.2 mmHg; p<0.05). Sowohl unter der therapeutischen Ramipril-Dosis (1 mg/kg/Tag;
MAP:99+10 mmHg; HW/BW:3.1+0.2 g/kg) als auch unter der Hochdosis-Ramipril-Gabe (10
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mg/kg/Tag; MAP:95+13 mmHg; HW/BW:2.9+0.5 g/kg) gingen Blutdruck und Herzgewicht auf
Kontrollniveau (unbehandelte Tiere) zurtck (Tabelle 7).

Unbehandelt Vehikel + Ramipril(lmgkg/d)+ | Ramipril (10mg/kg/d)+
IL-NAMFE I-NAME IL-NAME
MAP (mmHg) 101£8 124 £8%* 99+ 10# 954+ 13#
HW/BW(g/kg) 28+0.15 35+02% 31+02% 29+0.5%

Tabelle 7: Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzgewicht/Kdérpergewicht in unbehandelten
WKY und nach Behandlung mit L-NAME und Ramipril + L-NAME

MAP: Mean arterial pressure, HW/BW (Herzgewicht/Koérpergewicht; heart weight/body
weight); die L-NAME-Dosis lag bei 25 mg/kg/Tag, der Zeitraum der Behandlung betrug 2
Wochen *p<0.05 versus unbehandelt , p<0.05 versus Vehikel + L-NAME

Ebenso wie bei den SHR zeigte die immunhistochemische Farbung der Herzschnitte eine
deutlich ausgepréagte Hypertrophie der Kardiomyozyten, sowie eine intensive und innerhalb
der Kardiomyozyten homogene TLR4-Farbung (Abb. 13 A und 13 B). Auch die zum Tell
TLR4-positive perivaskulare Inflammation war bei den L-NAME-behandelten Tieren starker
sichtbar (Abb. 13 E und 13 F). Unter der therapeutischen Ramipril-Dosis (1 mg/kg/Tag) ging
die TLR4-Expression weder in den Kardiomyozyten noch perivaskular zurtick (Abb. 13 C und
13 G), wohingegen Hochdosis-Ramipril zu einem starken Rickgang der TLR4-Farbung in
den Herzen auf Kontroll-Niveau fuihrte (Abb. 13 D und 13 H).
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Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis von TLR4 im Herzen von WKY

Im Vergleich zu unbehandelten WKY (A) zeigten sich nach L-NAME-Behandlung stark
hypertrophe, TLR4-positive Kardiomyozyten (B). Unter einer therapeutischen Ramipril-Dosis
war kein Rickgang von TLR4 zu sehen (C), unter Hochdosis-Ramipril-Behandlung ging die
TLR4-Expression stark zurtick (D). Perivaskuléar war weniger TLR4 nachzuweisen als in den
Kardiomyozyten. Auch hier zeigte sich aber unter L-NAME (F) und L-NAME+Ramipril
(2 mg/kg/Tag) (G) eine starkere Farbung als in den Kontrollen (E). L-NAME mit Hochdosis-
Ramipril regulierte die TLR4-Expression auch perivaskular stark herunter (H).

Western Blot und Real-Time PCR bestéatigten die histologischen Daten. Ramipril-Gabe in
therapeutischer Dosis (1 mg/kg/Tag) fuhrte nicht zu einem Rlckgang von TLR4 auf
Proteinebene (Abb.14 A). Dies war auch auf mRNA-Ebene zu sehen, wohingegen
Hochdosis-Ramipril (10 mg/kg/Tag) zu einem signifikanten Rickgang von TLR4 fuhrte (Abb.
14 B).
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Abbildung 14: TLR4-Expression im Herzen von L-NAME sowie L-NAME- und Ramipril-
behandelten WKY

Die WKY wurden mit Vehikel bzw. der therapeutischen Dosis Ramipril (ND=normale Daosis)
behandelt. Hier war kein Unterschied zu sehen (A). Auch auf mRNA-Ebene war dies zu
erkennen, wohingegen die Hochdosis-Ramipril-Behandlung (HD) zu einer Downregulation
von TLR4 fuhrte (B). *p<0.05 versus Vehikel

4.1.8 Differenzierung der TLR4-positiven Zellen im Herzen mittels FACS-Analyse

Basierend auf den Ergebnissen aus Immunhistochemie, Western Blot und mRNA-Daten
wurde in einem weiteren Experiment eine FACS-Analyse mit dem Herzlysat von SHR
durchgefiuhrt. Dies sollte bestéatigen, dass nur ein geringer Prozentsatz der kardialen TLR4-
positiven Zellen auch CD45-positiv ist. CD45 wurde hierbei als Pan-Leukozytenmarker
eingesetzt. Mittels anti-CD45-FITC, anti-TLR4-PE Doppelfarbung konnte gezeigt werden,
dass nur sehr wenig CD45-positive Zellen im Herzlysat vorhanden waren (Abb. 15). Die
TLR4-Population (blau) (Abb. 15 A) wurde auf die TLR4-positiven Zellen im Histogramm
(Abb. 15 B) gegated. Abb. 15 C zeigt ein Histogramm derselben Farbung mit einer sehr
geringen Zahl an CD45-positiven Zellen. In 3 unabhéngigen Experimenten ergab sich, dass
5.1 £ 1.4 % der Herzzellen TLR4-positiv waren, davon 0.3 + 0 % CD45/TLR4-positiv.
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Abbildung 15: Anti-CD45 FITC/ anti-TLR4 PE Doppelfarbung von SHR Herzgewebe nach
FACS-Analyse

(A) Die blaue Population ist TLR4-positiv und wurde auf die TLR4-positiven Zellen im
Histogramm gegated (B).

(C) Das Histogramm derselben Farbung zeigt eine sehr geringe Menge von CD45-positiven
Zellen. Als Anteil der TLR4-exprimierenden Zellen im Herzen ergab sich in drei
unterschiedlichen Messungen ein Wert von 5.1 + 1.4 %. 0.3 £ 0% waren zusatzlich CD45-
positiv.
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4.2 TLR4 und GeféaRkontraktilitdt von Widerstandsgefalien

4.2.1 Uberblick

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit dem Einfluss des TLR4 auf die Kontraktilitdt von
WiderstandsgefaRen, d.h. der Verbindung zwischen angeborenem Immunsystem und
Mikrozirkulation bzw. der Funktion glatter Muskelzellen und somit auch dem Blutdruck. Auf
Basis der Hypothese, dass der TLR4™ vor der Entwicklung einer Hypertonie geschiitzt ist,
wurde zunachst der Blutdruckverlauf im L-NAME Modell untersucht. Unter L-NAME stieg der
mittlere arterielle Blutdruck im WT erwartungsgemafR an, wohingegen er im TLR4™ stabil
blieb. Der basale Blutdruck in unbehandelten WT und TLR4" sowie die Kontraktilitat auf
Noradrenalin und Calcium zeigten hier keinen Unterschied. Unter L-NAME hingegen
kontrahierten die WiderstandgefaRe von TLR4™ signifikant schwécher auf Noradrenalin und
Calcium. Im Angiotensin lI-Modell stiegt der Blutdruck in WT und TLR4" gleichermafRen an
und im Bezug auf die Gefal3kontraktion war kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
zu sehen. Histologisch zeigte sich am Herzen eine leichte Zunahme der perivaskularen
Inflammation unter L-NAME, allerdings war hierbei kein Quantitatsunterschied beziglich der
entziindlichen Infiltration zwischen WT wund TLR4”" zu erkennen. Das mRNA
Expressionsmuster der NADPH-Oxidasen Nox1 bis Nox4 in glatten Muskelzellen von
unbehandelten WT-Mausen zeigte insbesondere eine Expression von Nox4 und damit die
Befahigung der VSMC, oxidativen Stress zu erzeugen. Dies ging aufllerdem mit einer
niedrigeren basalen NADPH-Oxidase-Aktivitit des TLR4" im Vergleich zum WT einher.
Oxidativer ~ Stress kann unter anderem zur Oxidation und damit einem
Aktivitatsverlust der l6slichen Guanylatcyclase (sGC) fuhren, die fiir die beobachteten Effekte
bezlglich der GefaRBkontraktion und Blutdruckentwicklung verantwortlich sein kénnte. Eine
unterschiedliche mRNA Expression der sGC-Untereinheiten sGC-a und sGC-f konnte
mittels RT-PCR ausgeschlossen werden. Mit Hilfe eines cGMP-Immunoassays wurde darauf
die cGMP-Produktion in SNP-stimulierten Aorten untersucht. Dabei zeigte sich basal eine
hthere sGC-Aktivitat des TLR4" im Vergleich zum WT. Eine hohere sGC-Aktivitat im TLR4™
war auf3erdem unter L-NAME zu sehen. Ein unterschiedlicher cGMP-Katabolismus durch die
PDE5 in WT und TLR4"-Gef4aRen lag nicht vor. Um die Bedeutung von oxidativem Stress
und eine mogliche Beteiligung der sGC am unterschiedlichen Kontraktionsverhalten von WT
und TLR4™ abschlieRend zu klaren, wurden MesenterialgefaRe von unbehandelten Tieren im
Myographen mit dem Peroxidbildner Menadion inkubiert. Dabei stieg die Kontraktilitéat im WT
signifikant an, im TLR4" hingegen blieb sie konstant. Im Bezug auf die hamodynamischen
Parameter zeigte sich, dass der TLR4™ ein erniedrigtes Herzgewicht/Kérpergewicht, kleinere
Kardiomyozyten, mehr Kapillaren im Herzen und eine Kkleineres Verhdltnis von

Wanddicke/Lumen der Widerstandsgefalie im Vergleich zum WT hatte.
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4.2.2 Blutdruck und GefalBkontraktilitat

Um zunéchst eine pathophysiologische Relevanz beim Kontraktionsverhalten der TLR4™
Widerstandsgefalle zu zeigen, wurde das L-NAME Modell gewahlt. L-NAME blockiert die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) und wirkt proinflammatorisch (134). Wahrend sich der
mittlere Blutdruck in den unbehandelten Tieren nicht unterschied (gemittelter Wert; WT:
102.6+3.0 mmHg, TLR4™ :98.9+3.1 mmHg; nicht signifikant), stieg er unter L-NAME-Gabe im
WT kontinuierlich an, hingegen war beim TLR4™ bis auf eine Spitze am ersten Tag der
L-NAME-Gabe kein Blutdruckanstieg zu sehen (Abb. 16 A; Endblutdruck (gemittelt Gber die
letzten 3 Behandlungstage) WT vs. TLR4" : 114.7+0.8 mmHg vs. 102.3+1.5 mmHg; p<0.05).
Die Herzfrequenz zeigte eine &hnliche Tendenz, blieb aber tber den Behandlungszeitraum
stabil. Der Unterschied zwischen WT und TLR4™" war nicht signifikant (Abb. 16 B).

Sowohl die Noradrenalin-induzierte als auch die Calcium-induzierte Kontraktilitat war in
unbehandelten WT und TLR4" GefaRen identisch (Abb. 17 A und 17 B; Noradrenalin:
Endkontraktion WT vs. TLR4™: 15.1+0.6 mN/mm vs. 14.8+0.7 mN/mm; Calcium:
Endkontraktion WT vs. TLR4": 15.8+0.6 mN/mm vs. 14.8+0.7 mN/mm). Ebenso zeigte sich
bei der endothelabhangigen Dilatation auf Acetylcholin in unbehandelten Tieren in beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied (Abb. 17 C; maximale Dilatation WT: 52.6+3.9%,
TLR4™: 44.4+3.8%). Nach zweiwdchiger L-NAME Behandlung hingegen reagierten die
GefaRe des TLR4" im Vergleich zum WT signifikant schwéacher sowohl auf Noradrenalin als
auch auf Calcium (Abb. 18 A und 18 B; Noradrenalin: Endkontraktion WT vs. TLR4™:
22.5+1.3 mN/mm vs. 16.1+1.2 mN/mm; Calcium: Endkontraktion WT vs. TLR4™: 26.6+1.3
mN/mm vs. 20.9+1.2 mN/mm). Im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe war die
Kontraktion im WT besonders erhdht. Die Dilatation auf Acetylcholin war im Gegensatz zu
den unbehandelten Tieren herabgesetzt, jedoch auch unter L-NAME in WT und TLR4"
annahernd gleich (Abb. 18 C; maximale Dilatation WT: 37.7+8.1%, TLR4™: 37.1+7.3%).
Hiermit lieB sich ein Kontraktilitats- und Blutdruckunterschied allein durch die
Pathophysiologie, die sich durch eine L-NAME-Gabe, d.h. durch die Hemmung der eNOS
ergibt, ausschlieBen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Blutdruckunterschied,
der sich unter L-NAME-Behandlung zwischen WT und TLR4” zeigt, durch eine

unterschiedliche Kontraktilitat der Widerstandsgefal3e vermittelt sein konnte.

Dass der Blutdruck- und Kontraktilitatsunterschied zwischen WT und TLR4™ tatséchlich
L-NAME-spezifisch ist, erklarten die Daten der mit Angiotensin Il - behandelten Tiere. Unter
Angiotensin Il — Infusion stieg der Blutdruck in WT und TLR4" gleichermaRen an (Abb. 19 A).
Daruber hinaus waren auch die Noradrenalin- und Calcium-abhéngige Kontraktion im

Vergleich zu den unbehandelten Tieren in beiden Gruppen erhoht, jedoch nicht
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unterschiedlich (Abb. 19 B und 19 C; Noradrenalin: Endkontraktion WT vs. TLR4™: 19.2+1.5
mN/mm vs. 18.7+1.4 mN/mm; Calcium: Endkontraktion WT vs. TLR4": 21.7+1.9 mN/mm vs.
21.3+1.6 mN/mm).

L-NAME L-NAME
600 -

v
v

120 ~

550 A
110

T . = 500 4
£ E
E 100 1 450
a =
<Et T 400 4
90 4
w-wT 350 4 WT
~~TLR4-/- —~TLR4-/-
80 L] T T L] T T L] L] T L] T T T L] T L] L] 1 300 T L] T T L] T T L] T T L] T T L] T T L] 1
-3 0 7 14 -3 0 7 14
Tage Tage

Abbildung 16: Entwicklung von Blutdruck und Herzfrequenz in WT und TLR4" unter
L-NAME-Behandlung

Im basalen mittleren Blutdruck (MAP) vor Beginn der L-NAME-Behandlung (50 mg/kg/Tag)
unterschieden sich WT und TLR4™ nicht. Unter L-NAME stieg der MAP im WT um ca. 12
mmHg an, im TLR4” blieb er konstant (A). Die Herzfrequenz blieb tber den

Behandlungszeitraum konstant (B) (n=7). *p<0.05



Ergebnisse

63

A

20 1

Konstriktion [mN/mm)]

@)

Dilatation [% von NE max.]

15 4

10 4

—-—WT
——TLR4--

10® 2*10% 3*10° 5*10°% 10°

Noradrenalin [M]

Ach [M]
10°  3*10° 10%  3*10*  10°

w

Konstriktion [mN/mm]

20 1

/\
Ny

“ 5
W5 N "W
\'\; \’\/ \’» \'\ \\. \'\ \'\.
NV g2 2 W S

C32+EK4/K+EK4 [mM]

Abbildung 17: Noradrenalin- und Calcium- induzierte Kontraktilitat sowie Acetylcholin-

abhéangige Dilatation in unbehandelten WT und TLR4™

Die Noradrenalin-induzierte Kontraktilitat (A) und die Calcium-induzierte Kontraktilitat (B) der

MesenterialgefaRe war in

unbehandelten

und TLR4™

endothelabhéngige Dilatation auf Acetylcholin (C) (n=10).

gleich, ebenso die
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Abbildung 18: Noradrenalin- und Calcium-abhangige Kontraktion in L-NAME-behandelten
WT und TLR4™ sowie Dilatation auf Acetylcholin

Nach L-NAME-Gabe zeigte sich ein Kontrakitilitatsunterschied zwischen WT und TLR4"
sowohl auf Noradrenalin (A) als auch auf Calcium (B). Die Acetylcholin-abhangige Dilatation
der WiderstandsgefaRe war in WT und TLR4” in unbehandelten Tieren und auch unter
L-NAME identisch (C) (n=10). *p<0.05
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Abbildung 19: Blutdruck und GefaRkontraktilitat unter Angiotensin Il in WT und TLR4™

Nach Angiotensin Il-Infusion zeigte sich kein Blutdruckunterschied zwischen WT und TLR4™".
Darstellung im Vergleich zur unbehandelten Gruppe (A). Auch die Noradrenalin- und

Calcium-induzierte Kontraktion war in beiden Gruppen gleich (B und C) (n=10).
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4.2.3 L-NAME=induzierte perivaskulare Inflammation

Hamatoxylin-Eosin gefarbte Herzschnitte von unbehandelten und L-NAME behandelten WT
und TLR4" zeigten eine verstarkte perivaskuldre Inflammation nach 2-woéchiger L-NAME-
Gabe in beiden Gruppen. Dabei ergab sich allerdings kein Unterschied im entziindlichen
Infiltrat zwischen WT und TLR4" (Abb. 20). Deshalb wurde angenommen, dass der
beobachtete Blutdruck- und Kontraktilitatsunterschied im TLR4-Signalweg der glatten
Muskelzellen begriindet sein kdnnte.

unbehandelt |

L-NAME

Abbildung 20: Perivaskulére Inflammation im Herzen von WT und TLR4"

Die HE-gefarbten Herzschnitte zeigen das entzindliche Infiltrat in unbehandelten und
L-NAME behandelten WT und TLR4™.

4.2.4 TLR4 und oxidativer Stress in glatten Muskelzellen

Um einen Zusammenhang zwischen dem Verhalten des TLR4” und oxidativem Stress
herzustellen, wurde in unstimulierten glatten Muskelzellen von WT und TLR4™" eine
Bestimmung der Superoxid-Anionen-Konzentration durchgefihrt. Dabei ergab sich eine
signifikant geringere basale ROS-Produktion im TLR4™ (Abb. 21 A). Zudem wurde in glatten
Muskelzellen geprift, ob ein Expressionsmuster flr oxidativen Stress vorhanden ist. Dafur
wurde die mRNA Expression der NADPH - Oxidasen Nox1 bis Nox4 in glatten Muskelzellen
des WT ermittelt. Nox1 wurde nicht nachweisbar exprimiert, am starksten war die Expression
von Nox4 (Abb. 21 B).
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Abbildung 21: Oxidativer Stress in WT und TLR4™

(A) Bestimmung der Superoxid-Anionen Konzentration in unstimulierten glatten Muskelzellen
von WT und TLR4”. Dargestellt ist die basale ROS Reaktivitdt, die nach 60 min
aufgezeichnet wurde (RLU, relative light units) (n=4).

(B) mRNA Expression der NADPH-Oxidasen Nox1 — Nox4 in glatten Muskelzellen von WT
(reprasentativ fir drei unabhéngige Versuche) *p<0.05

4.2.5 TLR4 und Aktivitat der sGC

Da einerseits die Kontraktilitat der TLR4" GefaRe in den L-NAME behandelten Tieren im
Vergleich zum WT erniedrigt war und sich andererseits oxidativer Stress auch auf die
Funktion der sGC auswirken kann, wurde in einem cGMP Immunoassay die sGC-Aktivitat in
Aorten von WT und TLR4™ untersucht. Dieser Versuch wurde zunachst in unbehandelten
WT und TLR4™ durchgefiihrt. Die basale cGMP-Produktion war im TLR4” ca. um das 1.5-
fache im Vergleich zum WT erhéht (Abb. 22 A). Eine erhéhte sGC-Aktivitat des TLR4™ im
Vergleich zum WT war auch in den L-NAME-behandelten Tieren zu sehen (Abb. 22 B). Weil
ein hoherer cGMP Spiegel nach NO-Stimulation auch indirekt durch einen verminderten
cGMP-Abbau, insbesondere durch die PDES5, bedingt sein kénnte, wurde ebenfalls auf einen
unterschiedlichen cGMP-Katabolismus gepruft. Dies wurde mit Hilfe einer Dosis-Wirkungs-
Kurve mit dem PDE-Inhibitor IBMX an maximal Calcium-vorkontrahierten GefalRen (3 mM
Ca?) durchgefilhrt. WT und TLR4" GefaRe dilatierten gleich gut auf IBMX (Abb. 22 C).
Damit lieR sich ein unterschiedlicher cGMP-Abbau in WT und TLR4™ ausschlieRen.
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Abbildung 22: sGC-Aktivitat im WT und TLR4™

Bestimmung der sGC-Aktivitat tber die cGMP-Produktion von Aorten nach SNP-Stimulation
und Ausschluss eines unterschiedlichen cGMP Katabolismus in WT und TLR4™.

(A) In unbehandelten TLR4™ wurde nach SNP-Inkubation mehr cGMP gebildet als in den WT
(n=4).

(B) Auch nach 14-tagiger L-NAME-Gabe war die sGC Aktivitat im TLR4™ im Vergleich zur
Kontrolle erhdht (n=4).

(C) Die Dilatation vorkontrahierter GefaRRe (3 mM Ca?*) auf den PDE-Inhibitor IBMX zeigte
einen gleichen Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurven fir WT und TLR4” (n=5). *0<0.05
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4.2.6 Einfluss von oxidativem Stress auf die Kontraktilitéat von Widerstandsgefal3en

im Wildtyp und TLR4™

Dass das Einwirken von oxidativem Stress tatsachlich einen Einfluss auf die Aktivitat der
sGC und damit auch auf die Kontraktilitat der WiderstandsgefaRe in WT und TLR4" haben

kénnte, zeigten Myograph-Experimente mit dem Peroxidbildner Menadion. Dabei wurde die

Calcium-abhangige Kontraktilitat vor und nach Inkubation mit Menadion (10 pM, 20 min)

untersucht. Bei den WT GefaRen nahm die GefaRR3kontraktilitdit nach Stimulation signifikant

zu, wohingegen im TLR4™ keine Anderung im Kontraktionsverhalten beobachtet wurde (Abb.

23).
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Abbildung 23: Calcium-induzierte Kontraktilitat im WT und TLR4" vor und nach Inkubation

mit Menadion

(A) Nach Inkubation der WiderstandsgefaRe mit Menadion (10 puM, 20 min) in vitro zeigte

sich im WT eine signifikante Steigerung der Kontraktilitat.
(B) Im TLR4™ blieb die GefaRkontraktilitat konstant (n=10).
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4.2.7 Hamodynamische Parameter

In der unbehandelten Gruppe zeigten die TLR4" Tiere ein signifikant niedrigeres
Herzgewicht/Kérpergewicht im Vergleich zum WT (WT: 5.1 + 0.4 g/kg, TLR4": 4.3 + 0.6 g/kg’
p<0.05). Dies resultierte aus einer geringeren Gréf3e der Kardiomyozyten (WT: 8884 +
1385.2 Einheiten, TLR4™: 7297.1 + 1277.4 Einheiten; p<0.05). Zudem war die Kapillardichte
im Herzen der TLR4™ Tiere erhoht (WT: 27.3 + 2.2, TLR4™: 39.5 + 7.1; p<0.05), was zu
einem groReren Wert fir das Verhaltnis von Kapillaren/Kardiomyozyt fuhrte (WT: 2.5 + 0.4,
TLR4": 3.0 + 0.6; p<0.05). Die MesenterialgefaBe des TLR4™ hatten ein signifikant
niedrigeres Wand/Lumen-Verhéltnis im Vergleich zum WT (WT: 0.136 + 0.044, TLR4™:
0.067 + 0.031; p<0.05) (Tabelle 8).

Auch nach L-NAME-Behandlung war das Herzgewicht/Kérpergewicht der TLR4™ niedriger
als in den Kontrollen (WT: 4.6 + 0.21 g/kg, TLR4":4.1 + 0.31 g/kg; p<0.05), ebenso das
Wand/Lumen-Verhaltnis (WT: 0.36 + 0.09, TLR4": 0.22 + 0.05; p<0.05). Nach Angiotensin II-
Behandlung unterschied sich hingegen nur das Herzgewicht/Kérpergewicht, nicht jedoch das
Verhéltnis von Wand-/Innendurchmesser (HW/BW, WT: 6.3 + 0.72 g/kg, TLR4": 5.2 + 0.56
g/kg; p<0.05; Wand/Lumen, WT: 0.26 + 0.04, TLR4" : 0.24 +0.08; nicht signifikant).

Herz Mesenterialgefalle
(n=10) (n=5)
HW/BW KardiomyozytengréRe Kapillaren Kapillaren/ Wand-/
[g/kg] [Einheiten] [pro Bild] Kardiomyozyt Innendurchmesser
WT 51+04 8884 + 1385.2 27322 25+04 0.136 + 0.044
TLR4™ 4.3 £0.6* 7297.1 £1277.4* 395+7.1*% 3.0+ 0.6* 0.067 = 0.031*

Tabelle 8: Histologische Auswertung des Herzens und der Mesenterialgefal3e in
unbehandelten WT und TLR4"

Das kleinere Herzgewicht im TLR4™ ergab sich aus einer kleineren KardiomyozytengrofRe.
Die Kapillardichte war im TLR4" erhoht, dies filhrte zu einer gréRBeren Anzahl der einen
Kardiomyozyten versorgenden Gefaf3e. Das Verhéltnis von Wanddicke/Innendurchmesser

war im TLR4™ erniedrigt. HW/BW (Herzgewicht/Kérpergewicht); angegeben ist + SD.
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5. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen zunachst, dass manifester Bluthochdruck
mit einer erhdhten TLR4-Expression in hypertrophen Kardiomyozyten einhergeht. Eine
Analyse des Zeitverlaufes der TLR4-Expression zeigte auf3erdem, dass die Hochregulierung
des Rezeptors bereits mit dem Beginn eines pathologischen Hochdrucks auftritt. Darlber
hinaus weisen die Daten der in vitro Stimulation von Herzzellen mit dem endogenen TLR4-
Liganden Heparansulfat auch auf eine erhohte TLR4-Aktivitat bei Hypertonie hin.
Uberraschenderweise ging die Senkung des Blutdrucks mit der therapeutischen Dosis eines
ACE-Hemmers nicht mit einem Ruckgang der kardialen TLR4-Expression einher. Dieser
Effekt liel3 sich erst bei einer vielfach hoheren Dosis beobachten.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde im weiteren Verlauf der Arbeit die Rolle des
TLR4 bei der Kontraktionsregulation von Widerstandsgefa3en und der Entstehung von
Bluthochdruck untersucht. Dabei lieR sich beobachten, dass TLR4™ Tiere vor der
Entwicklung eines L-NAME-induzierten Hochdrucks geschitzt sind und dass dieser Effekt
moglicherweise auf einer erniedrigten Kontraktilitat der Gefal3e beruht. AuRerdem konnte
hier eine Beteiligung der sGC, einem Schliisselenzym bei der Modulation des kontraktilen
Apparates in glatten Muskelzellen, und ein Zusammenhang zwischen TLR4 und oxidativem
Stress nachgewiesen werden. SchlieBlich gingen die Eigenschaften des TLR4" bezuglich
der Gefalkontraktilitat sowie der Hochdruckentwicklung auch mit vorteilhaften

hamodynamischen Charakteristika einher.

Literaturdaten belegen, dass insbesondere TLR4 als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems mit kardiovaskuldren Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden
kann. Der Rezeptor wird nach einem Myokardinfarkt in Mausen verstarkt exprimiert (36) und
tragt Uber die Produktion inflammatorischer Zytokine und Uber Matrixdegradation zur
Entstehung einer Herzhypertrophie bei (135). Es konnte auch gezeigt werden, dass ein
eingeschrankt funktionsfahiges TLR4-Gen beim Menschen ein geringeres Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen nach sich zieht (52, 53). Die Entstehung von Bluthochdruck
wird Uberdies mit entziindlichen Prozessen in Zusammenhang gebracht (102, 103, 136) und
TLR4-Knockout Tiere weisen weniger Schaden in experimentellen Ischdmie/Reperfusions-
Modellen an Niere und Herz auf als Kontrolltiere (36, 137, 138).

Essentiell fur die Blutdruckregulation ist die Kontraktion und Relaxation glatter Muskelzellen
in den Widerstandsgefalen. So zieht hier eine verdnderte Funktion, d.h. eine gesteigerte
Kontraktilitdt bzw. eine verminderte Relaxationsfahigkeit, hypertensive Komplikationen wie

Herzinfarkt, Schlaganfall und Nierenversagen nach sich (11). Die Kontraktion glatter
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Muskelzellen wird durch den kontraktilen Apparat um die Myosin-Leichtkette (MLC-20)
gesteuert, deren Phosphorylierungsgrad tber die MLCP und die MLCK reguliert wird. Die
Aktivitdt der MLCP kann hierbei durch kleine GTPasen wie RhoA herabgesetzt werden, was
zu einer Gefal3kontraktion fuhrt (64). Auf der anderen Seite kann Stickstoffmonoxid (NO),
welches z.B. in den Endothelzellen gebildet wird, tber die l6sliche Guanylatcyclase (sGC)
und die Bildung des sekundéaren Botenstoffes cGMP zu einer MLCP-Aktivierung und damit
zu einer Gefalrelaxation fihren (68, 139).

Ziel der Arbeit war es, die TLR4 Expression und Aktivitat und damit die Bedeutung des
angeborenen Immunsystems bei der Entstehung von Bluthochdruck zu untersuchen und
eine Verbindung von TLR4 und Mikrozirkulation, d.h. der Funktion glatter Muskelzellen und
der Kontraktilitat von Widerstandsgefalien, zu zeigen.

5.1 Expression und Aktivitat von TLR4 bei Bluthochdruck

Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass die TLR4-Expression im Herzen von
erwachsenen SHR sowie im L-NAME Modell bei WKY, d.h. bei manifestem Bluthochdruck,
im Vergleich zu normotensiven WKY erhoht war. TLR4 war dabei in beiden
Hochdruckmodellen v.a. in den Kardiomyozyten lokalisiert und nur zu einem geringeren
Anteil in den infiltrierenden Zellen. Die Farbung der hypertrophen Kardiomyozyten war
uneinheitlich Gber den Gewebequerschnitt verteilt, innerhalb des Zytoplasmas jedoch
homogen und intensiv ausgepragt. Die Befdhigung von Kardiomyozyten TLR4-positiv zu
werden, wurde zuerst von Frantz et al. am Beispiel des Myokardinfarktes in der Maus
beschrieben (36). Er beobachtete hier ebenfalls eine diffuse TLR4-Farbung von
Kardiomyozyten, die zum Teil entfernt vom Infarktgebiet auftrat. Auch in Herzschnitten von
Patienten mit fortgeschrittener Kardiomyopathie konnte er eine intensive TLR4-Expression
von Kardiomyozyten zeigen. Die erhdhte TLR4-Expression in den geschadigten Herzen war
hier an eine deutliche Hypertrophie der Kardiomyozyten gekoppelt. Dies bedeutet, dass eine
pathologische VergréRerung der Herzmuskelzellen mit einer TLR4-Hochregulierung
einhergehen kdnnte. Zudem wurde eine proinflammatorische Wirkungsweise von TLR4 fir
glatte Muskelzellen in atherosklerotischen Koronararterien beschrieben (140). Es existierten

jedoch bisher keine Daten zur Entwicklung der TLR4 - Expression bei Bluthochdruck.

Die durchgefuhrten Western Blots zeigten einen klaren Zeitverlauf der TLR4-
Proteinexpression im Herzen bei der Entwicklung einer Hypertonie. Wahrend in jungen,

prehypertensiven Ratten kein Unterschied zwischen WKY und SHR gesehen wurde, war die
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TLR4-Expression in acht Wochen alten SHR bereits starker ausgepragt als in den
Kontrolltieren und blieb in Ubereinstimmung mit den immunhistochemischen Daten auch bei
manifestem Hochdruck bestehen. SHR entwickeln zwischen der funften und achten
Lebenswoche einen spontanen Hochdruck (141). Im L-NAME Modell erfolgte die
Hochdruckinduktion Uber einen Zeitraum von zwei Wochen. Aufféllig ist also, dass offenbar
nur eine kurze Phase von zwei bis drei Wochen mit erhéhtem Blutdruck notwendig war, um

zu einer TLR4-Uberexpression zu fuhren.

Schon in einem sehr friihen Stadium der Hochdruckentwicklung werden inflammatorische
Prozesse in Gang gesetzt. Dabei spielen eine verstarkte NF-kB-Aktivierung und vermehrter
oxidativer Stress eine wichtige Rolle. So sind adoleszente SHR bereits anfallig fir oxidativen
Stress, wahrend prehypertensive Tiere noch kaum reaktive Sauerstoffradikale (ROS) bilden
(86). Die Aktivitat der Glutathionperoxidase (GPx), welche vor oxidativem Stress schiitzt, ist
beispielsweise ab der achten Lebenswoche in den Nieren von SHR verringert (87). Auch
eine signifikante  Herzhypertrophie, die mit einer Aktivierung des kardialen
Endothelinsystems einhergeht, wird erstmals in dieser Zeitspanne sichtbar (142). Die
erhdhte kardiale TLR4-Expression scheint genau in diesen Zeitraum zu fallen. Dabei wurde
jedoch auf mRNA Ebene kein Zusammenhang zu den inflammatorischen Markern TNF-a,
IL-6 und MCP-1 in vivo gefunden; diese wurden in WKY und SHR gleich stark exprimiert.
Ebenso zeigte sich in SHR keine messbare Zunahme von TNF-a auf Proteinebene im
Herzgewebe mit zunehmendem Alter. Dies steht im Kontrast zu den Ergebnissen der in vitro
Stimulation von SHR Herzzellen mit Heparansulfat. Durch die unterschwellige, chronische
Entziindung bei Bluthochdruck werden Zellen und Gewebe geschadigt und dadurch
Substanzen freigesetzt, die als endogene TLR4-Liganden zadhlen (28, 143). Dazu gehort
neben den Hitzeschockproteinen HSP60 und HSP70 (29), Fibronectin (32), Hyaluronsaure
(144), Fibrinogen und HMGB1 (high-mobility-group box 1) (145) auch Heparansulfat, mit
welchem die Zellen von acht Wochen alten WKY und SHR inkubiert wurden um einen
ausgepragten Gewebeschaden zu simulieren (30). Die proinflammatorische Antwort im
Hinblick auf die mRNA-Expression von TNF-a und IL-6 war in den SHR signifikant starker als
in den WKY. Dies deutet darauf hin, dass TLR4 in den SHR eine starkere
Entziindungsreaktion ausldsen kann, wenn beispielsweise nach einer langeren Phase mit
erhéhtem Blutdruck auch ein Gewebeschaden ausgeltst und endogene TLR4-Liganden
freigesetzt werden. Es ist ein sich standig selbst verstarkender Prozess vorstellbar, bei dem
fortgeschrittener Hochdruck zu Gewebeschaden, zu einem hoheren Spiegel an
zirkulierenden TLR-Liganden und somit zu einer Verstarkung der Symptome, Entziindung
und zu massiven Schéden am Herzen fuhrt. Den Zusammenhang zwischen TLR4,

oxidativem Stress und DAMPs als endogene TLR4-Liganden belegen auch Daten von Tsung
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et al. Diese zeigen, dass der TLR4-Signalweg in einem Ischamie/Reperfusions-Modell fur die
Produktion von ROS und die Freisetzung von HMGBL1 als TLR4-Ligand erforderlich ist (145).

Zwischen SHR und WKY gab es weder in vitro noch in vivo einen Unterschied in der MCP-1
Expression. MCP-1 veranlasst Monozyten dazu, die Blutbahn zu verlassen, in Gewebe
einzudringen und sich zu Makrophagen zu differenzieren. Die gleich starke Expression von
MCP-1 in WKY und SHR unterstitzt die These, dass es tatsachlich die Kardiomyozyten und
nicht die Immunzellen sind, die im Herzen TLR4 exprimieren und zur Ausbildung von
Bluthochdruck beitragen. Untermauert wurde dieser Befund durch die Tatsache, dass die
Milz im Western Blot keine erhdhte TLR4-Dichte in 16 Wochen alten SHR zeigte. Zudem
ergab sich durch FACS-Analyse, dass nur ein Bruchteil der TLR4-positiven Zellen im Herzen
gleichzeitig den Leukozytenmarker CD45 trug. Dass sich in vitro mit Heparansulfat eine
ausgepragte Entziindungsreaktion in Herzzellen von SHR auslésen liel3, in vivo aber keine
verstarkte Entziindung (TNF-a, IL-6) beobachtet werden konnte, fuhrt zu der Annahme, dass
nur hohe Dosen eines TLR4-Liganden die inflammatorische Antwort nach sich ziehen. Bei
der Entwicklung von Bluthochdruck in SHR bis zum Alter von 16 Wochen liegt vermutlich
eine unterschwellige, sich chronifizierende Entziindungsreaktion mit einem normalen

Zytokin-Expressionsmuster im Herzen vor.

Dass Hypertonie mit inflammatorischen Prozessen in Verbindung gebracht wird, die auf
lange Sicht zu Endorganschaden wie Herzhypertrophie und Herzversagen beitragen, ist
ausreichend belegt. Heyen et al. konnten zeigen, dass SHHF (Spontaneously hypertensive
heart failure-prone rats) als Modell fur die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz, mit
steigendem Blutdruck einen zunehmenden Verlust der Herzfunktion aufwiesen. Dieser
charakterisierte sich durch ein herabgesetztes Ejektionsvolumen und eine Zunahme der
linksventrikularen Masse. Diese funktionellen und strukturellen Veréanderungen waren mit
erhdhten Spiegeln an zirkulierenden inflammatorischen Markern wie TNF-a und IL-6
verbunden (146). Auch Bergman et al. beobachteten einen Zusammenhang zwischen der
TNF-a Sekretion im Herzen und dem pathologisch erhéhten Bluthochdruck in sechs Monate
alten hypertensiven Ratten (147). Diese Zusammenhange finden ihre therapeutische
Konsequenz im Einsatz antihypertensiver und gleichzeitig antiinflammatorischer Substanzen
wie z.B. Blockern des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) (110, 148). Es stellte sich demnach
die Frage, ob der Einsatz eines ACE-Hemmers die durch den Hochdruck verstarkte TLR4-
Expression im Herzen rickgangig machen kann. Trotz einer signifikanten Blutdrucksenkung
auf Kontrollniveau mit der therapeutischen Dosis von 1 mg/kg/Tag Ramipril ergab sich im
L-NAME Modell keine Veranderung im TLR4- Expressionsmuster. Dies steht im Kontrast zu

den in vitro Studien von Lv et al., bei welchen nach RAS-Blockade mit einer therapeutischen
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Dosis des AT;-Antagonisten Candesartan eine Reduktion der Angiotensin ll-induzierten
TLRA4-Expression in Mesangialzellen nachgewiesen wurde (149). Allerdings zeigten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass eine ultrahohe Dosis von 10 mg/kg/Tag Ramipril
sowohl im SHR- als auch im L-NAME-Modell zu einem Riickgang der TLR4-Expression auf
Protein- und mRNA-Ebene fiihrte. Demnach konnte es sich hier um einen Dosis-Effekt
handeln. Die Downregulation von TLR4 im Herzen kann dabei nicht allein auf der
Erniedrigung des Blutdrucks beruhen, da nur mit einer Dosis, die um ein Vielfaches Uber der
therapeutischen Konzentration lag, ein TLR4 Riickgang zu sehen war. Dies war zudem nicht
mit einer Abnahme von TNF-a und MCP-1 verbunden. Dosis-Effekte sind in der Literatur
mehrfach beschrieben. Ji et al. zeigten, dass der lipidsenkende Stoff Fenofibrat einen
direkten Einfluss auf die TLR4-Expression in Makrophagen hat und die Angiotensin II-
induzierte mMRNA- und Proteinexpression von TLR4 konzentrationsabhangig beeinflusst
(150). Burgess wies einen Vorteil von ultrahohen Candesartan-Dosen bei proteinurischen
Nierenerkrankungen nach (151). In diesem Zusammenhang ist ein direkter Effekt eines ACE-
Hemmers auf TLR4 denkbar. Eine Mdglichkeit dieses Wirkprinzip besser zu testen ware der
in vivo Einsatz von TLR4-Antikdrpern bzw. TLR4-Blockern. Einige Substanzen wie Eritoran
(E5564), und CRX-526 werden bei Sepsis und entziindlichen Darmerkrankungen getestet
und zeigen vielversprechende Ergebnisse (115, 152, 153). Allerdings ist die benétigte Menge
an Antikorper fur eine zweiwochige Behandlung von Ratten sehr hoch. Dieser Versuch war
deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchfihrbar. In Zukunft kénnte der
Einfluss von TLR4-Blockern auf den Blutdruck auch an hypertensiven Mausen getestet
werden, um so eine direkte Verbindung zwischen der Entstehung von Hypertonie und dem

angeborenen Immunsystem aufzuzeigen.

5.2 Mikrozirkulation und Einfluss von TLR4 auf die Kontraktilitat von
Widerstandsgefalien

Zahlreiche Studien beschreiben, dass kardiovaskulare Erkrankungen nicht nur mit chronisch
entziindlichen Prozessen einhergehen, sondern auch durch eine funktionell und strukturell
veranderte Mikrozirkulation charakterisiert werden (154, 155). Diese kennzeichnet sich durch
eine Zunahme der Wand/Lumen-Dicke und eine arterielle bzw. kapillare Rarifizierung (114).
Die Mikrozirkulation ist so bedeutend, da sich kardiovaskulare Erkrankungen — insbesondere
entziindliche Prozesse — als erstes hier manifestieren (114). Den hohen Stellenwert der
Mikrozirkulation beweist auch die Entwicklung zahlreicher neuer Methoden zur Bestimmung
der Struktur und Funktion von Mikrogefafien (156).
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Inflammationsmarker fir das Auftreten einer koronaren Herzkrankheit und eines
Myokardinfarktes, d.h. die Folgen einer pathologisch veranderten Mikrozirkulation, sind
beispielsweise das C-reaktive Protein (CRP), IL-6 und das Verhéltnis von Gesamtcholesterin
zu HDL (high density lipoprotein) -Cholesterin (157). So leitet Hypercholesterindmie eine
inflammatorische Antwort in den kleinen BlutgefaRen ein, die durch Endothelaktivierung
sowie Leukozyten- und Plattchenadh&sion charakterisiert ist (158, 159). Dadurch kann es
zum Verstopfen des kapillaren Netzwerkes und zu einer herabgesetzten Perfusion der
Kapillaren kommen (160). Wichtig im Zusammenhang mit der Mikrozirkulation und dem
angeborenen Immunsystem ist auch ein erhdhter Plasmaspiegel von MRP-8/14 (Myeloid
related protein 8/14), einem Protein, das Entziindungsprozesse zum Teil Uber die Aktivierung
von TLR4 steuert und mit dem Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse verknipft ist, indem es
Gefalentziindungen und vaskularen Schaden reguliert (161). Wong et al. zeigten
schlieBBlich, dass Uber pathologische Veradnderungen in der Mikrozirkulation der Retina
Vorhersagen Uber das Auftreten einer Hypertonie und von anderen vaskuléaren Ereignissen

wie Schlaganfall getroffen werden kénnen (162).

Eine Veranderung bzw. Verschlechterung der GefaRreaktivitat ergibt sich allgemein durch
Einschrankungen in der Endothelzellfunktion, eine herabgesetzte Verflgbarkeit von
Stickstoffmonoxid sowie durch einen erhdhten Grad an oxidativem Stress und einem
proinflammatorischen Status in den Gefalen (79). Dies wiederum kann eine verstarkte
Kontraktilitdt bedingen. Pathologische Veranderungen in der Mikrozirkulation kénnen sowohl
Ursache als auch Folge eines Hochdrucks sein. So gibt es mehrere Publikationen, die eine
Abnahme des Durchmessers von Arteriolen bei Hochdruck beschreiben, etwa Struijker-
Boudier et al. (163). Andererseits wird eine veranderte Mikrozirkulation auch bei Krankheiten
wie Sklerodermie und hypertropher Kardiomyopathie beschrieben, die nicht mit einem
Anstieg des arteriellen Blutdrucks einhergehen. Beispielsweise ist bei prehypertensiven SHR
im Alter von vier Wochen bereits das Media/Lumen-Verhéltnis in den Mesenterialgefal3en
erhoht (164). Es ist also ein Circulus vitiosus vorstellbar, bei welchem Verénderungen in der
Mikrozirkulation zu Bluthochdruck beitragen und ihn weiter verstarken (114). In diesem
Zusammenhang kénnte dem TLR4 auf glatten Muskelzellen als Mediator von entziindlichen

und oxidativen Prozessen eine bedeutende Rolle zukommen.

Mit dem Ziel einen Zusammenhang zwischen TLR4, der Funktion glatter Muskelzellen und
der Entwicklung von Bluthochdruck in einem pathophysiologisch relevanten Modell
aufzuzeigen, wurden zunéchst der Blutdruck und die Gefal3kontraktilitat unter L-NAME-Gabe
in WT und TLR4” Tieren im Vergleich zu unbehandelten Tieren untersucht. In den
unbehandelten Tieren war der mittlere Blutdruck identisch, unter L-NAME-Gabe stieg er im

WT iiber zwei Wochen erwartungsgemaf kontinuierlich an (vgl. (106)), wahrend er im TLR4™
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stabil blieb. GefaRe von unbehandelten WT und TLR4” M&usen unterschieden sich zudem
weder in der Noradrenalin- bzw. Calcium-induzierten Kontraktilitat noch der Acetylcholin-
abhangigen Dilatation. Im L-NAME Modell hingegen war die Noradrenalin- und Calcium-
abhéngige Kontraktilitit des TLR4” im Vergleich zum WT signifikant niedriger. Die
Hypothese lautete hierauf, dass der beobachtete Kontraktilitditsunterschied durch eine
erniedrigte Aktivitat des kontraktilen Apparates in TLR4” Tieren hervorgerufen wird und
hierin der Schutz vor einer Hochdruckentwicklung begriindet sein kdnnte. Die identische
endothelabhangige Dilatation im WT und TLR4" deutete zudem darauf hin, dass die primare
Pathophysiologie, die durch L-NAME hervorgerufen wird - d.h. ein Kontraktilitdtsunterschied
zwischen WT und TLR4™ allein durch Hemmung der eNOS — nicht beteiligt war. Dieser muss
vielmehr in der Aktivitat des kontraktilen Apparates begriindet sein, zumal auch eine
Beteiligung von Makrophagen unwahrscheinlich schien. Histologisch zeigte sich am Herzen
zwar eine Zunahme der perivaskularen Inflammation unter L-NAME, allerdings war hierbei
kein Quantitatsunterschied beziiglich der Makrophagen zwischen WT und TLR4" zu
erkennen. Dies lieR vermuten, dass eine unterschiedliche Makrophagenmenge das
abweichende Kontraktionsverhalten von WT und TLR4” nicht erklaren kann. Demnach
kénnte es einen Bezug zum TLR4-Signalweg in glatten Muskelzellen geben, v.a. da bereits
im ersten Teil der Arbeit eine erhdhte TLR4-Expression in den Kardiomyozyten - d.h.
ebenfalls in kontraktilen Zellen - von SHR und L-NAME-behandelten WKY gezeigt wurde.
Dass die beobachteten Effekte moglicherweise L-NAME spezifisch sein kdnnten ergab sich
aus der Tatsache, dass sowohl der Blutdruck als auch die Noradrenalin- und Calcium-
abhangige Kontraktilitat unter Angiotensin Il im WT und TLR4" identisch waren. Der TLR4™

wies hier also keinen Schutz vor einer Hypertonieentwicklung auf.

Der kontraktile Apparat glatter Muskelzellen um die MLC wird Uber die MLCP gesteuert.
Dabei konnte eine Inaktivierung der TLR4 — Signalweiterleitung zu einer erhdhten MLCP-
Aktivitat durch Dephosphorylierung der regulatorischen Untereinheit MYPT1, d.h. zu einer
Dephosphorylierung der MLC-20 und damit zu einer verminderten Konstriktion von glatten
Muskelzellen fuhren (65). Die Aktivitdt der MLCP kann tber den NO/sGC/cGMP-Signalweg
verandert werden wobei NO seinen gefalBerweiternden Effekt tUber den sekundaren
Botenstoff cGMP vermittelt, welcher in glatten Muskelzellen von der I6slichen
Guanylatcyclase gebildet wird (165). Dartiber hinaus wird in der Literatur beschrieben, dass
chronisch unterschwellige Entziindungsprozesse zu einer erniedrigten NO-Produktion flihren
(166), was einen niedrigeren cGMP-Spiegel impliziert. In diesem Zusammenhang ist es
aul3erdem wichtig, dass die sGC-Aktivitdt und damit die cGMP-Produktion durch die

Oxidation der sGC vermindert werden kann (167). Durch oxidativen Stress kommt es dabei
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zur Blockade der eisenhaltigen Hadm-Gruppe an der sGC, wodurch diese nicht mehr durch
NO aktiviert werden kann und der NO/sGC/cGMP-Signalweg gestort wird (168).

Mit dem Ziel, eine Beteiligung der sGC an dem beobachteten Kontraktilitatsunterschied zu
demonstrieren, wurde zunachst in primaren glatten Muskelzellen von unbehandelten Tieren
die mRNA Expression der beiden sGC-Untereinheiten sGC-a und sGC-B bestimmt. Diese
war in den WT und TLR4” Tieren identisch. Da die sGC-Expression, d.h. die Menge des
Enzyms, in den beiden Stammen demnach nicht unterschiedlich war, wurde die sGC-
Aktivitdt in Aorten nach SNP-, bzw. NO-Stimulation, untersucht. Dabei ergab sich in
unbehandelten und L-NAME behandelten TLR4™ eine hohere sGC-Aktivitét als im WT. Dies
steht beispielsweise im Einklang mit Daten von Zhang et al., die eine erhdohte cGMP-
Konzentration in den Thrombozyten von TLR4”" Méusen beschreiben (72). Ein
unterschiedlicher cGMP-Katabolismus durch die PDE5 (169) konnte ausgeschlossen

werden.

Zum Nachweis eines mdglichen Zusammenhangs zwischen TLR4 und der Aktivitéat der sGC,
wurde schlieZlich untersucht, ob glatte Muskelzellen grundsatzlich befahigt sind, oxidativen
Stress zu erzeugen. Dariiber hinaus wurden die NADPH-Oxidase-Aktivitat des TLR4™ im
Vergleich zum WT sowie das Kontraktionsverhalten der Widerstandsgefal3e in WT und
TLR4" Méausen nach Erzeugung von oxidativem Stress mit Menadion analysiert.

Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) sind an der Zellkommunikation, Erregerabwehr und
Genexpression aber auch an pathologischen Prozessen beteiligt. Imai et al. beschreiben,
dass bei einer akuten Lungenentziindung die Entstehung von oxidativem Stress tber den
TLR4A-TRIF-TRAF6 Pfad eine Schlisselrolle spielt (95). Auch bei der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen ist oxidativer Stress beteiligt. Landmesser et al. wiesen nach,
dass sich bei Knockout-Mausen fiir p47°", einer Untereinheit der neutrophilen NADPH-
Oxidasen (Nox) durch die Gabe von Angiotensin Il weder ein Blutdruckanstieg noch eine
Zunahme von Sauerstoffradikalen im Gefal3system induzieren lie3. Desweiteren reagieren
Superoxide mit Stickstoffmonoxid und reduzieren so das NO-Level, was Auswirkungen auf
den Gefaitonus hat (170). Bisher wurde die ROS-Produktion als Folge der TLR-4
Aktivierung hauptséchlich fir Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten und
Makrophagen beschrieben (171), ist aber auch fur glatte Muskelzellen belegt. So wird die
TLRA4-Expression in VSMC durch die Nox-Aktivierung vermittelt (172). Die sechs Homologe
umfassende Familie der NADPH-Oxidasen ist dabei zu einem grof3en Teil fir die Bildung
von Superoxiden und reaktiven Sauerstoffradiaklen im GefaRsystem verantwortlich (173-

175). Ubereinstimmend mit den Literaturdaten (176-178) konnte in der vorliegenden Arbeit
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gezeigt werden, dass dabei in den glatten Muskelzellen von WT insbesondere Nox4

exprimiert wird.

Eine Methode oxidativen Stress in vitro zu erzeugen ist die Inkubation von Gewebe bzw.
Zellen mit dem Radikalbildner Menadion. Der oxidative Stress in Form von Peroxiden
entsteht dabei in verschiedenen subzelluldaren Kompartimenten, insbesondere in den
Mitochondrien (179). Wurden Mesenterialgefa3e im Myographexperiment mit Menadion
inkubiert, so stieg die Kontraktilitat im WT anschlie3end an, im TLR4" blieb sie konstant.
Dies impliziert, dass die Erzeugung von oxidativem Stress Einfluss auf die Gefal3kontraktilitat
nehmen kann. Unter der Einwirkung von oxidativem Stress konnte es somit zu einer
Beeintrachtigung der sGC und damit zu einer geringeren cGMP-Produktion kommen.
Oxidativer Stress konnte demnach Uber TLR4 die cGMP-Konzentration in VSMC
vermindern, dadurch die GefalRkontraktilitat erhohen und zu Bluthochdruck fuhren.

In diesem Zusammenhang ist eine Erklarung fir die geringere Gefafl3kontraktilitdét und den
Schutz vor der Entwicklung einer Hypertonie unter L-NAME beim TLR4" méglicherweise
darin begriindet, dass die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale basal erniedrigt ist, was
anhand der herabgesetzten NADPH-Oxidase-Aktivitét in glatten Muskelzellen von TLR4™ im
Vergleich zum WT gezeigt wurde. Das kdonnte dann wie beschrieben eine hdhere Aktivitat
der sGC nach sich ziehen. Unter der eNOS-Blockade durch L-NAME wiirde dies im TLR4™
zu einer aktiveren MLCP und damit zu einer weniger starken Gefal3kontraktion fuihren. Eine
reduzierte GefalRkontraktilitat wirkt dabei einem starken Blutdruckanstieg entgegen. Darlber
hinaus sind in unbehandelten Tieren kaum sogenannte DAMPs (damage-associated
molecular patterns), die als TLR4-Liganden fungieren, vorhanden, weshalb auch kein
Unterschied im Kontraktionsverhalten und bezlglich des Blutdruckes zu erwarten ware.
Unter dem stark proinflammatorischen Stimulus von L-NAME hingegen kommt es zu
oxidativem Stress, die Liganden werden durch Zell- und Gewebeschaden freigesetzt und
vermitteln ihre vasokonstriktiven Effekte Uber TLR4. Dass diese L-NAME spezifisch zu sein
scheinen, ergibt sich mdglicherweise aus der Wirkung des unspezifischen NOS-Inhibitors
insbesondere auf das angeborene Immunsystem. In der Literatur wird beispielsweise
beschrieben, dass neben Endothelzellen auch Makrophagen zur Synthese von NO (ber das
Enzym eNOS in der Lage sind (180). Alveolarmakrophagen koénnen dadurch in vivo
antientzindlich wirken (181). Bei der Angiotensin ll-induzierten Hypertonie hingegen ist
vorwiegend die adaptive Immunitat involviert. Marvar et al. konnten zeigen, dass T-
Lymphozyten wesentlich an der Entwicklung von Angiotensin ll-induziertem Blutdruck
beteiligt sind (182). Schiffrin beschreibt ebenfalls eine Schlisselrolle von T-Zellen bei
Angiotensin IlI-, DOCA-Salz- und Dahl-Salz-sensitivem-Hochdruck (54). Dass TLR4 jedoch

auch an der Entstehung anderer Hypertoniearten beteiligt sein kann, belegen Ergebnisse
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von Young et al. Sie konnten beobachten, dass der TLR4™ keinen Hypoxie-induzierten
Lungenhochdruck entwickelt, da die inflammatorische Antwort auf die Hypoxie in den
Lungengefalien erniedrigt ist (183).

Um festzustellen, ob die erniedrigte Kontraktilitait der WiderstandsgefaRe im TLR4™
physiologisch relevant ist, wurden zusatzlich hamodynamische Parameter der beiden
Mausstamme untersucht. Die MesenterialgefdRe unbehandelter und L-NAME-behandelter
TLR4" Mause wiesen ein kleineres Verhéltnis von Wanddicke/Innendurchmesser auf.
Dieses Verhdltnis bestimmt den GefalRBwiderstand (184) und wurde beziglich des
kardiovaskularen Risikos als vorteilhaft beschrieben (185). Das kleinere Herzgewicht und die
hohere kapillare Dichte im Herzen von TLR4" lassen vermuten, dass es unter dem
geringeren GefaRwiderstand im TLR4™" bei Hochdruck zu einer niedrigeren Herzbelastung
kommt. Die Beobachtung, dass der TLR4” im Vergleich zum WT ein kleineres Herzgewicht
und kleinere Kardiomyozyten aufweisen stimmt damit Uberein, dass die erhdhte TLR4-
Expression bei Bluthochdruck auch mit einer Hypertrophie der Kardiomyozyten einhergeht
((36) und eigene Ergebnisse). Bei Bluthochdruck, insbesondere in SHR, wird au3erdem eine
kapillare Rarifizierung im Herzen beschrieben (186). Umgekehrt kdnnte das groéfRere
Verhéltnis von Kapillaren/Kardiomyozyt im TLR4” zu einer besseren Sauerstoffversorgung
des Herzens unter Stressbedingungen wie Bluthochdruck beitragen und hier somit ebenfalls

einen Vorteil darstellen.

Es sind noch weitere Experimente notwendig, um die Mechanismen der genauen TLR4-
Regulierung bei Bluthochdruck zu identifizieren. Dabei wére wichtig herauszufinden, ob es
bei einer beginnenden Hypertonie zunéchst zu einer TLR4-Hochregulierung und dann zu
Entzindungsreaktionen kommt, oder ob oxidativer Stress und Zellschaden eine TLRA4-
Uberexpression bedingen. Die hier gezeigten Daten stellen lediglich ein Indiz fir eine
Beteiligung des TLR4 an der Entstehung von Hochdruck dar. Um dies hinreichend
abzusichern, musste gepriuft werden, ob eine TLR4-Blockade in hypertensiven Tieren
tatsachlich den Blutdruck senken bzw. den Verlauf der Erkrankung abmildern kann. Des
Weiteren bleibt zu klaren, wie genau TLR4 die sGC in glatten Muskelzellen reguliert und ob
ein erh@hter oxidativer Stress Uber TLR4 tatsachlich den alleinigen Grund fir eine veréanderte
Enzymaktivitdt darstellt. Eventuell wirde hierbei die Aufklarung des Signalpfades helfen,
Uber welchen TLR4 die Gefal3- und Blutdruckeffekte unter L-NAME vermittelt. Im Gegensatz
zu den meisten anderen TLR-Rezeptoren, lauft die intrazellulare TLR4-Signalkaskade wie
beschrieben Uber zwei unabhéngige Pfade, d.h. Gber die Adapterproteine MyD88 oder TRIF
(42). TRIF ist dabei fur die spate Phase der NF-kB-Aktivierung und die Expression von IFN-f3
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und IFN-induzierten Genen verantwortlich (30) und wird mit der Entstehung von oxidativem
Stress in Zusammenhang gebracht (95). Die Untersuchung des Kontraktilitatsverhaltens der
WiderstandsgefaRe von L-NAME-behandelten MyD88” und TRIF” kénnte moglicherweise
bei der Aufklarung des TLR4-Signalweges helfen.
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6. Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen wie Dyslipidamie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck sind
mit Entziindungsprozessen verbunden, die wiederum zu Endorganschaden und einer
veranderten Mikrozirkulation fiihren. Dabei spielt das angeborene Immunsystem und
insbesondere Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) eine wichtige Rolle. So ist bekannt, dass
TLR-Gen-Polymorphismen an kardiovaskularen Erkrankungen beteiligt sind (187).
AulRRerdem wurde eine verstarkte TLR4 - Expression tierexperimentell in verschiedenen
Ischamie - Reperfusions - Modellen an Herz und Niere beschrieben (36, 137, 138). Dabei gilt
eine Beteiligung von TLR4 als Rezeptor flr den exogenen Liganden Lipopolysaccharid (LPS)
aus gramnegativen Bakterien und fur verschiedene endogene Liganden als erwiesen (30).
TLR4 wird von Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen und
Dendritischen Zellen (30) aber auch von glatten Muskelzellen (140) und Kardiomyozyten
exprimiert (188-190). Hier wird der Rezeptor zum Teil fir die Produktion von TNF-a, IL-1B
und NO verantwortlich gemacht, was zu Herzschaden und linksventrikularer Dysfunktion
fuhrt. Zudem gilt der NO/sGC/cGMP-Signalweg als wichtiger molekularer Mechanismus fiir
die Steuerung der GefalZkontraktilitat (165). Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von
TLR4 in Kardiomyozyten bei der Entstehung von Bluthochdruck zu untersuchen. AuRerdem
sollte die Bedeutung von TLR4 im Hinblick auf das Kontraktionsverhalten glatter
Muskelzellen und auf den Einfluss der Entwicklung einer Hypertonie unter L-NAME und
Angiotensin Il untersucht werden. Betrachtet wurde dabei auch der Zusammenhang mit
oxidativem Stress und der Aktivitat der sGC. Zur Klarung dieser Fragestellungen wurden
zwei verschiedene Hochdruckmodelle der Ratte (Spontan-Hypertensive Ratte, L-NAME-
Modell in WKY) sowie ein Mausmodell herangezogen, dass defizient fur TLR4 war.

Zunachst konnte mit Hilfe der Immunhistochemie gesehen werden, dass bei manifestem
Bluthochdruck in erwachsenen SHR und in L-NAME-behandelten WKY eine TLR4-
Uberexpression im Herzen vorlag. Der Rezeptor war v.a. in den Kardiomyozyten lokalisiert,
was mit Hilfe der FACS-Analyse bestatigt werden konnte. Um die TLR4-Expression wahrend
der Entstehung von Bluthochdruck zu untersuchen, wurde daraufhin im Western Blot die
TLR4-Proteinmenge im Zeitverlauf betrachtet. Dabei zeigte sich in jungen SHR ein TLR4-
Expressionsmuster wie bei normotensiven Tieren, wohingegen es bei adoleszenten Tieren
mit Beginn eines signifikant ansteigenden Blutdrucks zu einer Hochregulierung des
Rezeptors kam. Ubereinstimmend mit dem Ergebnis der in vitro Stimulation von Herzzellen
mit Heparansulfat, bei der eine verstarkte inflammatorische Antwort insbesondere in den
SHR beobachtet wurde, deutet dies auf eine signifikante Rolle des TLR4 bei der Entwicklung

eines pathologischen Bluthochdrucks hin. Die Behandlung der hypertensiven Tiere mit einer
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therapeutischen Dosis des ACE-Hemmers Ramipril fihrte unabhéngig von einer Reduktion
des Blutdrucks und der Herzmasse nicht zu einer Downregulation von TLR4. Eine 10-fach
hohere Ramipril-Dosis hingegen zeigte zusatzlich einen Riuckgang der TLR4-Dichte. Dies
lasst sich uber einen Dosis-Effekt und maoglicherweise eine direkte Wechselwirkung
zwischen dem ACE-Hemmer und TLR4 erklaren.

Es ist bereits bekannt, dass TLR4" Mause vor der Entstehung eines Hypoxie-induzierten
Lungenhochdrucks geschiitzt sind (183). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten,
dass der TLR4™ auch im L-NAME Modell keine Hypertonie entwickelte. Dabei wurde
beobachtet, dass die WiderstandsgefaRe des TLR4" in diesem Modell im Vergleich zum WT
eine geringere Noradrenalin- und Calcium-abhéngige Gefalikontraktilitat aufwiesen.
Interessanterweise waren diese Ergebnisse im Angiotensin lI-Modell nicht reproduzierbar.
Eine unterschiedliche Menge infiltrierender Entziindungszellen im Herzgewebe konnte
ausgeschlossen werden. Neben einer erniedrigten NADPH-Oxidase-Aktivitat der glatten
Muskelzellen von TLR4™ Tieren zeigte sich, dass der TLR4” im Vergleich zur Kontrolle eine
hohere sGC-Aktivitat in der Aorta aufwies. Ein unterschiedlicher cGMP-Katabolismus durch
die PDES5 lag nicht vor. Weiterhin ergab sich, dass die Widerstandsgefalie von WT Tieren
unter Menadion starker kontrahierten als basal, dies im TLR4™ jedoch nicht der Fall war.
Oxidativer Stress wiirde also im TLR4”" mit aktiverer sGC eine weniger starke
Kontraktionssteigerung hervorrufen. Insgesamt lassen die Daten vermuten, dass es eine
Verbindung zwischen oxidativem Stress, sGC-Aktivitat in glatten Muskelzellen,
GefaRkontraktilitat und Bluthochdruck gibt. Die hohere Enzymaktivitat der sGC im TLR4™
kénnte sich hier aus einem basal niedrigeren oxidativen Stress ergeben. Die Frage, wie
TLR4 genau auf die sGC Einfluss nimmt bleibt allerdings offen. Eine Aufklarung des

intrazellularen TLR4-Signalweges konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgen.

Im Hinblick auf die hamodynamischen Parameter Herzgewicht/Kérpergewicht,
Kapillaren/Kardiomyozyt und Wanddicke der MesenterialgeféaRe/Innendurchmesser ergab
sich, dass eine bessere Kapillarisierung des Herzens im TLR4" méglicherweise zu einer
besseren Sauerstoffversorgung fihrt. AuRerdem koénnte die geringere Wanddicke der
WiderstandgefalRe ebenfalls in Zusammenhang mit der abgeschwéchten GefaRkontraktilitat

stehen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Bedeutung von TLR4 bei der Entstehung einer
Hypertonie. Um einen direkten Zusammenhang zu demonstrieren, sind weitere Experimente
mit dem in vivo Einsatz von TLR4-Blockern notwendig. Damit kdnnte untersucht werden, ob
sich so die Entstehung und das Fortschreiten von Bluthochdruck unterbinden lassen. Die

dargestellten Experimente mit dem TLR4" konnten ferner einen méglichen Zusammenhang
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zwischen dem angeborenen Immunsystem, oxidativem Stress, der Kontraktilitdt von
WiderstandsgefalRen und der Entstehung einer Hypertonie aufzeigen. Dabei wurde die
erniedrigte GefaRkontraktilitat in L-NAME behandelten TLR4" vermutlich durch eine erhéhte
sGC-Aktivitat vermittelt. In unbehandelten Tieren hatte die hohere sGC-Aktivitat keinen
direkten Einfluss auf die Kontraktilitat und den Blutdruck, jedoch entwickelten TLR4" keine
Hypertonie unter L-NAME. Weitere Untersuchungen zur genauen Wirkung des TLR4 auf die
sGC missen das Verstandnis fir die zellularen und molekularen Prozesse bei der
Entstehung einer Hypertonie vertiefen. Letztlich kénnte auch das Verhalten des TLR4™ in
anderen Hochdruckmodellen Informationen tber die Rolle des angeborenen Immunsystems

bei der Entstehung von Bluthochdruck geben.
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