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1. Einleitung 

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen und arterielle Hypertonie 

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems, Krebs und die chronisch obstruktive 

Lungenerkrankung verursachen ca. 80% aller Todesfälle in Europa. Dabei sind mit fast 50% der 

Gesamtzahl die kardiovaskulären Erkrankungen die häufigste Ursache für einen vorzeitigen 

Tod (vor vollendetem 65. Lebensjahr) [193].  

Im engeren Sinn versteht man unter dieser Gruppe von Erkrankungen vor allem solche 

Krankheiten, deren gemeinsame pathologische Ursache die Atherosklerose ist, wie bspw. 

Herzinfarkt und Schlaganfall. In den letzten Jahren wurden diverse Score-Systeme zur 

Einschätzung des individuellen kardiovaskulären Risikos entwickelt. Ein in Deutschland 

gängiges System ist der Procam-Score. Unter Kategorie I Faktoren werden dabei solche 

verstanden, deren therapeutische Beeinflussung eindeutig zu einer Reduktion des Risikos 

führen oder für die in großen epidemiologischen Studien wiederholt ein kausaler 

Zusammenhang gefunden worden ist. Dazu zählen allen voran die arterielle Hypertonie, 

Rauchen und Hypercholesterinämie [34]. 

Die Prävalenz der arteriellen Hypertonie liegt in Deuschland bei 44% der Frauen und 51% der 

Männer [71]. Als Grenze wurde dabei von der WHO ein dauerhaft erhöhter Blutdruck von ≥ 

140/ 90 mmHg festgelegt. Für den Erwachsenen als optimal gelten Werte von <120/ 80 mmHg 

[29]. Die arterielle Hypertonie ist eine pathophysiologische Folge von erhöhtem 

Herzzeitvolumen oder erhöhtem peripheren Gefäßwiderstand oder einer Kombination 

beider. 

Nach Ursache unterscheidet man zwischen der primären (essenziellen) Hypertonie und der 

sekundären Hypertonie. Letztere ist mit 5-10% dabei deutlich seltener als die primäre Form 

mit über 90 % aller Erkrankten. Als sekundär wird eine Blutdruckerhöhung aufgrund einer klar 

definierten singulären Ursache bezeichnet. Sie ist anhand definierter Diagnoseschritte 

identifizierbar und häufig kausal behandelbar. Führend sind dabei renale Hypertonieformen 

(z.B. Nierenarterienstenose) und unter den endokrinen Formen der Hyperaldosteronismus 

[130]. 

Als essenzielle Hypertonie bezeichnete man früher eine Blutdruckerhöhung ohne bekannte 

Ursache, welche eher als Ausschlussdiagnose zu verstehen war. Diese Ansicht ist so heute 

nicht mehr vertretbar. Die primäre arterielle Hypertonie ist nach aktuellem Kenntnisstand 

eine multifaktorielle Regulationsstörung, wobei häufig eine polygenetische Prädisposition 

vorliegt [172]. Sie entsteht dann als Folge verschiedener Lifestylefaktoren, wie bspw. 

ungesunder Ernährung, Übergewicht, Bewegungsmangel, psychosozialen Umständen, 

chronischem Stress und Umweltbelastungen [130]. Die genauen Zusammenhänge sind dabei 

jedoch noch weitgehend unbekannt und sind Gegenstand der aktuellen Forschung.  

Ein chronisch erhöhter Blutdruck kann im Verlauf zu diversen Endorganschäden führen. 

Hierbei sind vor allem Herz, Nieren, Gehirn, Augen und die Gefäße der unteren Extremität 

betroffen. Bedeutende Folgeerkrankungen sind Linksherzhypertrophie und -insuffizienz, 

Koronare Herzkrankheit, hypertensive Nephropathie, Schlaganfall, hypertensive 

Retinopathie, sowie Aortenaneurysmen und -dissektionen und die pAVK [3]. 
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Um das Risiko für diese Folgeerscheinungen zu reduzieren und den Blutdruck zu 

normalisieren, ist neben der Änderung o.g. Lifestylefaktoren bei den meisten Patienten eine 

medikamentöse Therapie erforderlich. Hierzu werden verschieden Substanzklassen wie 

Diuretika, ACE-Hemmer, Beta-Blocker und Calciumantagonisten eingesetzt [29]. Durch den 

Fortschritt in der Grundlagenforschung der arteriellen Hypertonie werden die 

Zusammenhänge bei der Entstehung dieser bedeutenden Erkrankung zusehends besser 

verstanden, so dass das Ziel neue Angriffspunkte potenzieller Therapeutika zu finden 

greifbarer wird.  

Über viele Jahrzehnte des letzten Jahrhunderts verfestigte sich die Vorstellung, dass 

Abnormitäten des Blutdrucks durch Veränderungen in der Niere bedingt sind. Dies spiegelt 

sich an der hohen Anzahl an Antihypertensiva wider, die auf das komplexe 

blutdruckregulierende System der Nieren wirken und bis heute weitverbreitende Anwendung 

finden. In den letzten Jahren und Jahrzehnten gibt es jedoch mehr und mehr Studien, die eine 

andere Hypothese unterstützen: Primäre Abnormitäten in der Funktion von 

Gefäßmuskelzellen können direkt Abweichungen des Blutdrucks bewirken [126, 129]. Diese 

Veränderungen in den Gefäßen bestehen möglicherweise schon bevor das renale System 

seinen Beitrag zur Aufrechterhaltung eines erhöhten Blutdrucks leistet [126]. Diese 

Forschungsarbeiten könnten möglicherweise in Zukunft bedeutende Folgen, für die Art, wie 

Bluthochdruck diagnostiziert und behandelt wird, haben. 

1.2 Kontraktion und Relaxation glatter Gefäßmuskelzellen 

Wie im vorangehenden Abschnitt erwähnt spielt die Erhöhung des Gefäßwiderstandes bei der 

Pathogenese der arteriellen Hypertonie eine wichtige Rolle. Ein gesteigerter peripherer 

Widerstand ist das Ergebnis von strukturellen Veränderungen der Gefäßwand durch 

Hypertrophie und Hyperplasie und von erhöhter vaskulärer Reaktivität [52]. Es existieren 

zahlreiche Studien, die den Einfluss einer abnormen Gefäßstruktur, z.B. durch Proliferation 

von Gefäßmuskelzellen, auf den Blutdruck untersuchen [39, 52, 93, 138]. Ebenso gibt es einige 

Forscher, die sich nicht auf die Struktur, sondern auf die Funktion der Gefäßmuskelzellen 

konzentrieren. Dies soll auch der Fokus der vorliegenden Arbeit sein, indem Mechanismen 

untersucht werden sollen, die möglicherweise die Funktion, sprich die Kontraktiltität und 

Relaxation dieser Zellen beeinflussen. 

Der Widerstand wird, wie schon erwähnt, maßgeblich durch Kontraktion und Relaxation der 

arteriellen Gefäße reguliert. Eine Arterie besteht histologisch im Wesentlichen aus drei 

konzentrischen Wandschichten. Von innen nach außen sind dies die Tunica intima, bestehend 

aus Endothel, subendothelialer Bindegewebsschicht und Elastica interna, die Tunica media 

überwiegend aus zirkulär angeordneten glatten Muskelzellen (Vascular Smooth Muscle Cells, 

VSMCs) und Bindegewebsfasern, sowie zuletzt die Tunica adventitia, welche vor allem aus 

Kollagenfibrillen, elastischen Fasern und Fibroblasten besteht [170]. 

Die Muskelkontraktion verläuft in glatter und quergestreifter Muskulatur sehr ähnlich und 

beruht auf dem Prinzip des Filamentgleitens zwischen Aktin- und Myosinfilamenten. Sie soll 

im Folgenden beispielhaft anhand der quergestreiften Muskulatur beschrieben werden.  

Der kontraktile Apparat der Muskelzellen liegt in den parallel verlaufenden Myofibrillen, die 

wiederum aus hunderten aneinander gereihten Sarkomeren bestehen. 
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Die kontraktile Grundeinheit der Myofibrillen ist also das Sarkomer, welches durch die 

sogenannten Z-Scheiben begrenzt wird. In diesen sind die Aktinfilamente zweier benachbarter 

Sarkomere verankert. Den Bereich der Aktinfilamente erkennt man als hellere I-Bande. Im 

Zentrum des Sarkomers befindet sich die dunklere A-Bande, welche aus den 

Myosinfilamenten besteht. In der Mitte der A-Bande befindet sich die M-Linie, als 

Verankerungspunkt der Myosin- und Titinfilamente (Abb.1). Die Titinfilamente sind zusätzlich 

noch am anderen Ende in den Z-Scheiben fixiert (Titin ist nicht abgebildet) [44, 158]. 

 

Ein Myosinmolekül setzt sich aus 2 schweren und 4 leichten Ketten zusammen, wobei sich die 

schweren Ketten so zusammen lagern, dass die beiden Schwanzbereiche miteinander verdrillt 

sind. Über einen beweglichen Hals ist der torquierte Schwanzteil mit den beiden Köpfen 

verbunden. An diese Köpfe sind je 2 regulatorische leichte Ketten angelagert (MLC= Myosin 

Light Chain). Bei der Kontraktion interagieren die Köpfe mit den Aktinfilamenten [44, 158].  

Das Protein Aktin polymerisiert zu langen Ketten, wobei je 2 Aktin-filamente helixartig 

miteinander verdrillt sind. An das Aktin angelagert sind das Troponin und das Tropomyosin 

[44, 158]. 

Im quergestreiften Muskel verursacht eine erhöhte intrazelluläre Calcium-Konzentration eine 

Konformationsänderung von Troponin C. Dadurch wird die Bindungsstelle der Myosinköpfe 

am Aktin freigegeben und das Filamentgleiten setzt ein. Dies ist ein zyklischer ATP-

verbrauchender Vorgang, bei dem durch ein Abknicken des Myosinkopfes Aktin- und 

Myosinfilamente zueinander verschoben werden und sich der Muskel folglich verkürzt. Bei 

Rückkehr der intrazellulären Ca2+-Konzentration auf den Ruhewert endet die Kontraktion [44, 

158]. 

In der glatten Muskelzelle gibt es keine Einteilung in Sarkomere, sondern es besteht eine 

Scherengitter-Anordnung der Filamente. Anstelle von Troponin dient außerdem Calmodulin 

als Calcium-Schalter.  Das Filamentgleiten wird durch eine Erhöhung der ATPase-Aktivität des 

Myosinkopfes gestartet. Dies erfordert eine Phosphorylierung der regulatorischen MLC durch 

die MLCK (= Myosin Light Chain Kinase). Diese Reaktion kann durch einen ansteigenden 

Aktin Aktin 
Myosin Myosin 

Abb. 1: Aufbau eines  Sarkomers in quergestreifter Muskulatur [162] 
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intrazellulären Calciumspiegel, unter Vermittlung von Calmodulin initiiert werden [99]. Sinkt 

die Calciumkonzentration wieder oder dephosphoryliert die sogenannte MLCP (= Myosin Light 

Chain Phosphatase) die regulatorische leichte Kette, so werden die Mysosinköpfe wieder 

inaktiviert. Der Abfall der Calciumkonzentration und die Dephosphorylierung der MLC sind 

voneinander unabhängige Mechanismen, die zu einer Relaxierung der Muskelzellen führen 

und werden unabhängig voneinander kontrolliert [99]. 

1.3 Regulation der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) 

Wie oben erwähnt, wird die Kontraktion glatter Gefäßmuskelzellen vornehmlich durch die 

intrazelluläre Calciumkonzentration ([Ca2+]i) gesteuert.  Kontraktile Stimuli rufen eine 

Erhöhung der [Ca2+]i durch Freisetzung aus den intrazellulären Speichern oder durch Einstrom 

von extrazellulär, hervor. Über Bindung des Calciums an Calmodulin wird dann die MLCK 

aktiviert, die wiederum durch Phosphorylierung der MLC die Kontraktion herbeiführt. Durch 

Beendigung der Stimulation fällt [Ca2+]i wieder ab und die Aktivität der MLCK lässt folglich 

nach. Die MLCP dephosphoryliert zudem die leichten Ketten wieder [62]. 

Im Rahmen diverser Forschungsarbeiten zum Thema Calciumsensibilisierung konnte gezeigt 

werden, dass die MLCP jedoch auch unabhängig von der Calciumkonzentration reguliert 

werden kann und somit die Steuerung von Phosphorylierung und Dephosphorylierung einem 

weiteren Mechanismus unterliegen muss [30, 187]. Durch verschiedene kontraktile Agonisten 

(zB. Endothelin, Phenylephrin) konnte eine MLC-Phosphorylierung bzw. Kontraktion glatter 

Muskelzellen schon bei relativ geringen intrazellulären Calciumkonzentrationen induziert 

werden, verglichen mit der hohen Konzentration, die für eine durch Zelldepolarisation mit 

Kaliumlösung ausgelöste Phosphorylierung und Kontraktion notwendig ist [99]. 

Diese Calcium-unabhängige Kontraktion wird durch Bindung der Agonisten an hetero-trimere, 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt, woraufhin die GTPase Rho aktiviert wird. Diese 

wiederum führt zur Aktivierung der Rho-associated-coiled-coil-containing-protein Kinase 

(ROCK oder Rho-Kinase). ROCK ist in der Lage die MLCP durch Phosphorylierung zu inhibieren 

[41]. Die MLCP ist ein Heterotrimer bestehend aus einer 37-kDa Serine/Threonine-

Phosphatase-Catalytic-Subunit, einer 130-kDa Myosin-Binding-Regulatory-Subunit MYPT1 

und einer dritten 20-kDa großen Untereinheit, deren Funktion noch aufgeklärt werden muss 

[99]. Die aktivierte ROCK katalysiert die Phosphorylierung der Untereinheit MYPT1. Vor allem 

die Phosphorylierung an der Postition Thr695 ist die für die Hemmung der MLCP 

ausschlaggebende [36]. Die Rho-Kinase ist, neben der Inaktivierung der MLCP, auch in der Lage 

die Myosin-Leichte-Ketten direkt zu phosphorylieren. Jedoch konnte herausgefunden werden, 

dass vor allem die Inhibierung der MLCP für die Calcium-Sensibilisierung in VSMCs 

verantwortlich ist [68]. 

Die Rolle der MLCP bzw. von MYPT1 bei der Steuerung der Kontraktion in glatter 

Gefäßmuskulatur wurde in zahlreichen Arbeiten beschrieben [56, 175]. Es konnte auch 

nachgewiesen werden, dass die Ausschaltung von MYPT1 zu einer verstärkten 

Myosinphosphorylierung und Kontraktilität in VSMC führt, sowie zu erhöhtem Blutdruck in 

vivo [150]. MYPT1 ist zwar nicht essentiell für die Kontraktilität von VSMC, aber es trägt zur 

Aufrechterhaltung des Blutdrucks bei [150, 169, 169]. 
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1.4 Das innate Immunsystem 

Der menschliche Körper muss sich durch ein komplexes Immunsystem permanent vor 

exogenen Pathogenen, wie Viren und Bakterien, schützen [44]. Dieses Abwehrsystem setzt 

sich aus einer Vielzahl an miteinander kooperierenden, zellulären und humoralen 

Mechanismen zusammen, die gemeinsam schädliche Organismen und Substanzen erkennen 

und eliminieren sollen. Hierfür existieren beim Menschen zwei Abwehrsysteme, die in engem 

Kontakt stehen: 

 

• das angeborene/unspezifische Immunsystem und 

• das adaptive/erworbene Immunystem [11]. 

 

Ersteres ist in der Lage Pathogene sofort als solche zu erkennen und wird daraufhin 

unmittelbar aktiviert [1]. Es beinhaltet als zelluläre Komponente beispielsweise Phagozyten 

wie Makrophagen und Granulozyten, sowie NK-Zellen und als lösliche Komponente vor allem 

das Komplementsystem [44]. 

Das erworbene Immunsystem wird erst in der Spätphase der Infektion involviert [1]. Es ist für 

die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses und einer dauerhaften Immunität 

zuständig. Seine Bestandteile sind auf zellulärer Ebene B- und T-Lymphozyten und auf 

humoraler Ebene die von den B-Zellen produzierten Antikörper [44]. Über die Ausschüttung 

von Zytokinen und durch Zell-Zell-Kontakte besteht zwischen beiden Abwehrsystemen ein 

ständiger Austausch [11]. 

Die Zellen des erworbenen Systems, verfügen über ein nahezu unbegrenztes Repertoire an 

Membranrezeptoren und sind dadurch in der Lage spezifisch auf Pathogene zu reagieren. 

Jedoch ist hierfür eine Reihe komplexer und zeitaufwändiger Differenzierungsschritte 

notwendig, weshalb zunächst das angeborene Abwehrsystem einschreiten muss. Die Zellen 

dieses schnellen Systems besitzen nur eine begrenzte Anzahl an konstitutiv exprimierten 

Rezeptoren, die sogenannten Mustererkennungsrezeptoren PRR (= Pattern Recognition 

Receptors) [11]. PRR erkennen bestimmte Strukturmerkmale an der Oberfläche mikrobieller 

Pathogene, die PAMPs (= Pathogen-Associated Molecular Patterns) genannt werden. PAMPs 

sind für das Überleben der pathogenen Mikroorganismen essenziell und deshalb invariant. 

Diese, somit konservierten Strukturen, sind jeweils bei großen Gruppen von Pathogenen 

vorzufinden [124]. Ein bekanntes Beispiel für PAMPs sind Lipopolysaccharide (LPS). LPS ist 

Bestandteil aller gramnegativen Bakterien. Ist ein Rezeptor in der Lage einen konservierten 

Teil von LPS zu erkennen, so kann er folglich jedes beliebige gramnegative Bakterium 

detektieren. Somit kann durch ein limitiertes Repertoire an Rezeptoren eine große Anzahl an 

Pathogenen abgedeckt werden [124]. PRR sind zudem in der Lage endogene Moleküle, die 

durch Zellschädigung oder – untergang entstehen, zu erkennen. Solche körpereigene Liganden 

nennt man Damage Associated Molecular Patterns (DAMP) [119, 120]. 

Es gibt sezernierte, endozytische und Signal-übertragende PRR [148]. Sezernierte PRR sind 

sogenannte Opsonine, die Pathogene für den Abbau markieren, indem sie an deren Zellwände 

binden und das Komplementsystem aktivieren. Endozytische PRR werden auf Phagozyten 

exprimiert. Die Erkennung eines entsprechendes PAMP führt zu Aufnahme des Pathogens in 

die Zelle und Transport zu den Lysosomen. Nach lysosomalem Abbau und Prozessierung 

erfolgt dann die Antigenpräsentation auf MHC-II-Molekülen, woraufhin das adaptive 
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Immunsystem aktiviert wird. Die Signal-übertragenden PRR beinhalten die Familie der Toll-

like-Rezeptoren (TLR) und führen zu einer komplexen Signalkaskade in den Zellkern hinein, wo 

die Expression proinflammatorischer Gene gesteigert wird [148]. 

Die Rolle des innaten Immunsystems, und insbesondere der TLR, bezüglich Hypertonie und 

kardiovaskulärer Erkrankungen wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht [168] und ist 

Gegenstand dieser Arbeit. Im weiteren Verlauf wird deshalb explizit auf die Toll-like 

Rezeptoren eingegangen. 

 

1.4.1 Toll-like Rezeptoren 

Die Rolle der Toll-like Rezeptoren im angeborenen Immunsystem wurde zunächst für die 
Fliegenart Drosophila [8, 57] bei der Abwehr von Pilzinfektionen beschrieben [94]. 1997 
konnten TLR auch beim Menschen identifiziert werden [125]. Derzeit sind 10 humane 
Mitglieder der TLR-Familie bekannt (TLR1-TLR10) [155]. Die Rezeptoren sind Typ1-
Transmembran-Glykoproteine und bestehen aus einer extrazellulären Leucin-reichen 
Bindungsdomäne für Liganden (Leucin Rich Repeat, LRR), einer Transmembrandomäne und 
einer zytoplasmatischen Toll-Interleukin1(IL-1)-Rezeptor-Domäne (TIR-Domäne), die für die 
weitere Signaltrans-duktion notwendig ist [179]. Die Aufklärung der Struktur verschiedener 
TLR legt nahe, dass einige PAMPs als Liganden für TLR fungieren [74]. Solche von TLR 
detektierten PAMPs sind zum Beispiel Lipide, Lipoproteine und Nukleinsäuren von einer 
Vielzahl an Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Parasiten und Pilze [1]. Das Erkennen 
dieser PAMPs findet in verschiedenen Zellkompartimenten, wie der Zellmembran, den 
Endosomen, Lysosomen und Endolysosomen statt [1]. Obwohl TLR auf der einen Seite für die 
Abwehr von Infektionen notwendig sind und somit den Organismus schützen, trägt deren 
Aktivierung aber auch zur Entstehung von akuter und chronischer Inflammation und 
systemischen Autoimmunerkrankungen bei.  
 

1.4.2 Signalkaskade nach TLR4 Stimulation 

Unter den Toll-like Rezeptoren ist TLR4 der bislang am besten erforschte. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass verschiedene PAMPs in der Lage sind TLR4 zu stimulieren. Dazu 
gehören Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand gramnegativer Bakterien, das Fusion (F)-
Protein aus dem Respiratory Syncytial Virus (RSV) und das Envelope-Protein aus dem Mouse 
Mammary Tumor Virus (MMTV) [88, 154]. Auch endogene Moleküle (DAMPs), wie Hitze-
Schock-Proteine (HSP) und Hyaluronsäure können direkt oder indirekt mit TLR4 interagieren 
[104]. 
LPS ist das bislang am gründlichsten studierte Stimulanz. Es kann eine systemische 
Inflammation bis hin zum septischen Schock auslösen [10] und besteht aus Lipid A, einem 
Kern-Oligosaccharid und einer O-Seitenkette [151]. Lipid A ist das eigentliche PAMP von LPS. 
Die Stimulation von Säugetierzellen mit LPS läuft über die Interaktion mehrerer Proteine, wie 
das LPS-Binding-Protein (LBP), CD14, MD-2 und TLR4 [46, 133]. LBP ist ein lösliches 
Transportprotein, welches direkt an LPS bindet und die Interkation von LPS und CD14 
vermittelt [183, 195]. CD14 wiederum ist ein Glycosylphospatidylinositol-Ankerprotein, 
welches den Transfer von LPS zum TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex vermittelt [195]. Das lösliche 
Protein MD-2 ist nicht-kovalent an TLR4 gebunden [45, 122, 139]. Bislang konnte nicht 
nachgewiesen werden, dass TLR4 LPS direkt bindet, aber TLR4 kann die Bindung von LPS an 
MD-2 verstärken [132]. Nach Aktivierung durch LPS oligomerisiert der Rezeptor und die TIR-
Domäne rekrutiert verschiedene Adaptorproteine für die weitere Signaltransduktion [38, 
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133]. Es gibt 5 solcher Adaptorproteine:  MyD88 (Myeloid Differentation primary response 
gene 88), TIRAP (TIR domain-containing Adaptor Protein), TRIF (TIR domain-containing 
adaptor inducing IFN-b), TRAM (TRIF-related Adaptor Molecule), and SARM (sterile a and 
HEAT-Armadillo motifs-containing protein) [145] (Siehe Abb.2). Dabei ist TLR4 der einzige 
unter den Toll-like-Rezeptoren, welcher alle 5 Adaptorproteine verwendet [104]. 
 
 
 

 
 

Abb. 2: Signalkaskade nach TLR4-Stimulation [104] 

 
Die weitere Signalkaskade kann man in einen MyD88 abhängigen Weg, der zur Expression 
proinflammatorischer Zytokine führt, und einen MyD88 unabhängigen bzw. TRIF abhängigen 
Weg unterteilen. Letzterer vermittelt die Induktion von Typ1 Interferonen und Interferon-
induzierbaren Genen [104]. Beiden Wegen ist letztlich die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFκB (Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) 
gemeinsam. NFκB vermittelt die Expression diverses proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-6, 
TNF-α), sowie die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), Cyclooxygenase 2 
(COX2), Wachstumsfaktoren, Apoptoseinhibitoren und Effektorenzymen [13]. 
Der MyD88 abhängige Weg geht im Vorfeld über verschiedene Kinasen aus der Familie der 
IRAKs (IL-1 Receptor-Associated Kinase), sowie über TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 
6) und mündet zudem in die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF5 (Interferon 
Regulatory Factor 5) und AP-1 (Activator Protein 1). Der unabhängige Weg verläuft über TRAF3 
und RIP1 und führt letztlich auch zur Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 (Interferon 
Regulatory Factor 3) und AP-1 (Activator Protein 1) [78]. (Siehe Abbildungen [104]) 
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1.4.3 Zusammenhang von Toll-like Rezeptoren, Inflammation und 

Hypertension 

Verschiedene experimentelle und klinische Studien deuten darauf hin, dass oxidativer Stress 

und Inflammation eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Hypertension spielen. 

Gleichzeitig ist es jedoch wichtig zu unterscheiden, ob Autoimmunität, Inflammation und/oder 

oxidativer Stress zu Hypertonie führen oder umgekehrt.  

Einige Querschnittsstudien berichten über ein erhöhtes Inflammationslevel bei hypertensiven 

Patienten: Sung et al. [174] fanden heraus, dass die Prävalenz von Hypertonie 1,267-, 1,253- 

und 1,451-fach höher bei Studienteilnehmern mit CRP-Werten im 2., 3. oder 4. Quartil der 

Werteverteilung ist, als bei Untersuchten mit CRP-Werten im ersten Quartil der Distribution. 

Ähnliches zeigten auch Bautista et al. [7], in deren Studie die Wahrscheinlichkeit an 

Hypertonie zu leiden, bei Testpersonen mit IL-6- und TNF-α-Werten im 3. und 4. Quartil der 

Verteilung, höher ist, als bei Teilnehmern mit Werten im ersten Quartil. Diese Untersuchungen 

konnten zwar einen gewissen Zusammenhang zwischen erhöhten inflammatorischen 

Markern (CRP, Il-6 und TNF-α) und Hypertension herstellen, sind aber nicht in der Lage zu 

klären, welcher Zustand zuerst bestand.  

Einige prospektive Studien versuchten diese Frage zu beantworten. Diese Studien 

beobachteten normotensive Probanden und dokumentierten das de-novo-Auftreten von 

Hypertension und den inflammatorischen Baseline-Status. Dieser wurde als prädiktiver Faktor 

für die Entwicklung der Hypertonie herangezogen. Sesso et al. [161] untersuchten eine 

Kohorte von 20525 weiblichen Teilnehmern im Alter >45 Jahre, die zum Studienbeginn 

normotensiv waren.  Diese Frauen wurden im Mittel für 7,8 Jahre beobachtet und das 

Auftreten von Hypertonie wurde festgehalten. Das Ausgangs-CRP war in allen Subgruppen mit 

Abb. 3: MyD88-abhängiger Signalweg nach TLR4 - 
Stimulation [104]                                                                              

Abb. 4: MyD88- unabhängiger Signalweg nach 
TLR4-Stimulation [104] 
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einem erhöhten Risiko für die Entwicklung von Hypertonie signifikant assoziiert. Auch in 

solchen Gruppen mit sehr niedrigen Ausgangsblutdruckwerten und Gruppen ohne klassische 

kardiovaskuläre Risikofaktoren. Diese Daten wurden von Niskanen et al. [141] bestätigt. Sie 

fanden in einer 11 Jahre dauernden Follow-up Studie bei Männern mittleren Alters mit hs-

CRP-Werten >3.0 mg/l ein höheres Risiko an Bluthochdruck zu erkranken als bei Teilnehmern 

mit hs-CRP <1,0 mg/l. Einige andere Publikationen unterstützen diesen Zusammenhang bei 

Testpersonen mit Prähypertonie oder älteren normotensiven Probanden [84, 118]. 

Zusammenfassend bekräftigen diese Studien die Hypothese, dass Inflammation in kausalem 

Zusammenhang mit der Entwicklung von Bluthochdruck steht. Es stellt sich nun die Frage, wie 

eine erhöhte systemische Inflammation zu Hypertension führen kann.  

Inflammation ist eine der ersten Reaktionen des Immunsystems auf Gefahr. Diese „Gefahr“ 

besteht, wie vorangehend beschrieben, in Form von PAMPs und DAMPs. Um genauer zu sein, 

bedeutet Inflammation die gesteigerte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. IL-6, 

TNF-α, IFN-γ), deren Expressionsmuster das adaptive Immunsystem steuern [106]. Zusätzlich 

ist Inflammation durch eine erhöhte Chemokinausschüttung charakterisiert, die die Migration 

von Immunzellen zu den Zielgeweben lenkt (z.B. MCP-1) und durch Ausschüttung von 

Zelladhäsionsmolekülen, um die Infiltration der Zellen in die Gefäßwände und Endorgane zu 

ermöglichen (z.B. ICAM-1 und VCAM-1) [106]. So wird die initiale Antwort des innaten Systems 

schnell auf das adaptive Immunsystem weitergeleitet. Die Beteiligung des erworbenen 

Abwehrsystems und verschiedener Lymphozytenpopulationen bei der Hypertonieentstehung 

wurde in verschiedenen hypertensiven Tiermodellen ausführlich beschrieben, wie bei 

Spontan Hypertensiven Ratten (SHR), DOCA-Salz-induzierter Hypertension und Ang II-

induzierter Hypertonie [6, 51, 76, 108, 116]. 

Die Rolle des innaten Immunsystems als unmittelbare Antwort auf DAMPs im Kontext der 

Hypertension ist dagegen weniger gut erforscht. Eine aberrierende vaskuläre Inflammation 

mit reaktiver Aktivierung des innaten Immunsystems könnte der erste Schritt in der 

Pathogenese der Hypertonie sein. Ein initiales Aufkommen von DAMPs könnte 

möglicherweise durch eine geringe Erhöhung des peripheren Gefäßwiderstands (z.B. durch 

erhöhte sympathische bzw. erniedrigte parasympathische Aktivität) entstehen und das 

angeborene Immunsystem aktivieren [121, 128]. Bei der manifesten Hypertension sind viele 

DAMPs durch chronischen Zellschaden und Zelltod vorhanden, die zu einer persistierenden 

Inflammation führen [181]. Bei der Verknüpfung von angeborener Abwehr und Hypertension 

könnten also die Toll-like Rezeptoren, als Detektoren der DAMPs und Vermittler der 

Inflammation, eine Schlüsselrolle haben [121]. Den TLR wurde in den letzten Jahren eine 

Beteiligung an diversen kardiovaskulären Erkrankungen zugschrieben [40]. TLR4 war jedoch 

der Erste, dem man auch eine wichtige Funktion in der Ätiologie der arteriellen Hypertonie 

nachweisen konnte [12]. 

TLR sind nicht nur auf den Zellen des Abwehrsystems zu finden, sondern auch in zahlreichen 

anderen Geweben und insbesondere im kardiovaskulären System. So besitzen auch VSMCs 

Toll-like Rezeptoren, allen voran den Subtyp TLR4 [200]. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Signalvermittlung über TLR4 nach Stimulation mit LPS auch in VSMCs einen proinflamma-

torischen Phänotyp induziert. Dies wurde z.B. durch Aktivierung von NFκB, gesteigerte IL-6 

Ausschüttung und IL-1α Expression veranschaulicht [200]. Ebenso fand man in VMSCs eine 

verstärkte Expression der Zelladhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 nach LPS-
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Verabreichung [60]. Aber auch TLR4-Stimulation durch endogenen Moleküle (Bspw. HSP60 

oder endogenes IL-1α) löst in VSMCs eine proinflammatorische Antwort aus [49, 160]. 

Wie zuvor unter 1.4.2 beschrieben, ist NFκB ein wichtiger Vermittler der TLR4-Signalkaskade. 

Behandelt man VSMCs mit dem Vasopressor Angiotensin II, so wird dabei NFκB aktiviert [178, 

188] und umgekehrt werden Inflammation und Hypertension nach Ang II-Gabe durch 

Inhibition von NFκB verhindert [136, 156].  

Bomfim et al. [12] fanden in SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) eine erhöhte TLR4-

Expression. Außerdem wurde in SHR durch Behandlung mit einem anti-TLR4 Antikörper die 

aortale Kontraktilität abgeschwächt, sowie die Serum IL-6 Levels und der arterielle Druck 

gesenkt [12]. Diese Ergebnisse stehen jedoch im Gegensatz zu der Arbeit von Cartwright et al., 

die eine abgeschwächte aortale Kontraktilität durch Induktion von iNOS nach TLR4 Aktivierung 

mit gramnegativen Bakterien (E.coli) nachwiesen [18]. Die Untersuchung hatte jedoch primär 

zum Ziel, die Verhältnisse im septischen Schock abzubilden. 

Auch außerhalb des Gefäßsystems konnte eine TLR4-Beteiligung bei der Pathogenese der 

Hypertonie nachgewiesen werden. Zum Beispiel fanden wir in einer unserer vorangehenden 

Untersuchungen eine erhöhte Expressionsrate von TLR4 in Kardiomyozyten von SHR 

gegenüber normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten [33].  

Somit gibt es also bereits einige Indizien dafür, dass Toll-like Rezeptoren und insbesonders 

TLR4 an der Pathogenese der essentiellen arteriellen Hypertonie beteiligt sind. Allerdings 

müssen die genauen Zusammenhänge hier noch extensiv weiter erforscht werden.    

1.5 ER-Stress und die Unfolded Protein Response 

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist das Zellorganell, das für die Translation, 

Proteinfaltung, Proteinqualitätskontrolle, posttranslationale Modifikation und den Transport 

von Proteinen zuständig ist [15]. Folglich ist die Konzentration an Proteinen im ER-Lumen mit 

100 mg/ml extrem hoch [173]. In sekretorischen Zellen werden pro Minute mehrere Millionen 

Proteine sysnthetisiert [137]. Um trotz dieser hohen quantitativen Ansprüche stets auch die 

notwendige Qualität der Proteine zu gewährleisten, hat sich ein komplexes System zur 

Aufrechterhaltung der Homöosthase im ER entwickelt: die sogenannte Unfolded-Protein-

Response (UPR). Werden die Kapazitäten des ER überstiegen, so wird als Antwort auf die 

Akkumulation von ungefalteten Proteinen, die Transkription von Genen, die für sekretorische 

Proteine kodieren und die Translationsrate reduziert [55], um einerseits das ER zu entlasten, 

zudem aber auch die Expression von Chaperonen und Proteinfoldasen induziert [87], um 

anderseits den erhöhten Anforderungen weiter nachkommen zu können. Zusätzlich 

proliferiert das ER [31] und die sogenannte ER-Associated Degradation (ERAD) wird aktiviert 

um fehlgefaltete Proteine zu eliminieren [185]. Sind diese Maßnahmen ausgeschöpft, führt 

anhaltender ER-Stress zur Apoptose der Zelle [176]. 

Eine Reihe von Missständen kann zur Fehlfaltung der Proteine im ER führen. Darunter zum 

Beispiel Nährstoffmangel, ein gestörtes Redox-Gleichgewicht, Veränderungen der 

Calciumkonzentration, Fehler bei der posttranslationalen Modifikation, exzessive 

Zytokinproduktion oder einfach eine gesteigerte Synthese sekretorischer Proteine [196]. Um 

den genauen Ablauf der UPR zu verstehen, wurden in der Forschung pharmakologische 

Reagenzien benutzt um ER Stress exogen zu provozieren. Ein häufig eingesetzter und potenter 

Auslöser ist beispielsweise Tunicamycin, ein Gemisch homologer Nucleosidantibiotika, 
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produziert durch Streptomyces lysosuperificus. Es inhibiert die N-Glykosilierung bestimmter 

Proteine im ER und stört somit deren Faltung. Durch Einsatz solcher „ER-Stress-Inducer“ 

konnte die Signalkaskade des ER-Stress letztlich aufgedeckt werden. 

 

1.5.1 Signalkaskade der UPR 

Ein wichtiger Regulator der ER-Stress-Signalkaskade ist das im ER am stärksten exprimierte 

Chaperon BiP/GRP78 (immunoglobulin heavy chain-binding protein/glucose-regulated 

protein of molecular weight 78 kDa). BiP ist ein Vertreter der Hitze-Schock-Proteine (Hsp70). 

Des Weiteren wurden bis heute 3 proximale UPR-Sensoren identifiziert: die PKR-like-ER-

Protein-Kinase/Pancreatic-eIF2a (eucaryotic translation initiation factor 2)-Kinase 

(PERK/PEK), der Activating Transcription Factor 6 (ATF6) und das Inositol-Requiring-Enzyme 1 

(IRE1). Alle diese Sensoren sind in ihrer inaktiven Form mit BiP assoziiert. Man geht davon aus, 

dass BiP im Zustand der gestörten ER-Homöostase an fehlgefaltete oder ungefaltete Proteine 

bindet und dadurch von den oben genannten UPR-Transducern dissoziiert, die dann 

wiederum erst ihre Funktion ausüben können [9, 32, 100, 107, 162]. Es gibt jedoch noch 

keinen direkten Nachweis dieser Hypothese.  

Der Signalweg der 3 Transducer nach deren Aktivierung läuft folgendermaßen ab:  

IRE1 und PERK oligomerisieren und autophosphorylieren [182]. Das phosphorylierte IRE1 

katalysiert das Spleißen vom Transkriptionsfaktor XBP1 (X-Box-Binding Protein 1) [17].  

XBP1-u (u für unspliced) wird konstitutiv exprimiert, hat jedoch ein in-frame-Stopcodon, das 

zu einem verkürzten Proteinprodukt führt, welches instabil ist und schnell wieder abgebaut 

wird [204]. Das Spleißen verursacht einen frameshift und ermöglicht so die Translation des 

Gens in voller Länge [61]. Das längere XBP1-s (s für spliced) ist ein potenter 

Transkriptionsfaktor, der eine Hochregulation von UPR-Genen ermöglicht und außerdem 

proinflammatorische Signalwege verstärkt [17, 91, 163, 203, 206]. XBP1-u fungiert 

möglicherweise während der Erholungsphase der UPR als negativer Feedback Regulator von 

XBP1-s [204].  

PERK phosphoryliert eIF2a, wodurch auf der einen Seite die Translationsrate insgesamt 

gedrosselt wird [54, 164], jedoch andererseits die Translation bestimmter Gene wie dem 

Transkriptionsfaktor ATF4 stimuliert wird [159]. 

Der 3. Transducer der UPR-Kasakade ATF6 wandert zum Golgi-Apparat, wo er von den 

Proteasen S1P/S2P gespalten wird. Das zytosolische Fragment von ATF6 migriert anschließend 

in den Zellkern und übt dort seine Funktion als Transkriptionsfaktor aus, der unteranderem 

die Transkription von XBP1 stimuliert [59, 202].  

Bei persistierendem ER-Stress lässt die Aktivität von IRE1 schnell nach, wobei hingegen die 

Aktivität von PERK aufrechterhalten bleibt [98]. Letztlich fördern alle 3 Signalwege durch die 

Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren (ATF6, XBP1, ATF4 u.a.) die Expression von 

Genen, die für Proteine kodieren, die wiederum die Faltungskapazität des ER erhöhen 

(Chaperone etc.). 
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1.5.2 ER-Stress und Hypertension 

Es existieren einige Forschungsarbeiten, die versuchen einen Zusammenhang zwischen ER-

Stress und der Entwicklung von Hypertonie herzustellen. Diese Untersuchungen wurden an 

verschiedenen, den Blutdruck regulierenden Systemen vorgenommen, darunter das Gehirn, 

die Nieren und die Gefäße. 

Das ZNS spielt eine wichtige Rolle bei der Kurz- und Langzeitregulation des Blutdruckes. Es 

gibt, sowohl in menschlichen, als auch in Tiermodellen, eine starke Evidenz dafür, dass 

bestimmte Formen von Bluthochdruck neurogen bedingt sind und durch Veränderungen in 

ZNS-Schaltkreisen vermittelt werden, die zu einer Überaktivierung des Sympathikus führen 

[37, 50, 53]. In verschiedenen Forschungsansätzen konnte gezeigt werden, dass ER-Stress im 

Gehirn an der Entwicklung von Hypertonie beteiligt zu sein scheint. Ein Beispiel ist die 

Untersuchung von Purkayastha et al. Hierbei wurde der ER-Stress Inducer Thapsigargin direkt 

in die Seitenventrikel von Mäusen verabreicht. Daraufhin konnte sowohl akut als auch über 

mehrere Tage hinweg eine Erhöhung des arteriellen Blutdrucks verzeichnet werden [149]. Auf 

diesen Ergebnissen aufbauend, wurde in einer weiterführenden Arbeit in einem Modell von 

Angiotensin II (Ang II)-induzierter Hypertonie vor und während der Hypertonie-entwicklung 

eine starke UPR-Aktivierung im Subfornikalorgan (wichtiges Kontrollorgan des autonomen 

Nervensystems im Gehirn) gefunden [205]. Außerdem traten dort begleitend erhebliche 

Veränderungen in der Ultrastruktur des Endoplasmatischen Retikulums auf, was ein typischer 

Vorgang bei der UPR ist [205]. Chao et al. [19] fanden heraus, dass ERS in der 

rostroventrolateralen Medulla oxidativen Stress fördert und dadurch Vasokonstriktion und 

Hypertension begünstigt. 

Auch in der Niere, die durch Regulation des Volumen- und Elektrolythaushaltes ebenso an der 

Blutdruckregulation mitwirkt, konnte gezeigt werden, dass ER-Stress in die Vorgänge der 

Hypertonieentwicklung involviert zu sein scheint [134, 192]. Yum et al. fanden beispielsweise 

Abb. 5: Signalkaskade der Unfolded Protein Response (UPR) [198] 
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heraus, dass die Verabreichung von 4-PBA, einem chemischen Chaperon, die Entwicklung von 

Salz-induzierter Hypertension verhindern kann [208]. 

Zahlreiche Forschungsgruppen konnten überzeugende Evidenz dafür finden, dass ER-Stress 

auch im Gefäßsystem eine bedeutende Beteiligung an der Pathogenese der arteriellen 

Hypertonie hat. Nachdem man Mäusen Ang II infundiert hat, konnte in aortalen und 

mesenterialen Widerstandsgefäßen eine UPR-Aktivierung in Form von erhöhter Expression 

von ATF, eIF2α und CHOP, nachgewiesen werden [77]. Außerdem konnte parallel eine 

Abschwächung der endothelabhängigen Vasodilatation gefunden werden. Verabreichte man 

den Mäusen während der Ang II Infusion zusätzlich den ER-Stress-inhibitor TUDCA oder 4-PBA, 

so blieb die endothelabhängige Vasodilatation aufrechterhalten und der blutdrucksteigernde 

Effekt von Ang II war insgesamt geringer ausgeprägt [77, 96]. In einer weiteren Untersuchung 

wurden Mäuse mit Tunicamycin i.v. behandelt und wiesen daraufhin erhöhte systolische und 

diastolische Blutdruckwerte auf [96]. Inkubation isolierter Aortenringe von Mäusen mit 

Tunicamycin führt zu einer verstärkten Phenylephrin-induzierten Vasokonstriktion 

(myografisch gemessen) [96]. Des Weiteren führt die Behandlung von humanen SMCs und 

isolierten Mausaorten mit Tunicamycin zu erhöhten Leveln von phosphorylierten MLC, wie 

mittels Westernblot ermittelt wurde. Beide Effekte, also sowohl vermehrte Phosphorylierung 

der MLC, als auch verstärkte Vasokonstriktion durch Tunicamycin, können durch 

Vorbehandlung mit chemischen Chaperonen, wie 4-PBA aufgehoben werden [96]. 

1.6 Interaktion von innatem Immunsystem und ER-Stress 

Die UPR und das innate bzw. adaptive Abwehrsystem überschneiden sich auf vielen Ebenen 

[72]. Die Rolle von ER-Stress in der Immunologie wurde entdeckt, als man herausfand, dass 

der Transkriptionsfaktor XBP1 essentiell für die Differenzierung von Plasmazellen ist [70]. 

Auch in weiteren Zelltypen des Immunsystems, wie dentritischen Zellen (DC = dentritic cells) 

scheinen bestimmte Sensoren der UPR, auch ohne Induktion der gesamten ER-Stress-Kaskade, 

konstitutiv aktiv zu sein und für deren Funktion, wie die Antigenpräsentation- im Falle der DCs, 

notwendig zu sein [147].  

Verschiedene Parallelen wurden zwischen den Signalkaskaden des angeborenen 

Immunsystems und der ER-Stress-Vermittlung gefunden [72, 115, 212]. Sowohl der UPR-

Sensor IRE1, als auch Toll-like-Rezeptoren triggern die Produktion freier Radikale, wie ROS (= 

reactive oxygen species) [112, 210] und NO (Stickstoffmonoxid) [67, 112], sowie von Akute-

Phase-Proteinen [23, 157]. Außerdem aktivieren beide in ihren Signalpfaden Komponenten, 

wie den Transkriptionsfaktor NFκB oder die MAP-Kinase [75, 78, 212].  

Es gibt zahlreiche Evidenz dafür, dass inflammatorische Zytokine die UPR induzieren können. 

Zum Beispiel verursacht TNFα, über Aktivierung von PERK, IRE1 und ATF6, ER-Stress in 

Fibrosarkomzellen [199]. TNFα, IL-1β und IL-6 können ER-Stress in Hepatozyten auslösen und 

so die Akute-Phase-Reaktion anwerfen [211]. In humanen, Maus- und Ratten-β-Inselzellen 

konnte eine Aktivierung der UPR nach Behandlung mit IL-1β, TNF-α und IFN-γ gefunden 

werden [16]. 

Während also Inflammation in den beschriebenen Geweben ER-Stress-Marker zu induzieren 

vermag, wurde auch gezeigt, dass bestimmte ER-Stress-Signalwege wiederum Inflammation 

fördern können [212]. ER-Stress scheint in pathologisch inflammatorischen Settings an der 

Determinierung von Art, Dauer und Stärke der Immunantwort beteiligt zu sein [111, 184, 198]. 
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Mehrere Studien wiesen nach, dass ER-Stress die inflammatorische Antwort verstärken kann. 

So zeigten beispielsweise Makrophagen, die mit dem TLR4-Agonisten LPS und dem ER-Stressor 

Tunicamycin behandelt wurden, eine deutlich höhere IFN-β und IL-6 Expression, als solche 

Zellen, die nur mit einer der beiden Substanzen allein inkubiert wurden [114, 169]. Dieser 

synergistische Effekt scheint abhängig von der Anwesenheit des, für ER-Stress 

charakteristischen, Transkriptionsfaktors XBP1 zu sein, denn in XBP1-defizienten J774-

Makrophagen konnte diese maximale Immunantwort nicht ausgelöst werden [114, 115]. 

In humanen dentritischen Zellen konnte man eine vielfach höhere Induktion von IL-23 nach 

kombinierter Behandlung mit Tunicamycin und LPS messen, als nach alleiniger TLR4-

Stimulation [47]. In Makrophagen wurde ein Synergismus von LPS und den ER-Stressoren 

Tunicamycin und Thapsigargin bzgl. IL-12 und IL-23 Expression gezeigt [85, 169].  

Kontrovers zu dieser beobachteten synergistischen Wirkung von ER-Stress und TLR4-

Signalvermittlung, gibt es auch Studien, die wiederum inhibierende Eigenschaften von ER-

Stress auf die proinflammatorische Antwort beschreiben. Zum Beispiel konnte in RAW 246.7 

Makrophagen nachgewiesen werden, dass Tunicamycin und Brefeldin A (ein weiterer ER-

Stressor), die durch LPS stimulierte Expression von iNOS abschwächen [64]. Auch wird die 

Rolle von NFκB bei der Vermittlung dieser Inhibition gegensätzlich diskutiert [58, 82, 144]. 

Hayakawa et al. [58] erklären, dass ER-Stress in Mesangiumzellen die durch TLR4-Stimulation 

ausgelöste Aktivierung von NFκB reduziert. Auch Kim et al. [82] beschreiben in ihrer Arbeit, 

dass Tm in Makrophagen eine TLR4-induzierte Inflammation durch Supprimierung von NFκB 

abzuschwächen vermag. Ohta et al. [144] wiederum gehen durch Ihre Expermimente mit 

VSMCs davon aus, dass die Inhibition von LPS-induzierter iNOS-Synthese durch Tm nicht durch 

eine Abschwächung von NFκB vermittelt wird.  

Das Zusammenspiel von ER-Stress und Immunsystem ist noch nicht gänzlich verstanden und 

scheint u.a. abhängig vom Zelltyp zu sein, wobei Makrophagen derzeit die am besten 

untersuchten Zellen in dieser Fragestellung sind.  

Es gibt einige Arbeiten, die den Zusammenhang von ER-Stress und TLR-Aktivierung in 

Makrophagen bei der Pathogenese der Atherosklerose untersuchen. In den meisten in vitro 

Experimenten wird eine hohe Dosis von ER-Stressoren eingesetzt, was möglicherweise das 

volle Spektrum der UPR auslöst. Jedoch sind Makrophagen in atherosklerotischen Läsionen 

wahrscheinlich eher dezenterem ER-Stress ausgesetzt und benötigen einen „second hit“ um 

apoptotisch zu werden [215]. Einige Forschungsergebnisse legen nahe, dass die Aktivierung 

von PRRs, wie Toll-like-Rezeptoren, als „second hit“ fungiert und bei Makrophagen, die nur 

einem geringem ER-Stress-Niveau unterliegen, die Apoptose herbeiführt [177]. 

Nicht nur bei der Pathogenese der Athersklerose, sondern auch bei der Entwicklung bzw. 

Progression diverser anderer chronischer Erkrankungen, wie z.B. Diabetes, COPD und 

chronischen Darmerkrankungen, haben Forscher einen Zusammenhang von Inflammation 

und ER-Stress herstellen können [42]. Aus diesem Grund soll diese Interaktion auch bzgl. der 

Entstehung der arteriellen Hypertonie untersucht werden. 
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1.7 Fragestellung 

Toll-like-Rezeptor-Signalvermittlung und ER-Stress scheinen, wie zuvor beschrieben, beide 

unabhängig voneinander eine Rolle bei der Entwicklung der arteriellen Hypertonie zu spielen. 

Jedoch gibt es bislang kaum Forschungsarbeiten, die auf zellulärer Ebene, in VSMC die 

genauen Signalkaskaden untersuchen, die möglicherweise zu einer gesteigerten Kontraktilität 

und somit blutdrucksteigernden Wirkung der beiden Mechanismen führen könnten. Der 

Einfluss von innatem Immunsystem und UPR auf die Kontraktilität soll anhand der Aktivität 

der Rho-Kinase und der Phosphorylierung von MYPT1 untersucht werden. 

Zudem wurde in den letzten Jahren ausgedehnt an der Verbindung von ER-Stress und dem 

angeborenen Immunsystem geforscht, und u.a. ein Synergismus bzgl. der Zytokinsynthese 

gefunden (Siehe Abschnitt 1.6). Diese Studien wurden jedoch hauptsächlich an Zellen des 

Immunsystems, wie Makrophagen und dentritischen Zellen durchgeführt. In nicht-

immunologischen Zellen, wie den VSMCs gibt es dazu, unseres Wissens nach nur eine 

Untersuchung an SMCs aus der Aorta von Ratten. Aus diesem Grund möchten wir das 

Zusammenwirken von UPR und TLR4 in VSMCs weiter durchleuchten. Es soll gezeigt werden 

ob zeitgleiche TLR4-Aktivierung und ERS synergistische Effekte auf die Expression 

proinflammatorischer Zytokine haben und ob ein Synergismus auch hinsichtlich der 

Kontraktilität von VSMCs in Form der Rho-Kinase-Aktivität und Phosphorylierung der MLCP 

besteht. Außerdem möchten wir klären, inwieweit die gegenseitige Beeinflussung von TLR4 

und ERS durch NF-κB bzw. XBP-1 vermittelt wird.  

Die Synthese proinflammatorischer Zytokine durch TLR4-Stimulation konnte in VSMCs bereits 

bewiesen werden [200]. Jedoch gibt es nur wenig Evidenz dafür, dass auch ER-Stress in der 

Lage ist, die Produktion inflammatorischer Mediatoren, wie IL-6 oder IL-8 zu induzieren. Diese 

Fähigkeit scheint ausgeprägt zellspezifisch zu sein und konnte bislang hauptsächlich in 

Krebszellen, Epithelzellen oder Endothelzellen nachgewiesen werden [48, 109, 113]. In der 

vorliegenden Arbeit soll diese Eigenschaft auch in VSMCs gezeigt wurden.  

Insgesamt soll diese Arbeit invitro den Zusammenhang zwischen Immunsystem, 

Inflammation, ER-Stress und Kontraktilität der VSMCs untersuchen, um somit die komplexen 

Pathomechanismen bei der Entstehung der primären art. Hypertonie weiter aufzuklären und 

eventuell neue Behandlungsstrategien zu eröffnen.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und technisches Zubehör 

Analysewaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Autoklav, H+P/Varioklav Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Biophotometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Blockthermostat HBT130 HLC Ditabis, Pforzheim, Deutschland 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Combispin FVL-2400N Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Cryostorage System 10K Taylor Wharton, Minnetonka, USA 
FLUOstar Omega Multidetection Microplate 
Reader 

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland 

Gefrierschränke Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
HERAsafe Sterilwerkbank Heraeus, Hanau, Deutschland 
Horizontalschüttler K15/500 Noctua, Mössingen, Deutschland 
iCycler Thermal Cycler MyiQ Bio-Rad, Hercules, USA 
Inkubator, HERAcell Heraeus, Hanau, Deutschland 
INTAS ChemoCam Imager Intas Science Imaging, Göttingen, 

Deutschland 
INTAS Gel iX Imager Intas Science Imaging, Göttingen, 

Deutschland 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Mikroskop Leica MZ Leica, Wetzlar, Deutschland 
Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad, Hercules, USA 
Mini-Sub Cell GT System Bio-Rad, Hercules, USA 
pH-Meter Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Pipettierhilfe accu-jet Brand, Wertheim, Deutschland 
Plattformschüttler Duomax 1030 Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Powerpac 1000 Bio-Rad, Hercules, USA 
Schüttelwasserbad SW21 Julabo, Seelbach, Deutschland 
Thermo EC 3000P Programmable Controller Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Thriller Thermo-Inkubationsmischer Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Vortex Mixer Neolab, Heidelberg, Deutschland 
Wasseraufbereitungssystem Merck Millipore, Billerica, USA 
XCell Sure Lock Mini Cell – novex Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Zentrifuge, Multifuge 3L-R Heraeus, Hanau, Deutschland 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Blotting Sandwich Immobilon-P Membran 
(PVDF) 

Merck Millipore, Billerica, USA 

CELLSTAR Serologische Pipetten Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 
Falcons BD, Franklin Lakes, USA 
iCycler iQ PCR Plates 96-well Bio-Rad, Hercules, USA 
PCR Sealers Microseal `B` Film Bio-Rad, Hercules, USA 
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Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Spritzen B.Braun, Melsungen, Deutschland 
Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zählkammer C-Chip Neubauer improved Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Zellkulturflaschen TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellschaber TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellkulturschalen TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellsieb BD, Franklin Lakes, USA 
Zellkulturtestplatte 96F TPP, Trasadingen, Schweiz 

 

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits 

AptaTaq Fast DNA-Polymerase Roche Applied Science, Penzberg, 
Deutschland 

Aqua ad injectabilia B.Braun, Melsungen, Deutschland 
BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce    Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Β-Mercaptoethanol ≥99% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Cell Lysis Buffer (10x) Cell Signaling, Cambridge, UK 
Destilliertes Wasser, steril B.Braun, Melsungen, Deutschland 
DMSO (Dimethyl Sulphoxide) (Hybri-Max) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
DNAse I EURx, Gdansk, Polen 
DTT (DL-Dithiothreitol solution 1M in H2O) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium - high 
glucose 

Sigma-Adrich, St. Louis, USA 

Dulbeccos’s PBS (Phosphate Buffered Saline) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Elastase  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ethanol Rotipuran ≥ 99,8 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma, Aldrich, St. Louis, USA 
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) Sigma, Aldrich, St. Louis, USA 
HCl (Hydrochloric Acid) 37% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
iQ SYBR Green Supermix Bio-Rad, Hercules, USA 
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad, Hercules, USA 
Kaliumchlorid Merck Millipore, Billerica, USA 
LPS (Lipopolysaccharides from E. coli 055:B5) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Luminata Classico Western HRP Substrate Merck Millipore, Billerica, USA 
Luminata Forte Western HRP Substrate Merck Millipore, Billerica, USA 
Methanol Apotheke Klinikum Rechts d. Isar, München, 

Deutschland 
NaCl (Sodium chloride) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
NuPAGE novex 4-12% Bis-Tris Protein Gels Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
NuPAGE novex LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
NuPAGE novex MOPS SDS Running Buffer 
(20x) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

NuPAGE novex Transfer Buffer (20x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
PathScan Phospho-NF-κB p65 (Ser536) 
Sandwich ELISA Kit 

Cell Signaling, Cambridge, UK 
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PCR Nucleotide Mix 10mM je Nukleotid 
(dNTP) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

peqGOLD O'range 50 bp DNA-Leiter Peqlab, Erlangen, Deutschland 
peqGOLD Universal Agarose Peqlab, Erlangen, Deutschland 
peqGREEN DNA/RNA Dye Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
PMSF (Phenylmethansulfonyl Fluorid) Cell Signaling, Cambridge, UK 
Precision Plus Protein Dual Color Standards Bio-Rad, Hercules, USA 
Reblot-Plus Strong Solution (10x) Merck Millipore, Billerica, USA 
Rho Kinase (ROCK) Activity Assay Kit 96-Well Cell Biolabs, San Diego, USA 
Soybean Trypsin Inhibitor Life Technologies, Carlsbad, USA 
TAE (Tris Acetate-EDTA buffer) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
TRIS Hydrochloride Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA 0,05% gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Tunicamycin from Streptomyces sp. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Universal RNA Purification Kit EURx 
GeneMatrix 

Roboklon, Berlin, Deutschland 

 

2.1.4 Antikörper 

Erstantikörper 

Antikörper Konjugat Spezies Molekulargewicht Hersteller Verwendung 

Anti-Maus 
GAPDH 

un-
konjugiert 

Kaninchen 37 kDa Cell Signaling, 
Cambdridge, 
USA 

Westernblot 

Anti-Maus 
pMYPT1 

un-
konjugiert 

Kaninchen 140 kDa Cell Signaling, 
Cambdridge, 
USA 

Westernblot 

Anti-Maus 
MYPT1 

un-
konjugiert 

Kaninchen 140 kDa Cell Signaling, 
Cambdridge, 
USA 

Westernblot 

Tabelle 1: Eigenschaften der Erstantikörper 

Zweitantikörper 

Antikörper Konjugat Spezies Hersteller Verwendung 

Anti-Kaninchen IgG HRP Ziege Santa Cruz, Dallas, USA Westernblot 
Tabelle 2: Eigenschaften der Zweitantikörper 

 

2.1.5 Primer 

Die Primersequenzen wurden mit dem Programm CLC Workbench entworfen und die 

Primerspezifität mit dem BLAST Algorithmus überprüft. Die Synthese erfolgte durch Sigma 

Aldrich, St.Louis, USA. 
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Gen Vorwärts Rückwärts 

GAPDH 5‘-TCGGTGTGAACGGATTTGGC 5‘-TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG 

iNOS 5‘-TGGGGCAGTGGAGAGATTTT 5‘-TCTGGTCAAACTCTTGGGGT 

IL-6 5‘-CTGGGAAATCGTGGAAATGA 5‘-ACTCTGGCTTTGTCTTTCTTG 

XBP1 5‘-ACACGCTTGGGAATGGACAC 5‘-CCATGGGAAGATGTTCTGGG 
Tabelle 3: Primer 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Isolation und Kultivierung primärer glatter Gefäßmuskelzellen (VSMCs) 

Die verwendeten Wildtyp Mäuse (C57BL/6J), stammen von Charles River (Sulzfeld, 

Deutschland), die TLR4-/- Mäuse wurden ursprünglich vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

Me., USA) bezogen. Beide Typen wurden in Eigenzucht im ZPF (Zentrum für Präklinische 

Forschung der TU München) in temperaturregulierten Käfigen im 12 Stunden Hell-Dunkel-

Zyklus weitergehalten. Sämtliche Versuche fanden im Einklang mit den gesetzlichen 

Tierschutzrichtlinien statt. 

Die Isolation der VSMCs erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Kobayashi et al. [86] 

durch enzymatische Verdauung in einer Lösung aus Kollagenase Typ II 1mg/ml, Soybean 

Trypsin Inhibitor 1mg/ml (Life Technologies, Carlsbad, USA) und Elastase 0.744u/ml (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) in Hank‘s Balanced Salt Solution (HBSS, Life Technologies). Die Aorten 

zweier Mäuse wurden nach Entnahme zunächst vom perivaskulären Fett- und Bindegewebe 

befreit und für 10 Minuten in der beschriebenen Lösung vorverdaut. Darauffolgend wurde die 

Adventitia entfernt, die Aorten der Länge nach aufgeschnitten und die Intima vorsichtig 

ausgeschabt. Im Anschluss wurden die Aorten für 1 Stunde bei 37°C enzymatisch verdaut. 

Nach Digestion wurden sie in einen 100 µm Cell Strainer (BD, Franklin Lakes, USA) gegeben 

und anschließend für eine Woche in 3 Wells einer 48 Well-Platte ruhen gelassen.  

Die Homogenität der Kultur wurde anhand der Expression von α-smooth muscle actin, 

Calponin und Smoothelin geprüft. Bis zur dritten Passage wurden die Zellen in Dulbecco’s 

modified Eagle‘s Medium (DMEM) mit 4,5 mg/l Glucose, 2 mM L-Glu kultiviert. Das Medium 

wurde zusätzlich mit 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 20% FBS (Fetal Bovine 

Serum) angereichert. Nach der dritten Passage wurde das Medium auf 10% FBS reduziert. Am 

Tag vor den Experimenten wurde auf Medium mit 2%FBS gewechselt.  

Das Medium wurde 3 Mal wöchentlich gewechselt. Nach Absaugen des alten Mediums 

wurden die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen und anschließend 

frisches Medium zugesetzt. Zum Splitten der Zellen wurde Trypsin/EDTA verwendet. Die 

Anzahl der Zellen wurde mit einer 10 μl Zählkammer (C-Chip, Neubauer Improved) berechnet 

und die Zellen auf 100 mm Zellkulturschalen für Proteinanalysen oder 60 mm Schalen für RNA-

Analysen verteilt. 

 

2.2.1.2 Zellexperimente 

Im Rahmen eines Experimentes wurden die VSMCs mit LPS 1 µg/ml, welches in PBS gelöst 

wurde und Tunicamycin 1 µg/ml, in DMSO gelöst, behandelt. Außerdem wurde mit einer 
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Kombination von LPS und Tunicamycin je 1 µg/ml behandelt. Der Kontrolle und den mit LPS 

behandelten Zellen wurde 1 µl/ml DMSO hinzugefügt, da Tunicamycin in diesem in Lösung 

gebracht wurde. Die WT VSMCs wurden mit den genannten Substanzen bzw. der Kombination 

LPS+Tm 1, 4, 8 und 12 Stunden inkubiert. Die TLR4-/- Zellen wurden lediglich 1 und 12 Stunden 

behandelt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 90% erreicht hatten wurden sie 

geerntet. Für die Experimente wurden Zellen zwischen der 7. bis maximal 13. Passage 

verwendet.  

 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 RNA Isolation 

Die Zellen wurden nach dem Protokoll des GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit der 

Firma Roboklon in 400 µl RL-Puffer mit 4 µl β-Mercaptoethanol geerntet, durch Vortexen 

homogenisiert und anschließend in die im Kit bereitgestellten Homogenisierungssäulen 

überführt. Alle weiteren Schritte zur Isolation der RNA inklusive des optionalen Schritts des 

DNase-Verdaus erfolgten gemäß dem Protokoll des Herstellers. Die Elution erfolgte in 40 µl 

RNase-freiem Wasser. Die Proben wurden im Anschluss umgehend auf Eis gelagert. 

 

2.2.2.2 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit dem Biophotometer der Firma 

Eppendorf, indem die optische Dichte (OD) der einzelnen Proben bei einem 

Verdünnungsfaktor von 1:50 und einer Wellenlänge von 260 nm gemessen wurde. Als Blank 

wurde RNase-freies Wasser verwendet. Die Konzentrationen wurden automatisch berechnet, 

sowie weitere Angaben zum Reinheits- und Kontaminationsgrad der Proben vom Gerät 

bestimmt. 

 

2.2.2.3 Reverse Transkription 

Um Genexpressionsanalysen durchführen zu können, muss die RNA zunächst durch Reverse 

Transkription in einzelsträngige cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde das iScript cDNA 

Synthesis Kit der Firma BioRad verwendet. Der Ablauf erfolgte nach Herstellerprotokoll. 

Demnach setzt sich der Reaktionsansatz einer Probe wie folgt zusammen: 

 

5x iScript Reaction Mix         4 µl 
iScript Reverse Transkriptase 1 µl 
RNA-Template aus der RNA-Konzentration der Probe 

berechnete Menge für 1 µg RNA 
Nuklease freies Wasser Add 20 µl 

  
Gesamtvolumen 20 µl 

 

Die Reaktionsgemische wurden zentrifugiert und nach folgendem Protokoll umgeschrieben: 

05 Minuten bei 25°C  

30 Minuten bei 42°C  

05 Minuten bei 85°C  
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Die so gewonnene cDNA wurde anschließend auf 4 °C abgekühlt und bei -80 °C gelagert. 

 

2.2.2.4 Real-Time PCR  

Die Real-Time PCR, eine Vervielfältigungsmethode für bestimmte DNA-Sequenzen, die 

zusätzlich eine Quantifizierung des Produkts erlaubt, wird mit Hilfe von Fluoreszenz-

Messungen in Echtzeit durchgeführt. 

Für die RT-PCR wurde der iQ SYBR Green Supermix von BioRad verwendet, der den 

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I enthält. Dieser zeigt in Lösung nur minimale Fluoreszenz, 

an dsDNA gebunden verstärkt sich die Fluoreszenz jedoch auf das bis zu 1000-fache. Während 

der PCR steigt das Fluoreszenzsignal proportional zur Menge des Amplifikationsproduktes. 

Alle Proben wurden in Dubletten in einer iCycler iQ PCR 96-well Platte (Bio-Rad) gemessen. Es 

wurden 2 verschiede Gemische angesetzt:  

 

Mix1 für jede zu messende Probe und die Negativkontrolle bestehend aus:  

0,5 µl cDNA + 9,5 µl ddH2O → 10 µl pro Well 

 

Mix2 für jedes zu bestimmende Gen bestehend aus: 

2,5 µl Primermix (Primer vorwärts und rückwärts je 3 µM) + 12,5 µl SYBR Green Supermix  

→ 15 µl pro Well  
 

Gesamtvolumen pro Well:      25 µl  

 

Verwendetes PCR-Protokoll: 

 

Cycle Repeats Step Time (Min) Setpoint (°C)  

1 1x 1 03:00 95 

2 40x 1 00:10 95 

2 00:30 60 

3 1x 1 01:00 95 

4 1x 1 01:00 55 

5 81x 1 00:10 55 
Tabelle 4: RT-PCR-Protokoll 

Die Auswertung erfolgte mit Excel aus den mittleren Treshold Cycle (CT)- Werten, wobei ein 

maximaler Unterschied von 1 zwischen den Dubletten einer Probe akzeptiert wurde. Der CT-

Wert entspricht dem Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz größer wird als die 

Hintergrundfluoreszenz.  Die Ergebnisse wurden anhand der Werte von GAPDH normiert und 

als Vielfaches der Kontrolle ausgedrückt. Folgende Gene wurden untersucht: 

 

Gen Vorwärts Rückwärts 

GAPDH 5‘-TCGGTGTGAACGGATTTGGC 5‘-TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG 

iNOS 5‘-TGGGGCAGTGGAGAGATTTT 5‘-TCTGGTCAAACTCTTGGGGT 

IL-6 5‘-CTGGGAAATCGTGGAAATGA 5‘-ACTCTGGCTTTGTCTTTCTTG 
Tabelle 5: Primer-Sequenzen für RT-PCR 
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2.2.2.5 Qualitative PCR 

Die traditionelle qualitative PCR wurde eingesetzt um anhand der anschließenden 

Gelelektrophorese darzustellen, dass das gesuchte Gen (XBP1) in einer gespleißten und 

ungespleißten Form vorliegt und sich somit bei Betrachtung unter UV-Licht zwei übereinander 

liegende Banden unterschiedlicher Größe zeigen. Zur Normierung bzw. Kontrolle wurde 

GAPDH eingesetzt. Die Primer-Sequenzen lauten wie folgt: 

 

Gen Vorwärts Rückwärts 

GAPDH 5‘-TCGGTGTGAACGGATTTGGC 5‘-TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG 

XBP1 5‘-ACACGCTTGGGAATGGACAC 5‘-CCATGGGAAGATGTTCTGGG 
Tabelle 6: Primer-Sequenzen für qualitative PCR 

 

Für die klassische PCR wurde das AptaTaq Fast DNA-Polymerase Kit der Firma Roche 

verwendet. Der PCR Nukleotid Mix stammt von SIGMA. Der Reaktionsansatz wurde nach dem 

Herstellerprotokoll von Roche für jede Probe wie folgt erstellt: 

 

Wasser, PCR Grad 8,8 µl 
AptaTaq Fast DNA Polymerase Buffer 4 µl 
PCR Nukleotide Mix 0,4 µl 
MgCl2 2 µl 
Vorwärts Primer, 10 µM 1 µl 
Rückwärts Primer, 10 µM 1 µl 
AptaTaq Fast DNA Polymerase 0,8 µl 

→ Gesamtvolumen                                                  18 µl 

 

Dem Reaktionsgemisch wurden anschließend 2 µl cDNA der jeweiligen Probe zugefügt. Die 

PCR lief nach folgendem Protokoll ab: 

 

Cycle Repeats Step Time (Min) Setpoint (°C ) 

1 1x 1 02:00 95 

2 35x 1 00:30 94 

2 00:45 55 

3 00:45 72 

3 1x 1 07:00 72 

4 1x 1 ∞ 04 
Tabelle 7: PCR-Protokoll 

2.2.2.6 Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese wird genutzt, um DNA Banden anhand von Größe bzw. Gewicht 

aufzutrennen. Die DNA wird dabei in ein Agarosegel geladen. Aufgrund ihrer negativen Ladung 

bewegt sie sich von der Kathode zur Anode durch die Poren der polymerisierten Agarose. 

Während die DNA das Gel passiert trennen sich die verschiedenen Banden anhand ihrer Größe 

auf, wobei die kürzeren schneller wandern als die langen. Die Rasterung des Gels wird durch 

die Porengröße bestimmt, die wiederum durch die Konzentration der Agarose determiniert 

ist.  
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Hier wurde ein 3%iges Gel verwendet, welches durch Erhitzen von 3 g Agarose-Puder (peqlab) 

in 100 ml Elektrophoresepuffer (1x TAE) erzeugt wurde. Nachdem sich die Agarose vollständig 

aufgelöst hat und eine klare durchsichtige Flüssigkeit entstanden ist, wurde diese bei 

Raumtemperatur einige Minuten abgekühlt und anschließend bis zu einer Dicke von etwa 4 

mm in die Elektrophoresekammer gegossen, wo sie sich nach einiger Zeit verfestigt. Die 

Kammer wurde dann mit 1xTAE (pH=8) aufgefüllt und der zuvor eingesetzte Spurkamm wurde 

entfernt. Ladepuffer und Marker stammen von peqlab (peqGOLD O'range 50 bp DNA-Leiter). 

Je 18 µl der jeweiligen DNA-Probe wurden mit 4 µl Ladepuffer gemischt und entsprechend 

einer gewählten Anordnung in die Spuren pipettiert. Vom Marker wurden  

15 µl in eine Spur verabreicht. Die Elektrophorese lief im Anschluss für 1,5 h bei 50 V. 

Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel in einen Behälter mit 50 ml 1xTAE und 5 µl 

peqGreen DNA-Farbstoff (peqlab) gelegt und für 30 Min auf einen Horizontalschüttler gestellt. 

Anschließend wurde das so eingefärbte Gel in 50 ml ddH2O auf dem Schüttler gewaschen, um 

überschüssigen Farbstoff zu entfernen. Das Ergebnis der Elektrophorese wurde danach unter 

UV-Licht (INTAS Gel iX Imager) betrachtet und passende Aufnahmen des Gels gespeichert. 

 

2.2.3 Biochemische Methoden 

2.2.3.1 Proteinisolation 

Die VSMCs wurden mit 400 µl 1x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling), der mit 1 mM PMSF versetzt 

war, geerntet. Weitere Schritte erfolgten gemäß dem Herstellerprotokoll von Cell Signaling. 

Nach 10-minütigem Zentrifugieren wurden die Überstände aus den Reaktionsgefäßen 

aliquotiert und bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. 

 

2.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Proteinkonzentration in den Proben wurde mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce) 

gemessen. Als Standard diente die im Protokoll des Kits beschriebene Albumin (BSA)-

Verdünnungsreihe (2000; 1000; 500; 250; 125; 50; 25 und 0 µg/ml). Jeweils 10 µl Standard 

oder Proteinprobe wurden in Dubletten in eine 96-Well-Platte pipettiert und 200 µl 

Substratlösung (50 Teile Reagenz A+ 1 Teil Reagenz B) hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit 

von 30 Min bei 37°C wurde die Absorption im FLUOstar Omega Multidetection Microplate 

Reader von BMG Labtech bei einer Wellenlänge von 565 nm bestimmt. 

 

2.2.3.3 Westernblot 

Bei einem Westernblot werden Proteine durch SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) elektrophoretisch anhand ihrer Größe aufgetrennt und 

anschließend auf eine Membran übertragen. Das gesuchte Protein kann über einen 

spezifischen Antikörper detektiert werden und durch die Chemolumineszenz eines HRP-

gekoppelten Zweitantikörper schließlich sichtbar gemacht werden. Damit ist es möglich 

einzelne Proteine zu identifizieren und über eine Densitätsanalyse auch quantitative Aussagen 

über diese zu treffen. 

Die Proteinproben wurden mit NuPAGE LDS Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific) und DL-

Dithiothreitol (Sigma) für 10 Min bei 90 °C erhitzt und anschließend in ein 4-12 % Bis-Tris 
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Protein Gel (Thermo Fisher Scientific) geladen. Als Marker wurde der Precision Plus Protein 

Dual Color Standards von Bio-Rad verwendet. Die Gelelektrophorese lief mit 1x MOPS SDS 

Running Buffer (Thermo Fisher Scientific) für 2 h bei 200 V.  

Nach Ablauf der Elektrophorese und Äquilibrieren von Gel, Membran, Filterpapieren und 

Schwämmen in Transferpuffer erfolgte der Membrantransfer mittels Wet-Transfer-System 

(Bio-Rad) auf PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen. Der Transfer lief für 16 h bei 30 V und 

90 mA und einer Temperatur von 4 °C. Die Membranen wurden danach für 1 h in 5 % BSA in 

TBS-Tween (TBST) geblockt und mit folgenden Primärantikörpern inkubiert: 

 

Antikörper Konzentrati
on 

Inkubationsz
eit 

Molekulargewicht Hersteller 

Anti-Maus 
GAPDH 

1:15000 1 h 37 kDa Cell Signaling 

Anti-Maus 
pMYPT1 

1:800 Über Nacht 140 kDa Cell Signaling 

Anti-Maus 
MYPT1 

1:800 Über Nacht 140 kDa Cell Signaling 

Tabelle 8: Westernblot Primärantikörper 

Im Anschluss wurden die Membranen mit TBST gewaschen und mit nachstehenden 

Sekundärantikörper inkubiert.  

 

Antikörper Konzentration Inkubationszeit Hersteller 

Anti-Kaninchen IgG 
(HRP- Konjugat) 

1:15000 40 Min bei RT° Santa Cruz, Dallas, USA 

Tabelle 9: Westernblot Sekundärantikörper 

Zur Detektion wurde für GAPDH Luminata Classico und für pMYPT1 bzw. MYPT1 Luminata 

Forte Western HRP Substrate von Millipore verwendet. Die Aufnahmen wurden mit dem 

INTAS ChemoCam Imager gemacht und anschließend mit dem Programm ImageJ 

densitometrisch ausgewertet, um quantitative Aussagen treffen zu können. Die Densität der 

GAPDH-Banden wurde bestimmt, um mit deren Hilfe die densitometrischen Werte von 

pMYPT1 und MYPT1 zu normalisieren. 

 

2.2.4 Immunologische Methoden 

2.2.4.1 Enzymimmuno Assay (ELISA) 

Es wurden zwei verschiedene ELISA-Verfahren angewendet: Zum einen ein Sandwich-ELISA, 

um in den Proben Phospho- NFκB nachzuweisen und zum anderen ein Immunoassay um die 

Rho-associated-Kinase (ROCK)-Aktivität zu bestimmen.  

Für erstgenannten Assay wurde das PathScan Phospho- NFκB p65 Sandwich ELISA Kit von Cell 

Signaling verwendet und protokollgemäß ausgeführt. Hierbei sind die mitgelieferten 

Microwells bereits mit einem Phospho- NFκB p65 – Mausantikörper beschichtet und können 

direkt mit dem Zelllysat inkubiert werden. Das in den Proben enthaltene Phospho- NFκB p65 

Protein wird so an die Antikörperbeschichtung gebunden und kann nach mehrmaligem 
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Waschen durch Zugabe von NFκB p65 – Kaninchenantikörper detektiert werden. Im nächsten 

Schritt wird HRP-konjugiertes Anti-Kaninchen IgG eingesetzt, um den Nachweisantikörper zu 

erkennen. Zuletzt wird ein HRP-Substrat hinzugefügt, um die Farbe zu entwickeln. Die OD 

dieser Farbentwicklung verhält sich proportional zur Quantität von Phospho- NFκB p65. Die 

Werte wurden im FLUOstar Omega Multidetection Microplate Reader (BMG Labtech) 

gemessen, in Excel ausgewertet und als Prozentsatz bezogen auf die Kontrolle angegeben. 

Der zweite ELISA wurde mit dem 96-well ROCK Activity Assay Kit der Firma Cell Biolabs nach 

deren Protokoll durchgeführt. Mit diesem Kit kann die spezifische Phosphorylierung von 

MYPT1 an der Aminosäure Thr696 durch ROCK nachgewiesen werden. Die Mikrotiterplatte ist 

mit rekombinantem MYPT1 beschichtet. Nachdem die Wells mit den Proben inkubiert worden 

sind, kann das phosphorylierte MYPT1 mit einem Anti-Phoshpho-MYPT1 (Thr696) Antikörper 

detektiert werden. Nach Zugabe eines HRP-konjugierten Sekundärantikörper und dem 

zugehörigen Substrat kann eine Farbentwicklung beobachtet werden, deren OD ebenfalls im 

FLUOstar Omega Multidetection Microplate Reader bestimmt wurde und in Excel als 

Prozentsatz verglichen mit der Kontrolle berechnet wurde. 

2.3 Statistik 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung von mindestens 3 Wiederholungen 

eines Experiments angegeben. Es wurde darauf geachtet, dass bei den Wiederholungen 

zumindest 2 verschiedene Zelllinien verwendet wurden. Die Daten wurden mit einem Oneway 

ANOVA und dem Holm Sidak‘s multiple comparisons test statistisch ausgewertet. Ein 

Wahrscheinlichkeitswert von p<0,05 wurde als signifikant betrachtet. Die Statistik wurde mit 

Graphpad Prism 6.0 erhoben. 
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3. Ergebnisse 

3.1 VSMC WT 

Der Übersicht wegen sollen zunächst nur die Ergebnisse der Experimente in Wildtyp-

Gefäßmuskelzellen präsentiert werden, bevor im Abschnitt 3.2 auf die Ergebnisse der TLR4-

Knockout Zellen eingegangen wird.  

 

3.1.1 LPS und ER-Stress induzieren in VMSCs die Expression von IL-6 und iNOS 

Zunächst wurde überprüft, ob in glatten Gefäßmuskelzellen aus der Aorta von Wildtyp-

mäusen durch Stimulation mit LPS eine klassische Immunantwort in Form von IL-6-

Ausschüttung hervorgerufen werden kann. Dies soll nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese 

durch eine Expressionsanalyse per RT-PCR untersucht werden. 

Bei Stimulation der VSMCs (WT) mit LPS (1 µg/ml) konnte mit Hilfe der RT-PCR sowohl nach 1, 

4, 8, als auch nach 12 Stunden Inkubationszeit eine vermehrte Expression von IL-6 im Vergleich 

zur Kontrolle festgestellt werden. Am stärksten fiel die proinflammatorische Reaktion nach 4 

Stunden Behandlungszeit mit LPS aus. Hier stieg der Interleukin-Level im Mittel auf knapp das 

90-fache. Nach längerer Stimulation sinken die Werte wieder bis auf das 14-fache nach 12h.  

Nach Inkubation der Zellen mit dem ER-Stressor Tunicamycin für 4, 8 und 12 Stunden konnte 

ebenfalls eine erhöhte Expression von IL-6 gemessen werden. Verglichen mit den LPS-

behandelten Proben fiel diese jedoch deutlich geringer aus. So konnte die maximale Wirkung 

von Tunicamycin nach 4 bis 8 Stunden registriert werden, hier wurde im Mittel eine 9,5- bzw. 

8,5-fache Menge des Amplifikationsproduktes gemessen. Nach 12 Stunden nimmt die 

Wirkung wieder ab. Die 1-stündige Behandlung erbrachte nur eine 1,6-fache Erhöhung im 

Vergleich zur Kontrolle. Der zeitliche Verlauf ähnelt im Prinzip dem nach LPS-Stimulation, 

jedoch insgesamt auf einem wesentlich geringeren Niveau. 

Als weiterer Marker der inflammatorischen bzw. septischen Reaktion in den Wildtyp-

Gefäßmuskelzellen, wurden die Proben ebenfalls mittels RT-PCR auf die Menge an iNOS-

mRNA untersucht. In den mit LPS (1 µg/ml) behandelten Proben konnte zu allen 4 gewählten 

Zeitpunkten (1, 4, 8, 12h) eine höhere Menge des Produktes festgestellt werden als in der 

unbehandelten Kontrolle. Der zeitliche Verlauf verhält sich ähnlich wie bei IL-6, mit der 

höchsten Ausbeute nach 4 stündiger Inkubation. Hier wurde im Mittel mehr als die 7000-fache 

Produktmenge erreicht. Inkubiert man länger, fällt die Menge des Amplifikations-produktes 

auf das knapp 200-Fache nach 12h. Zu Beginn, nach 1 stündiger Stimulation mit LPS gibt es 

nur eine relativ schwache Verstärkung der Expression von iNOS (25-fach).  

Unter ER-Stress ändert sich die Expression der induzierbaren NO-Synthase deutlich weniger 

stark als nach TLR4-Aktivierung. iNOS wird, wie IL-6, zu Beginn nach einstündiger Behandlung 

mit Tm noch kaum induziert (2,4-fach). Die maximalen Werte befinden sich nach 8 Stunden 

um das 63-Fache der unbehandelten Probe (Vgl. Maximum nach 4h LPS: 7387-fach). Nach 12 

h fällt die Expression wieder stark ab (5,9-fach). 

Wir stellen somit eine ausgeprägte proinflammatorische Immunantwort in VSMCs nach TLR4-

Stimulation fest, die zeitabhängig zunächst stark ansteigt und dann im Verlauf wieder abfällt. 

Ebenso führt ER-Stress in VSMCs zu einer zeitabhängigen low-grade Inflammation, in Form 
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Abb. 6 a-d: zeitabhängige IL-6 und iNOS- Expression in VSMC WT nach Stimulation mit LPS bzw. Tm 
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von erhöhter IL-6 und iNOS-Expression, die jedoch deutlich geringer ausfällt als nach LPS-

Behandlung.   

 
 

 
 

 
 

VSMCs WT wurden mit 1 µg/ml LPS (6a, b) oder 1 µg/ml Tunicamycin (6c, d) für 1, 4, 8 und 12h behandelt (jeweils 

n=4). Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine RT-PCR durchgeführt um die Expressionslevel von 

IL-6 und iNOS in den Proben zu messen. Die Ergebnisse wurden aus den mittleren CT –Werten berechnet, anhand 

GAPDH normiert und in Relation zur Kontrolle als Vielfaches angegeben. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert 

mit Standardabweichung. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant betrachtet und ist im Graphen mit * 

gekennzeichnet. Säulen ohne * zeigen somit lediglich Tendenzen ohne Signifikanz. Zu beachten sind die 

unterschiedlichen Skalierungen der Graphen.  

 

3.1.2 Synergistische und inhibitorische Beeinflussung der LPS-induzierten pro-

inflammatorischen Immunantwort durch ERS 

Um zu testen ob TLR4-Aktivierung und ER-Stress einen synergistischen Effekt auf die 

proinflammatorische Reaktion in den Gefäßmuskelzellen haben können, wurden VMSCs mit 

LPS und Tm zusammen (je 1µg/ml) für 1, 4, 8 und 12 h inkubiert. In diesem Experiment konnte 
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Abb. 7 a,b: zeitabhängige IL-6 und iNOS Expression in VSMC WT nach Stimulation mit LPS, Tm oder LPS+ Tm 
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LPS und Tm stärker ansteigt als bei alleiniger Stimulation mit LPS. Der maximale synergistische 

Effekt trat bei 4 stündiger Behandlung auf. Hier war die IL-6-Expression im Mittel 3,5-fach 

höher als nach singulärer LPS-Stimulation. Zu den anderen Zeitpunkten konnte ebenfalls eine 

Aggravation festgestellt werden, jedoch in etwas geringerem Ausmaß. 

Bzgl. der iNOS-Expression scheint das Zusammenwirken von LPS und Tm etwas komplexer zu 

sein. Verabreicht man den ER-Stressor und LPS zusammen, kommt es ähnlich wie bei IL-6 nach 

4, 8 und 12h zu einem ausgeprägten aggravierenden Effekt. Nach 8 Stunden Inkubation mit 

der Kombination ist die Expression von iNOS fast 10-mal so hoch, wie nach alleiniger TLR4-

Stimulation. Interessanterweise kommt es allerdings nach 1 stündiger Behandlung nicht zu 

einem Synergismus, sondern zu einer Inhibition der LPS-induzierten iNOS-Expression. Die 

Menge des Amplifikationsproduktes beträgt hier bei gleichzeitiger Inkubation mit LPS und Tm 

im Mittel nur 27,5 % der Menge nach singulärer LPS-Behandlung und wird somit durch 

zusätzlichen ER-Stress abgeschwächt.   

ER-Stress scheint in unseren Versuchen also zeitabhängig zunächst einen inhibitorischen 

Effekt auf die LPS-induzierte iNOS-Expression haben und im Verlauf eine synergistische 

Wirkung zu entwickeln, die allerdings nach dem Maximum bei 8 Stunden wieder nachlässt. 

Zusammenfassend kann ER-Stress anscheinend in Abhängigkeit der Zeit und je nach 

untersuchtem Gen die pro-inflammatorische Antwort nach TLR4-Aktivierung sowohl 

verstärken als auch abschwächen.  

  

 
 

VSMCs WT wurden mit LPS 1 µg/ml, Tm 1 µg/ml oder LPS+Tm je 1 µg/ml für 1, 4, 8 und 12h behandelt (je n=4). 

Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine RT-PCR durchgeführt um die Expressionslevel von IL-6 

(7a) und iNOS (7b) in den Proben zu messen. Die Ergebnisse wurden aus den mittleren CT –Werten berechnet, 

anhand GAPDH normiert und in Relation zur Kontrolle als Vielfaches angegeben. Dargestellt ist jeweils der 

Mittelwert mit Standardabweichung. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant betrachtet und ist im Graphen 

mit * gekennzeichnet. Durch die Klammer mit * soll gezeigt werden, dass die kombinierte Behandlung signifikant 

höhere Ergebnisse erzielt als die alleinige LPS-Behandlung. 
 

3.1.3 LPS und Tm induzieren die Phosphorylierung von NFκB  

Um zu untersuchen ob in den murinen Gefäßmuskelzellen die inflammatorische bzw. 

immunologische Antwort nach TLR4-Aktivierung bzw. ER-Stress über den Transkriptionsfaktor 
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Abb. 8 a,b: Phospho-NF-κB in VSMC WT nach LPS- bzw. Tm-Stimulation 

 

 

 

 

 

Abb. 8a,b: Phospho-NF-κB in VSMC WT nach LPS- bzw. Tm-Stimulation 

 

 

 

 

NFκB vermittelt wird, wurde ein Phospho-NFκB p65 Sandwich ELISA durchgeführt, der den 

Gehalt an phosphoryliertem NFκB detektiert. Da nur das, durch Phosphorylierung, aktivierte 

Protein auf die Transkription wirken kann, ist dieser ELISA sensitiver als solche, die nur die 

Menge des vorliegenden Gesamt-NFκB messen, welche sich meist kaum ändert. 

Die mit LPS behandelten Zellproben zeigten zu jedem der 4 gewählten Zeitpunkte, also nach 

1, 4, 8 und 12h im Vergleich zur Kontrolle, eine vermehrte Phosphorylierung des Nuclear 

Factor κB. Die Induktion der Phosphorylierung ist gleich zu Beginn nach einer Stunde am 

ausgeprägtesten mit einer Steigerung der OD/mg Protein auf ca. 1400% bezogen auf die 

unbehandelte Probe. Bei längerer Inkubation fallen die gemessenen Werte von rund 270% 

nach 4h auf nur noch ca. 210% nach 8h und 190% nach 12h. 

Auch die Stimulation der VSMCs mit Tunicamycin führt nach allen 4 Inkubationszeitspannen 

zu einer gesteigerten Phosphorylierung von NFκB, jedoch wesentlich weniger stark als dies 

nach Behandlung mit LPS beobachtet werden konnte. Die höchsten Werte waren ebenfalls 

nach 1h zu sehen, hier wurde im Mittel ein Anstieg auf etwa 333% erreicht. Nach längerer 

Behandlung nimmt die Aktivierung von NF-κB langsam ab und bleibt bei 8 und 12 h stabil auf 

ca. 125%.  

Sowohl TLR4-Signalisierung als auch ER-Stress scheinen in VSMCs über eine Aktivierung von 

NFκB vermittelt zu werden. Beide zeigen einen ähnlichen zeitlichen Verlauf mit der höchsten 

Aktivität nach 1 Stunde und schrittweisem Abfallen nach längerer Stimulation.  

  

 
 

 

VSMCs WT wurden mit 1µg/ml LPS (8a) oder 1µg/ml Tm (8b) für 1, 4, 8 und 12h behandelt (je n=4). Die Proteine 

wurden isoliert und ein Phospho-NFκB p65 Sandwich ELISA durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein in Relation zur Kontrolle als Prozentangabe. Dargestellt ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant betrachtet und ist im 

Graphen mit * gekennzeichnet. Säulen ohne * zeigen somit lediglich Tendenzen ohne Signifikanz. Zu beachten 

sind die unterschiedlichen Skalierungen der Graphen. 
 

3.1.4 Zeitabhängige Wirkung von ERS auf die LPS-induzierte NFκB-Aktivierung 

Die Ergebnisse der zeitgleichen Stimulation mit LPS+Tm (je 1 µg/ml) zeigten keine 

synergistische Verstärkung der Phosphorylierung. Im Gegenteil konnte hier nach einstündiger 

kombinierter Behandlung eine reduzierte NF-κB-Phosphorylierung beobachtet werden, die 

nur ca. 45% der Phosphorylierung nach alleiniger TLR4-Stimulation beträgt.  
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Abb.9: Phospho-NFκB in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit 1 µg/ml LPS, 1 µg/ml Tm 
oder LPS+Tm je 1 µg/ml für 1, 4, 8 und 12h 
behandelt (je n=4). Hier soll (durch die Klammer 
über 2 Säulen) gezeigt werden, ob es einen 
signifkanten Unterschied zwischen der Mono- und 
der Kombi-Behandlung gibt. Proteine wurden 
isoliert und ein Phospho-NFκB p65 Sandwich ELISA 
durchgeführt. Die Graphik zeigt die 
spektrophotometrisch gemessene OD pro mg 
Protein in Relation zur Kontrolle als 
Prozentangabe. Dargestellt ist jeweils der 
Mittelwert mit Standardabweichung. Ein p-Wert 
von p<0,05 wird als signifikant betrachtet und ist 
im Graphen mit * gekennzeichnet. Säulen ohne * 
zeigen somit lediglich Tendenzen ohne Signifikanz. 
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Die Werte zu den Zeitpunkten 4, 8 und 12h entsprechen in etwa denen bei Behandlung mit 

LPS oder liegen leicht darunter. Tunicamycin scheint also nach längerer Co-Behandlung keinen 

signifikanten Einfluss auf die LPS-induzierte NF-kB-Aktivität zu haben.  
 

 
 

 

3.1.5 ROCK-Aktivität unter ER-Stress und TLR4-Stimulation 

Nachdem die inflammatorische Reaktion der VMSCs untersucht wurde, sollte im Folgenden 

überprüft werden, ob die aktivierten Signalpfade auch Einfluss auf die Kontraktilität der 

VSMCs nehmen können. Hierzu wurde mit dem Protein der Gefäßmuskelzellen ein ELISA 

durchgeführt, um die Aktivität der Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase 

(ROCK) zu bestimmen. 

Zu allen Zeitpunkten bewirkt die Inkubation des Wildtyps mit LPS eine Erhöhung der ROCK 

Aktivität. In unseren Experimenten gibt es allerdings zeitabhängig keine signifikanten 

Unterschiede in der Aktivität, die Ergebnisse bewegen sich allesamt ungefähr zwischen 145 

und 175%. Es scheint also, dass ROCK durch LPS relativ konstant aktiviert wird.  

Für die Behandlung mit Tunicamycin konnten wir ab 4 Stunden eine signifikante Aktivierung 

der Rho-Kinase feststellen. Diese steigt zeitabhängig an und erreicht in unseren Experimenten 

nach 12 Stunden ein Maximum von knapp 237%. Nach einer Stunde konnte noch keine 

signifikante Steigerung der ROCK-Aktivität gemessen werden. ER-Stress führt also mit 

zunehmender Zeit bzw. zunehmend chronischer Belastung zu einer ansteigenden Aktivierung 

der Rho-Kinase. Tunicamycin scheint außerdem bezüglich der Rho-Kinase-Aktivität, im 

Gegensatz zu der Induktion der inflammatorischen Marker IL-6, iNOS und NFκB, zumindest bei 

längerer Inkubation, eine stärkere Wirkung zu haben als TLR4-Stimulation. 
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Abb. 10 a,b: ROCK-Aktivität in VMSC WT nach LPS bzw. Tm-Behandlung 

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml) (10a) oder Tm ( 1µg/ml) (10b) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je n=4). Mit 

dem isolierten Protein wurde der ROCK Activity Assay durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein als prozentuale Relation zur Kontrolle. Abgebildet ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die mit * gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte 

(p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind als Tendenz zu werten. 
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spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein als prozentuale Relation zur Kontrolle. Abgebildet ist 
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Abb. 11: ROCK-Aktivität in VMSC WT  

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml), Tm (1 µg/ml) 

oder LPS+Tm (je 1 µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h 

inkubiert. Mit dem isolierten Protein wurde der ROCK 

Activity Assay durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein 

als prozentuale Relation zur Kontrolle. Abgebildet ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Hier 

soll (durch die Klammer über 2 Säulen) gezeigt 

werden, ob es einen signifkanten Unterschied 

zwischen der Mono- und der Kombi-Behandlung gibt. 

Die mit * gekennzeichneten Säulen zeigen 

signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen 

Ergebnisse sind als Tendenz zu werten. 

 

Abb. 11: ROCK Aktivität in VMSC WT  

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml), Tm (1 µg/ml) 

oder LPS+Tm (je 1 µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h 

inkubiert. Mit dem isolierten Protein wurde der ROCK 

Activity Assay durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.6 ER-Stress und LPS inhibieren sich gegenseitig bzgl. Aktivierung der ROCK 

Nachdem wir die Zellen zeitgleich mit Tm und LPS versetzt hatten und die ROCK-Aktivität 

bestimmten, konnten wir eine gegenseitige inhibitorische Beeinflussung beobachten. Nach 4 

h wird die LPS-induzierte ROCK-Aktivität durch ER-Stress signifikant herabreguliert. Nach 8 

und 12 h unterschreitet die Aktivität nach kombinierter Behandlung die Tunicamycin-

induzierte ROCK-Aktivität, was insgesamt den Anschein erweckt, dass sich LPS und Tm 

gegenseitig inhibieren können. Einen Synergismus bei Zugabe der Kombination LPS+Tm 

konnte zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden. 
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3.1.7 Inaktivierung der Myosin Phosphatase nach Stimulation mit LPS und Tm 

Die im vorangehenden Abschnitt behandelte Rho Kinase ist ein wichtiger Regulator der 

Myosin Phosphatase (auch Myosin Light Chain Phosphatase, MLCP) (siehe Abschnitt 1.3). Die 

aktive MLCP ist in der Lage die Myosin-Leichte-Ketten in glatten Muskelzellen zu 

dephosphorylieren und dadurch eine Relaxation zu initiieren. Die aktivierte ROCK wiederum 

vermag durch Phosphorylierung einer bestimmten Untereinheit, genannt Myosin 

Phosphatase Target Subunit 1 (MYPT1), die MLCP zu inaktivieren. Dies wiederum führt dann 

folglich zu einem erhöhten Bestand an phosphorylierten leichten Ketten des Myosins und 

somit zu einer anhaltenden Kontraktion [150]. 

Im folgenden Experiment sollte mittels Westernblot der Gehalt an pMYPT1 und MYPT1 

bestimmt werden, um Aussagen über einen Einfluss von TLR4-Stimulation und ER-Stress auf 

die Kontraktilität in den Gefäßmuskelzellen treffen zu können. Zur Quantifizierung der 

Ergebnisse wurde die Densität der Proteinbanden bestimmt. 

Behandelt man die VSMCs mit LPS kommt es nach 8 bis 12 Stunden zu einem langsamen 

Anstieg des Gehalts an pMYPT1 auf 128 bzw. 145 % der Kontrolle. Gleichzeitig kommt es 

jedoch auch zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg des unphosphorylierten MYPT1. 

Bildet man nun die Ratio von pMYPT1 zu MYPT1 so werden aus diesem Grund nach 8h nur ca. 

113 % erreicht und nach 12 h nur 129 %. Nichts desto trotz wird durch Stimulation mit LPS ab 

12 h die Phosphorylierung von MYPT1 signifikant gesteigert und somit die Kontraktilität der 

VSMCs erhöht. Nach 1 h und 4 h unterscheidet sich die Phosphorylierung nicht signifikant von 

der Kontrolle. Das bedeutet, dass es zu Beginn trotz Aktivierung der Rho-Kinase durch LPS 

nicht zu einer erhöhten Kontraktilität in VSMCs kommt. 
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Abb. 12 a-c: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je n=3). Nach Proteinisolation und 

Gelelektrophorese wurde ein Westernblot angefertigt um in den Proben den Gehalt an pMYPT1 (12a) und MYPT1 

(12b) zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde GAPDH mitbestimmt. Zur 

Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. Dabei dienen die Werte von 

GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Die Grundlage von Abb. 12c ist die Ratio der 

normalisierten Densität von pMYPT1 zur normalisierten Densität von MYPT1. Alle Ergebnisse wurden als Relation 

zur Kontrolle in Prozent abgebildet. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die mit * 

gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind als Tendenz zu 

werten. 

 

Abb. 124 a-c: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je n=3). Nach Proteinisolation und 

Gelelektrophorese wurde ein Westernblot angefertigt um in den Proben den Gehalt an pMYPT1 (12a) und MYPT1 

(12b) zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde GAPDH mitbestimmt. Zur 

Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. Dabei dienen die Werte von 

GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Die Grundlage von Abb. 12c ist die Ratio der 

normalisierten Densität von pMYPT1 zur normalisierten Densität von MYPT1. Alle Ergebnisse wurden als Relation 

zur Kontrolle in Prozent abgebildet. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die mit * 

gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind als Tendenz zu 

werten. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei Inkubation mit Tm fällt der Unterschied zur unbehandelten Probe etwas stärker aus. Hier 

liegt nach 8h im Mittel 173% und nach 12h 190% pMYPT1 vor. Nach 1 und 4 stündiger 

Stimulation ist zwar keine signifikante Wirkung zu verzeichnen, jedoch eine tendenzielle 

Verstärkung der Phosphorylierung um 140% bzw. 128%. Da auch durch Tm der Gehalt an 

MYPT1 in den Proben zunimmt, fällt die Ratio von pMYPT1/MYPT1 weniger hoch aus, als der 

absolute Gehalt an pMYPT1. Die 8 stündige Stimulation steigert das Verhältnis auf 148% der 

Kontrolle, die 12 stündige auf 168%. Nach anhaltendem ER-Stress wird also die MLCP 

zunehmend durch Phosphorylierung inaktiviert und somit die Kontraktilität der VSMCs 

gesteigert. 
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Abb. 13 a-c: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit Tm (1µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je n=3). Nach Proteinisolation und 

Gelelektrophorese wurde ein Westernblot angefertigt um in den Proben den Gehalt an pMYPT1 (13a) und MYPT1 

(13b) zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde GAPDH mitbestimmt. Zur 

Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. Dabei dienen die Werte von 

GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Die Grundlage von Abb. 13c ist die Ratio der 

normalisierten Densität von pMYPT1 zur normalisierten Densität von MYPT1. Alle Ergebnisse wurden als Relation 

zur Kontrolle in Prozent angegeben. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die mit * 

gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind als Tendenz zu 

werten. 

 

Abb. 13 a-c: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit Tm (1µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je n=3). Nach Proteinisolation und 

Gelelektrophorese wurde ein Westernblot angefertigt um in den Proben den Gehalt an pMYPT1 (13a) und MYPT1 

(13b) zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde GAPDH mitbestimmt. Zur 

Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. Dabei dienen die Werte von 

GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Die Grundlage von Abb. 13c ist die Ratio der 

normalisierten Densität von pMYPT1 zur normalisierten Densität von MYPT1. Alle Ergebnisse wurden als Relation 

zur Kontrolle in Prozent angegeben. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die mit * 

gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind als Tendenz zu 

werten. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.8 Gegenseitige Inhibition von Tm und LPS bei der Phosphorylierung von 

MYPT1 

Gibt man beide Substanzen zusammen, wird bei der Phosphorylierung von MYPT1 kein 

synergistischer Effekt erkennbar. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der ROCK-

Aktivität. ER-Stress und TLR4-Stimulierung scheinen sich auch bei der Phosphorylierung von 

MYPT1 wieder eher gegenseitig abzuschwächen. Zumindest wird die durch Tunicamycin 

hervorgerufene erhöhte Phosphorylierung nach 8 und 12 durch Zugabe von LPS signifikant 

reduziert. Tendenziell scheint ER-Stress auch die Wirkung von LPS nach 12h herab zu 

regulieren, dies ist allerdings nicht signifikant.   
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Abb. 14 a-d: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT 

VSMCs WT wurden mit LPS (1 µg/ml), Tm (1 µg/ml) oder LPS+Tm (je 1 µg/ml) für 1, 4, 8 und 12h inkubiert (je 

n=3). Nach Proteinisolation und Gelelektrophorese wurde ein Westernblot (14a) angefertigt, um in den Proben 

den Gehalt an pMYPT1 und MYPT1 zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde 

GAPDH mitbestimmt. 14b-d: Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. 

Dabei dienen die Werte von GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Es wurde die 

Ratio von pMYPT1 zu GAPDH bzw. MYPT1 zu GAPDH gebildet, die dann in Relation zur Kontrolle als Prozentsatz 

abgebildet ist. Das Diagramm von Abb. 14d zeigt das relative Verhältnis von pMYPT1 zu MYPT1 zu GAPDH, 

ebenfalls in Prozent der Kontrolle. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Es soll (durch 

die Klammer über 2 Säulen) gezeigt werden, ob es einen signifkanten Unterschied zwischen der Mono- und der 

Kombi-Behandlung gibt. Die mit * gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen 

Ergebnisse sind als Tendenz zu werten. 

 

3.1.9 Tunicamycin induziert Spleißen von XBP1 in VSMCs 

Im Folgenden wurde analysiert ob LPS und Tunicamycin in VSMCs den Transkriptionsfaktor 

XBP1 aktivieren und somit zu ER-Stress führen. Die dem X-Box Binding Protein 1 als 

Translationsvorlage dienende mRNA ergibt in ihrer ungesplicten Form ein inaktives Produkt 

XBP1-u. Erst durch das Spleißen, entsteht die mRNA deren Abschrift den funktionsfähigen 

Transkriptionsfaktor XBP1-s ergibt. Es wurde eine qualitative PCR durchgeführt, um das 
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gesuchte Gen zu vervielfältigen und anschließend eine Gelelektrophorese angefertigt, um die 

PCR-Produkte nach Gewicht aufzutrennen. XBP1-u besitzt eine eine Größe von 171 bp, XBP1-

s 145 bp. Somit sollten auf dem Gel bei erfolgreichem Splicing 2 DNA-Banden zusehen sein. 

Unter Stimulation mit LPS trat zu allen 4 Zeitpunkten nur eine DNA-Bande auf Höhe des 

ungesplicten XBP1 auf. Das heißt LPS führt nicht zu dem vermuteten Splicing-Event. Allerdings 

scheint LPS (am deutlichsten nach 12h mit 155 %) eine erhöhte Expression von XBP1-u zu 

induzieren. Unter ER-Stress konnten dagegen sowohl nach 4, nach 8, sowie nach 12 Stunden 

je eine Bande auf Höhe des ungesplicten und des gesplicten Produktes detektiert werden. 

Tunicamycin ist also in der Lage in VSMC das Spleißen von XBP1 zu induzieren. Die 

Gesamtmenge von XBP1 bleibt bei Inkubation mit Tm unabhängig von der Zeit immer auf 

einem relativ konstanten Niveau. Der Anteil des gespleißten XBP1 am gesamten XBP1 steigt 

von 57% nach 4h auf 67% nach 8h und sinkt dann bei 12h wieder auf 54%. Demnach führt ER-

Stress nach 8 h zu einem stärkeren Spleißen als zu den anderen Zeitpunkten. Nach einer 

Stunde ist nur die ungespleißte Bande zusehen. Es scheint aber nach 1 Stunde zumindest eine 

höhere Menge von XBP1-u vorzuliegen als in der Probe.  

Bei der Kombination von LPS und Tunicamycin kommt es auch zum Spleißen von XBP1 ab 4 

Stunden Inkubation. Es kann durch gleichzeitige Verabreichung der beiden Substanzen zu 

allen Zeitpunkten eine etwas höhere Menge des Gesamt-XBP1 beobachtet werden als bei 

alleiniger Behandlung mit Tm. Am deutlichsten ist dies nach 8h zu sehen.  Der Anteil des 

gespleißten Produktes, wie schon bei Inkubation mit Tm allein, steigt von 61% nach 4h bis 71% 

nach 8h und fällt dann nach 12h wieder auf 54%. Im Vergleich zum prozentualen Anteil von 

XBP1-s bei reinem ER-Stress scheint die zusätzliche Behandlung mit LPS den Anteil des 

gespleißten Produktes leicht zu steigern. Das bedeutet insgesamt, dass durch Co-Behandlung 

mit LPS und Tm das Spleißen leicht verstärkt wird.  
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Abb. 15 a-c: XBP1-u bzw. XBP1-s in VSMC WT 

Wildtyp VSMCs wurden für 1, 4, 8 und 12h mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) und LPS+Tm (je 1µg/ml) (in Abb. 15a 

L+T abgekürzt) stimuliert (je n=4). Die RNA wurde insoliert, in cDNA umgeschrieben und im Anschluss eine 

qualitative PCR mit XBP1 und GAPDH zur Normalisierung durchgeführt. Um die Ergebnisse der PCR zu 

visualisieren wurde eine Gel-elektrophorese (15a) angefertigt. Die DNA-Banden wurden mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff peqGREEN eingefärbt und das Gel unter UV-Licht fotografiert. Die Größe der 

Amplifikationsprodukte wurde anhand des Markers peqGOLD 50bp O’range G eingestuft. In ungespleißter Form 

misst XBP1 171 bp, in gespleißter Form 145 bp. Für 15b wurden die Banden densitometrisch ausgemessen, 

anhand GAPDH normalisiert und in Relation zur Kontrolle als Prozentangabe dargestellt. Dabei wurden, wenn 2 

Banden (XBP1-u und XBP1-s) auftreten, deren Densität addiert, so dass für alle Proben die Gesamtmenge an 

XBP1 prozentual abgebildet ist. Für 15c wurde die normalisierte Densität der gespleißten Bande in Relation zur 

addierten Densität beider Banden in Prozent angegeben. Hier soll (durch die Klammer über 2 Säulen) gezeigt 

werden, ob es einen signifkanten Unterschied zwischen der Mono- und der Kombi-Behandlung gibt. 

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant 

betrachtet und ist im Graphen mit * gekennzeichnet. Säulen ohne * zeigen somit lediglich Tendenzen ohne 

Signifikanz. 

 

3.2 VSMC TLR4-/- 

Um nachzuvollziehen, ob die zuvor gesehenen Auswirkungen von LPS und Tm auf die VSMCs 

abhängig von der Anwesenheit von TLR4 sind, wurden die Experimente mit TLR4-defizienten 

Zellen wiederholt. Zur Vereinfachung beschränkten wir uns auf die Zeitpunkte 1 und 12h, da 

diese die unmittelbare, akute und die chronifizierende Antwort repräsentieren.  

 

3.2.1 Rolle von TLR4 bei der Vermittlung der pro-inflammatorischen 

Immunantwort nach LPS- bzw. Tunicamycin-Behandlung 

VSMC TLR4-/- wurden wie die Wildtypzellen mit LPS, Tm oder LPS+Tm behandelt. Alle 

Experimente wurden, auf dieselbe Art und Weise durchgeführt, wie bei den Wildtypen.  

Die RT PCR ergab bei den Knockoutzellen unter LPS Stimulation eine signifikant geringere 

Expression von IL-6 und iNOS im Vergleich zu VSMC WT. Das bedeutet, dass die 

inflammatorische Antwort in VSMCs bei Stimulation mit LPS, da trotz TLR4-defizienz trotzdem 
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eine geringe signifikante Antwort besteht, zwar nicht ausschließlich, jedoch zum sehr 

überwiegenden Teil von der Anwesenheit des TLR4-Rezeptors abhängig zu sein scheint. 

Behandelt man die TLR4-defizienten Zellen mit Tunicamycin, so sind sowohl IL-6-, als auch 

iNOS-Expression unverändert in etwa auf demselben Niveau wie in den WT-Zellen. Der Toll-

like Rezeptor scheint also keine Rolle für die pro-inflammatorische Antwort unter ER-Stress zu 

spielen. 

 

 

 
 

Abb. 16 a -d: IL-6 und iNOS Expression in VSMC WT und TLR4-/-  

VSMC WT bzw. TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml) (16a+b) oder Tm (1µg/ml) (16c+d) für 1 und 12h behandelt (je 

n=4). Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine RT-PCR durchgeführt um die Expressionslevel von 

IL-6 und iNOS in den Proben zu messen. Die Ergebnisse wurden aus den mittleren CT –Werten berechnet, anhand 

GAPDH normiert und in Relation zur Kontrolle als Vielfaches angegeben. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert 

mit Standardabweichung. Da in den beiden Graphen nur der Unterschied zwischen WT und TLR4-/- gezeigt 

werden soll, ist die Kontrolle nicht dargestellt. Ist der Unterschied signifikant (p<0,05), ist dies mit einer Klammer 

mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-/- keine Klammer mit Stern abgebildet, so besteht kein 

signifikanter Unterschied.  
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3.2.2 NFκB Phosphorylierung nach LPS-Stimulation ist TLR4-abhängig  

Die durch LPS ausgelöste Phosphorylierung und damit Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

NFκB findet in VSMC TLR4-/- praktisch nicht statt. Es wird zwar eine gering erhöhte 

Phosphorylierung auch in den Knockout-Zellen verzeichnet, diese ist jedoch nicht signifikant 

höher als in der Kontrolle (siehe Abb. 17a).  

Die Phosphorylierung von NF-κB durch LPS findet folglich nur in Anwesenheit von TLR4 statt. 

Die Ergbenisse der mit Tunicamycin inkubierten VSMC TLR4-/- unterscheiden sich nicht 

signifikant von denen der Wildtypzellen. Daher gehen wir davon aus, dass in Zusammenschau 

mit der unveränderten IL-6 und iNOS-Expression, Tunicamycin eine durch den 

Transkriptionsfaktor NFκB vermittelte proinflammatorische Immunantwort ohne 

Anwesenheit von TLR4 induzieren kann.  

 

 
 
Abb. 17 a, b: Phospho-NFκB in VSMC WT und TLR4-/- 

VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) oder LPS+Tm (je 1µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=3). Proteine wurden isoliert und ein Phospho-NFκB p65 Sandwich ELISA durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein in Relation zur Kontrolle als Prozentangabe. Abgebildet ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Da in den beiden Graphen nur der Unterschied zwischen WT 

und TLR4-/- gezeigt werden soll, ist die jeweilige Kontrolle nicht dargestellt. Ist der Unterschied signifikant 

(p<0,05), ist dies mit einer Klammer mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-/- keine Klammer mit 

Stern abgebildet, so besteht kein signifikanter Unterschied.  
 

3.2.3 Geringgradiger Synergismus von LPS und Tm auch in TLR4-defizienten 

Zellen 

Ein Synergismus kann sowohl bei IL-6 als auch bei iNOS ebenfalls in den TLR4-/- Zellen 

verzeichnet werden. Jedoch fällt dieser verglichen mit dem Wildtyp wesentlich geringer aus, 

was möglicherweise darauf zurückgeführt werden kann, dass die Immunantwort auf Tm zwar 

gleich stark bleibt, aber die Antwort auf LPS durch den fehlenden TLR4 deutlich herabgesetzt 

ist. 
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Abb. 18 a -d: IL-6 und iNOS Expression in VSMC WT und TLR4-/-  

VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml), oder LPS+ Tm (je 1 µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=4). Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine RT-PCR durchgeführt um die Expressionslevel 

von IL-6 und iNOS in den Proben zu messen. Die Ergebnisse wurden aus den mittleren CT –Werten berechnet, 

anhand GAPDH normiert und in Relation zur Kontrolle als Vielfaches angegeben. Dargestellt ist jeweils der 

Mittelwert mit Standardabweichung.  

18a und c zeigen jeweils den Unterschied zwischen der Expression in WT und TLR4-/- Zellen. Ist der Unterschied 

signifikant (p<0,05), ist dies mit einer Klammer mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-/- keine 

Klammer Stern abgebildet, so besteht kein signifikanter Unterschied. In 18b und d wird dargestellt ob die 

Ergebnisse der einzelnen Behandlungen in den Knockout-Zellen signifikant höher als die Kontrolle sind. 

Außerdem soll der Synergismus veranschaulicht werden. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant betrachtet 

und ist im Graphen mit * gekennzeichnet. Säulen ohne * zeigen somit lediglich Tendenzen ohne Signifikanz. 

  

3.2.4 Reduzierte NF-κB Phosphorylierung nach kombinierter LPS- und Tm-

Stimulation in VSMC TLR4-/- 

In TLR4-defizienten Zellen kommt es nach kombinierter LPS und Tm-Behandlung nach 1 h zu 

einer signifikant geringeren NF-κB Phosphorylierung als im Wildtyp. Diese entspricht ungefähr 

dem Ergebnis nach alleiniger Tm-Behandlung in TLR4-/- Zellen. LPS kann scheinbar in TLR4-/- 

Zellen die Phosphorylierung vom Transkritionsfaktor NF-κB nicht beeinflussen und es kommt 

folglich trotz Inkubation mit LPS und Tunicamycin, nur die Wirkung von Tm zum Tragen. Nach 
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12h ist im TLR4-/- Zellen die Phosphorylierung auch deutlich geringer, als in VSMC WT, 

allerdings ist dies nicht signifikant. Ebenso gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen 

alleiniger Tm-Behandlung und LPS+ Tm in TLR4-/-Zellen. 

 

 
 
Abb. 19 a, b: Phospho-NFκB in VSMC WT und TLR4-/- 

VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) oder LPS+Tm (je 1µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=3). Proteine wurden isoliert und ein Phospho-NFκB p65 Sandwich ELISA durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein in Relation zur Kontrolle als Prozentangabe. Abgebildet ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. 19a zeigt den Unterschied zwischen der NF-kB 

Phosphorylierung in WT und TLR4-/- Zellen. Ist der Unterschied signifikant (p<0,05), ist dies mit einer Klammer 

mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-/- keine Klammer mit Stern abgebildet, so besteht kein 

signifikanter Unterschied. In 19b wird dargestellt ob die Ergebnisse der einzelnen Behandlungen in den Knockout-

Zellen signifikant höher als die Kontrolle sind. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant betrachtet und ist im 

Graphen mit * auf der jeweiligen Säule gekennzeichnet. 
 

3.2.5 ROCK Aktivierung in VSMC TLR4-/- 

In den mit LPS behandelten Knockout-Zellen können wir weder nach 1, noch nach 12 h eine 

erhöhte ROCK-Aktivität messen. Das spricht dafür, dass auch die Aktivierung der Rho Kinase 

durch LPS von TLR4 abhängig ist.   

Die Aktivität nach Tm-Stimulation entspricht der in Wildtyp-Zellen. ROCK wird durch Tm also 

auch ohne den Toll-like Rezeptor aktiviert.  

Die Ergebnisse nach kombinierter LPS/Tm-Behandlung in den TLR4 defizienten 

Gefäßmuskelzellen unterscheiden sich nicht signifikant von denen der VSMC WT. Die im 

Wildtyp beobachtete Inhibierung der Tm-induzierten ROCK-Aktivität durch LPS, kann zum 

Zeitpunkt 12 h auch in den Knockout-Zellen gesehen werden. Die Inhibierung scheint somit 

unabhängig von TLR4 zu sein.  
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Abb. 20 a -d: ROCK Aktivität in VMSC WT und TLR4-/- 

VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) oder LPS+Tm (je 1µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=3). Mit dem isolierten Protein wurde der ROCK Activity Assay durchgeführt. Die Graphik zeigt die 

spektrophotometrisch gemessene OD pro mg Protein als prozentuale Relation zur Kontrolle. Abgebildet ist 

jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Die Abbildungen 20a-c zeigen den Unterschied zwischen der 

ROCK Aktivität in WT und TLR4-/- Zellen bei Stimulation mit der jeweils angegebenen Substanz. Ist der 

Unterschied signifikant (p<0,05), ist dies mit einer Klammer mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-

/- keine Klammer mit Stern abgebildet, so besteht kein signifikanter Unterschied. In 20d wird dargestellt ob die 

Ergebnisse der einzelnen Behandlungen in den Knockout-Zellen signifikant höher als die Kontrolle sind. Die mit 

* gekennzeichneten Säulen zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind lediglich als 

Tendenz zu werten. 
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3.2.6 Phosphorylierung von MYPT1 in VSMC TLR4-/- 

Die Ergebnisse der Phosphorylierung von MYPT1 in VSMC TLR4-/- haben die gleiche Tendenz, 

wie die zuvor beschriebene ROCK-Aktivität. Die Phosphorylierung nach LPS-Stimulation ist in 

Knockout-Zellen (nach 12h) signifikant geringer als im Wildtyp und unterscheidet sich nicht 

signifikant von der Kontrolle (siehe Abb. 21a). In TLR4-defizienten Zellen findet durch LPS keine 

gesteigerte Phosphorylierung statt. Der Vorgang scheint folglich, ebenso wie die Aktivierung 

der Rho-Kinase, abhängig von TLR4 zu sein.  

Die in VSMC WT beobachtete gesteigerte Phosphorylierung von MYPT1 durch Tunicamycin 

findet auch in VSMC TLR4-/- statt. Die Ergebnisse der beiden Zelltypen unterscheiden sich 

nicht signifikant. In Übereinstimmung zur ROCK-Aktivität scheint für die Phosphorylierung von 

MYPT1 durch Tunicamycin die Anwesenheit von TLR4 nicht erforderlich zu sein.   
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Abb. 21 a -f: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT und TLR4-/- 

VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) oder LPS+Tm (je 1µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=3). Nach Proteinisolation und Gelelektrophorese wurde ein Westernblot angefertigt, um in den Proben den 

Gehalt an pMYPT1 und MYPT1 zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu machen, wurde 

GAPDH mitbestimmt. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch analysiert. Dabei 

dienen die Werte von GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. Es wurde die Ratio von 

pMYPT1 zu GAPDH bzw. MYPT1 zu GAPDH gebildet, die dann in Relation zur Kontrolle als Prozentsatz abgebildet 

ist. Das Diagramm von Abb. 21e und f zeigt das relative Verhältnis von pMYPT1 zu MYPT1 zu GAPDH, ebenfalls 

in Prozent der Kontrolle. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Alle Abbildungen zeigen 

den Unterschied zwischen den Ergbenissen in WT und TLR4-/- Zellen bei Stimulation mit der jeweils angegebenen 

Substanz. Ist der Unterschied signifikant (p<0,05), ist dies mit einer Klammer mit Stern gekennzeichnet. Ist 

zwischen WT und TLR4-/- keine Klammer mit Stern abgebildet, so besteht kein signifikanter Unterschied 

 

3.2.7 pMYPT1 in TLR4-/- nach kombinierter Behandlung mit LPS und Tm 

Die Ergebnisse nach zeitgleicher LPS- und Tunicamycin-Inkubation in VSMC TLR4-/-

unterscheiden sich nicht signifikant von den Messungen in VSMC WT. Diese Beobachtung 

passt zur Rho-Kinase-Aktivität, die sich bei kombinierter Behandlung auch nicht vom Wildtyp 

unterschied. Die in Wildtyp-Zellen beschriebene Abschwächung der durch Tunicamycin 

ausgelösten ROCK-Aktivität und MYPT1-Phosphorylierung durch gleichzeitige Behandlung mit 

beiden Substanzen ist auch in den Knockout-Zellen zu sehen und scheint somit nicht über den 

TLR4-Rezeptor vermittelt zu werden. 
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Abb. 22 a -g: pMYPT1 bzw. MYPT1 in VSMC WT und TLR4-/- 
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VSMC WT und TLR4-/- wurden mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) oder LPS+Tm (je 1µg/ml) für 1 und 12h behandelt 

(je n=3). Nach Proteinisolation und Gelelektrophorese wurde ein Westernblot (22a) angefertigt, um in den 

Proben den Gehalt an pMYPT1 und MYPT1 zu detektieren. Um die Banden untereinander vergleichbar zu 

machen, wurde GAPDH mitbestimmt. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Banden densitometrisch 

analysiert. Dabei dienen die Werte von GAPDH zur Normalisierung der Densität von pMYPT1 bzw. MYPT1. In 22 

b-e wurde die Ratio von pMYPT1 zu GAPDH bzw. MYPT1 zu GAPDH gebildet, die dann in Relation zur Kontrolle 

als Prozentsatz abgebildet ist. Das Diagramm von Abb. 22 f und g zeigt das relative Verhältnis von pMYPT1 zu 

MYPT1 zu GAPDH, ebenfalls in Prozent der Kontrolle. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit 

Standardabweichung.  Die Abbildungen 22 b, d, f zeigen den Unterschied zwischen den Ergebnissen in WT und 

TLR4-/- Zellen bei Stimulation mit der jeweils angegebenen Substanz. Ist der Unterschied signifikant (p<0,05), ist 

dies mit einer Klammer mit Stern gekennzeichnet. Ist zwischen WT und TLR4-/- keine Klammer mit Stern 

abgebildet, so besteht kein signifikanter Unterschied. In 22 c, d, g wird dargestellt ob die Ergebnisse der einzelnen 

Behandlungen in den Knockout-Zellen signifikant höher als die Kontrolle sind. Die mit * gekennzeichneten Säulen 

zeigen signifikante Werte (p<0,05). Die restlichen Ergebnisse sind lediglich als Tendenz zu werten. 
 

3.2.8 VSMC TLR4-/- Splicing von XBP1  

Wie schon beim Wildtyp beobachtet, so ergaben auch die Experimente mit den 

Knockoutzellen, dass der ER-Stressor Tunicamycin das Spleißen von XBP1 induziert. Die zweite 

Bande auf Höhe des gespleißten XBP1 wurde nach 12 stündiger Behandlung bei den mit Tm 

und LPS/Tm stimulierten Proben sichtbar. Das durch Tm angeregte Spleißen ist somit TLR4-

unahängig. Bei Inkubation mit LPS entsteht, wie in den Wildtypen, lediglich das ungespleißte 

Produkt. Die Densität der Bande unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von der Kontrolle 

im Gegensatz zum Wildtyp. Das bedeutet, dass die Erhöhung der Gesamtmenge an XBP1 durch 

LPS TLR4 abhängig ist. 
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Abb. 23 a-g: XBP1-u bzw. XBP1-s in VSMC TLR4-/- 
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VSMCs TLR4-/- wurden für 1 und 12h mit LPS (1µg/ml), Tm (1µg/ml) und LPS/Tm (je 1µg/ml) stimuliert (je n=4). 

Die RNA wurde insoliert, in cDNA umgeschrieben und im Anschluss eine qualitative PCR mit XBP1 und GAPDH 

zur Kontrolle durchgeführt. Um die Ergebnisse der PCR zu beurteilen wurde eine Gelelektrophorese angefertigt. 

Die DNA-Banden wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff peqGREEN eingefärbt und das Gel unter UV-Licht 

fotografiert (23a). Die Größe der Amplifikationsprodukte wurde anhand des Markers peqGOLD 50bp O’range G 

eingestuft. In ungespleißter Form misst XBP1 171 bp, in gespleißter Form 145 bp.  Die mit LPS behandelten 

Proben sowie die Kontrolle ergaben zu allen Zeitpunkten nur eine Bande bei etwa 171 bp, was dem ungespleißten 

Produkt entspricht. Bei den mit Tm bzw. LPS/Tm inkubierten Proben kann man nach 12 h je 2 Banden erkennen, 

wobei sich eine in etwa auf Höhe des gespleißten XBP1 befindet (145bp) und eine auf Höhe des ungespleißten. 

Für 23b-e wurden die Banden densitometrisch ausgemessen, anhand GAPDH normalisiert und in Relation zur 

Kontrolle als Prozentangabe dargestellt. Dabei wurden, wenn 2 Banden (XBP1-u und XBP1-s) auftreten, deren 

Densität addiert, so dass für alle Proben die Gesamtmenge an XBP1 prozentual abgebildet ist. In 23 b-d soll 

gezeigt werden, ob es einen signifikanten unterschied zwischen WT und TLR4-/- Zellen gibt (Klammer mit Stern).  

In 23e soll (durch eine Klammer über 2 Säulen) gezeigt werden, ob es in Knockoutzellen einen signifkanten 

Unterschied zwischen der Mono- und der Kombi-Behandlung gibt, was jedoch nicht der Fall ist. Für 23f-g wurde 

die normalisierte Densität der gespleißten Bande in Relation zur addierten Densität beider Banden in Prozent 

angegeben und jeweils WT und TLR4-/- Ergebnisse miteinander verglichen. Es zeigt sich kein siginifikanter 

Unteschied zwischen beiden Zelltypen. 

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung. Ein p-Wert von p<0,05 wird als signifikant 

betrachtet und ist im Graphen mit * gekennzeichnet. 
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4. Diskussion 

4.1 TLR4-Stimulation bewirkt in VSMCs eine proinflammatorische 

Immunantwort und induziert Signalwege, die zu einer erhöhten Kontraktilität 

führen können 

Unter 1.4.3 wurde bereits ausführlich beschrieben, wie das innate Immunsystem und 

insbesondere TLR4 mit arterieller Hypertonie in Verbindung gebracht werden können. Die 

chronische Aktivierung dieser Pattern-Recognition-Rezeptoren durch körpereigene DAMPs 

mit nachfolgender Inflammation, könnte maßgeblich an der Entwicklung von Bluthochdruck 

beteiligt sein (Siehe 1.4.3). Um die Involvierung dieser Klasse von Rezeptoren in vitro genauer 

zu untersuchen, bietet sich die Verwendung von LPS, als bekanntes, vielfach eingesetztes 

PAMP und potenter Aktivator der TLR4, an [24]. Da vor allem die glatten Gefäßmuskelzellen 

der Widerstandsgefäße ausschlaggebend für den Tonus des Gefäßes sind und es zahlreiche 

Hinweise darauf gibt, dass Veränderungen in der Funktion dieser Zellen zu einer Entwicklung 

von Hypertension führen können, sind vor allem Untersuchungen in diesen Zellen interessant.  

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass humane und murine VSMCs TLR4 exprimieren 

[200]. Heo et al. [60] konnten nach Stimulation von humanen Gefäßmuskelzellen mit LPS 

außerdem eine erhöhte TLR4-Expression messen. Einige Forschungsgruppen [90, 103, 171, 

200] wiesen in humanen und murinen VSMCs bereits die Induktion eines 

proinflammatorischen Phänotyps durch TLR4-Stimulation mit LPS nach. Es konnte sowohl auf 

Protein- [200], als auch auf RNA-Ebene [171] erhöhte Level von IL-6 nach Behandlung der 

Zellen mit LPS gefunden werden.  

Auch wurde bereits festgestellt, dass die Behandlung von humanen ASMCs [60] und rat-

ASMCs [26] mit LPS zu einer gesteigerten iNOS-Expression bzw. -Induktion und vermehrter 

NO-Synthese führt. Werden die Gefäßmuskelzellen während Inkubation mit LPS zusätzlich mit 

einem anti-TLR4-Antikörper versetzt, so findet man eine reduzierte NO-Synthese, was 

schlussfolgern lässt, dass die NO-Produktion TLR4-abhängig ist [60]. Die Induktion von iNOS 

ist ein wichtiger Marker für Inflammation. Die dadurch erhöhte Synthese von NO führt zur 

Aktivierung der löslichen Guanylylcyclase (sGC) und Bildung von cGMP, was zu einer 

Relaxation der VSMCs führt und somit zur Vasodilatation, ein wichtiger Mechanismus im 

Rahmen des septischen Schocks [209].  

Wie in der Einleitung erwähnt, spielt der Transkriptionsfaktor NF-κB generell eine bedeutende 

Rolle bei der Mediation der proinflammatorischen Immunantwort. Dessen Notwendigkeit für 

die Induktion von IL-6 konnte auch in VSMCs nachgewiesen werden [171]. Die Aktivität von 

NF-κB nach LPS-Stimulation wurde mittels Luciferase-Reporter-Assay in murinen VSMCs 

gemessen [200]. Nach 6 stündiger Behandlung mit dem TLR4-Agonisten zeigte sich eine 4-fach 

höhere Aktivität von NF-κB. Die höchste Aktivität konnte allerdings schon sehr frühzeitig, nach 

einstündiger Inkubation, gemessen werden.  

Um unsere Experimente zu den gewählten Zeitpunkten und Konzentrationen untereinander 

vergleichbar zu machen, führten wir trotz der bereits bestehenden Evidenz für das Bestehen 

einer pro-inflammatorischen Immunantwort in VSMCs nach LPS-Stimulation, in Form von IL-

6- und iNOS-Induktion, sowie NF-κB Aktivität, entsprechende eigene Untersuchungen durch. 

Um eine Tendenz im Zeitverlauf zeigen zu können, wählten wir 4 verschiedene 
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Behandlungszeiträume aus, die die akute Reaktion der Zellen und den weiteren chronischen 

Verlauf veranschaulichen sollen (→ 1, 4, 8 und 12 h Inkubation). Außerdem verwendeten wir 

eine recht hohe Konzentration von LPS (1 µg/ml), um eine maximale Immunantwort zu 

erzielen. Die zuvor erwähnten Autoren verwendeten geringere Konzentrationen (im Bereich 

ng/ml) und andere Behandlungszeiträume. 

Wir fanden eine zeitabhängige Induktion von IL-6 und iNOS mit maximalen Werten der 

Transkriptionsprodukte nach 4 Stunden und einem Abfallen der proinflammatorischen 

Antwort bei längerer Inkubation, was dafür spricht, dass es in der akuten Situation zu einer 

überschießenden Inflammation kommt, die dann bei zunehmend chronischer Stimulation auf 

niedrigerem Niveau weiter aufrechterhalten bleibt. Akut wird durch starke TLR4-Aktivierung 

über die Synthese von iNOS wahrscheinlich zunächst eine Vasodilatation ausgelöst, die aber 

im Verlauf nachzulassen scheint. Diese Annahme würde mit der Arbeit von Cartwright et al. 

[18] übereinstimmen, die eine TLR4-abhängige vaskuläre Hyporeaktivität nach LPS Stimulation 

beobachten. Die durch LPS hervorgerufene akute systemische, septische Vasodilatation 

wurde bereits mehrfach nachgewiesen und intensiv erforscht [20, 131]. 

Durch die Untersuchungen mit TLR4-Knockout-Zellen konnten wir nachweisen, dass die LPS 

induzierte IL-6- und iNOS-Expression auch tatsächlich TLR4-abhängig ist. Die trotz 

Abwesenheit von TLR4 bestehende geringfügige inflammatorische Antwort könnte durch 

Verunreinigung mit z.B. bakteriellen Peptidoglykanen verursacht sein, die den TLR2 aktivieren, 

da nach Ausschaltung des Gens eigentlich keinerlei Antwort zu erwarten gewesen wäre [65, 

180, 213]. Eine andere mögliche Ursache wäre die Aktivierung von NOD-Rezeptoren durch LPS 

[69], wobei uns eine Kontamination als wahrscheinlicher erscheint. 

Unsere Ergebnisse der NF-κB Aktivität stehen im Einklang mit der Arbeit von Yang et al. [200]. 

Auch wir fanden die stärkste Aktivität nach einstündiger LPS-Stimulation und ein Abflachen 

der Aktivität bei Zunahme der Stimulationsdauer. Nach 4 stündiger Behandlung ergaben 

unsere Messungen eine etwa 4-fach höhere Aktivität (vgl. mit Kontrolle), was zu der 

Größenordnung passt, die Yang et al. nach 6 stündiger Inkubation beschreiben. Außerdem 

konnten wir durch die Versuche mit VSMC TLR4-/- nachweisen, dass die LPS-induzierte NF-κB 

Phosphorylierung durch den TLR4 vermittelt wird.  

Zusammenfassend konnten wir auch in unseren experimentellen Bedingungen zeigen, dass 

glatte Gefäßmuskelzellen aus der Aorta von Mäusen dazu in der Lage sind eine pro-

inflammatorische Immunantwort nach TLR4-Stimulation zu bilden und dafür den 

Transkriptionsfaktor NF-κB aktivieren. Die Antwort ist im akuten Zustand maximal und ebbt 

nach längerer Stimulation langsam ab, bleibt jedoch durchgehend aufrechterhalten. Es stellt 

sich nun weiter die Frage, ob sich parallel zu der akuten septisch-inflammatorischen Reaktion 

mit Vasodilatation schon Veränderungen in den Zellen zeigen, die bei zunehmend 

chronischem Zustand der Inflammation mit Nachlassen der Vasodilatation, dann den 

Gefäßtonus gegenteilig beeinflussen, zu einer Vasokonstriktion führen und somit den 

Blutdruck langfristig erhöhen.  

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Gewebshormon Ang II, welches u.a. durch 

Vasokonstriktion zu einer Erhöhung des Blutdrucks führt, in VSMCs über einen teilweise TLR4-

abhängigen Signalpfad eine inflammatorische Antwort auslösen kann [73]. Wie in der 

Einleitung erwähnt, aktiviert Ang II in VSMCs und ECs den Nuclear Factor-κB und eine 

Inhibition von NF-κB verhindert die Entstehung von Inflammation und Hypertension [178, 
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188]. Es existieren jedoch kaum Forschungsarbeiten, die in vitro die Auswirkung von direkter 

TLR4-Aktivierung auf die Kontraktilität der VSMCs untersuchen. 

In verschiedenen Geweben, wie z.B. Leber, Rückenmark, Lunge und Niere konnte bereits 

nachgewiesen werden, dass die Rho-Kinase innerhalb der Signalkaskade nach TLR4-

Stimulation aktiviert wird und eine Rolle in der Entwicklung der proinflammatorischen 

Immunantwort spielt [25, 35, 89, 127, 135, 190]. Bei diesen Untersuchungen wurden 

vornehmlich Endothelzellen aus den verschiedenen Organen verwendet, wie z.B. HUVECs 

[35], human lung microvascular ECs [135] oder hepatic sinusoidal ECs [89].  

Da Silva-Santos et al. [27] gehen in Ihrer Arbeit, auf die Rho-Kinase im Kontext der 

Gefäßfunktion im septischen Schock ein. Die Kollegen injizierten Ratten intraperitoneal LPS, 

entnahmen anschließend die Mesenterialgefäße und bestimmten aus dem Protein der 

kompletten Gefäße (keine Extraktion bestimmter Zellen) mittels Westernblot die vorliegende 

Menge an ROCK1 und 2. In den mit LPS behandelten Ratten konnten zeitkonstant erhöhte 

Expressionslevel der Rho-Kinase verzeichnet werden.  

Unseren Recherchen nach wurde bislang noch keine Aktivierung der Rho-Kinase in ASMCs 

nach LPS-Stimulation untersucht. Auch fanden wir in diesem Zusammenhang noch keine 

Arbeiten, die die Phosphorylierung der MLCP nach TLR4-Aktivierung überprüfen und somit 

den Zusammenhang zur Kontraktilität der Zellen herstellen.  

Die Behandlung von VSMCs mit dem TLR4-Agonsiten LPS führte in unseren Experimenten 

bereits nach 1 stündiger Inkubation zu einer Aktivierung der Rho-Kinase, die auch zu allen 

späteren Zeitpunkten auftritt. Unsere Ergebnisse sind am besten mit denen von Kwok et al. 

[89] zu vergleichen, die die Aktivität der Rho-Kinase in liver sinusoidal ECs mit einem ähnlichen 

ELISA bestimmten. Kwok et al. konnten nach 6 stündiger Behandlung der ECs mit LPS eine 

erhöhte ROCK-Aktivität von etwa 140% im Vgl. zur Kontrolle verzeichnen, was mit unseren 

Messungen zum Zeitpunkt 8h nach LPS Zugabe (147%) weitgehend übereinstimmt.  

Insgesamt bewirkt LPS eine von der Zeit unabhängige, konstante Aktivierung der Rho-Kinase, 

wohingegen Tunicamycin erst nach längerer Behandlung (4-12h) zu einer deutlicheren, mit 

der Zeit ansteigenden Aktivierung führt.  

Interessanterweise konnten wir trotz signifikanter TLR4-vermittelter Aktivierung der Rho-

Kinase nach 1-4h keine erhöhte Phosphorylierung von MYPT1 durch LPS nachweisen. Die 

bereits zuvor zitierte Arbeit von da Silva-Santos et al. [27], die die Gefäßfunktion im septischen 

Schock untersuchten, liefert eine mögliche Erklärung für unsere scheinbar gegensätzlichen 

Ergebnisse von ROCK-Aktivität und MYPT1-Phosphorylierung nach LPS-Stimulation. Die 

Kollegen verabreichten Ratten intraperitoneal LPS und entnahmen die Mesenterialarterien für 

ihre Untersuchungen. Sie fanden zwar eine zeitkonstant erhöhte Expression der Rho-Kinase in 

den Gefäßen, aber die Aktivierung der Rho-Kinase-Signalkaskade führt nicht zu einer 

gesteigerten Phosphorylierung von MYPT1, was eigentlich anzunehmen wäre. Stattdessen 

fanden sie sogar eine reduzierte Phosphorylierung infolge der LPS-Injektion. Wenn den 

Gefäßen im Rahmen der Endotoxämie der sGC-Inhibitor ODQ zugesetzt wurde, so konnte die 

Herabregulierung der Phosphorylierung von MYPT1 dadurch wieder aufgehoben werden. 

Durch diesen und weitere Versuche kommen da Silva-Santos et al. zu der Annahme, dass die 

Gegenregulation zur Aktivierung des RhoA/Rho-Kinase-Signalweg im Zustand der 

Endotoxämie durch cGMP-abhängige Mechanismen unterdrückt wird und es so trotzdem zu 

einer anhaltenden Vasodilatation kommt. 
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Diese These wird dadurch unterstützt, dass man herausfand, dass auch in nicht-

endotoxämischen Rattenaorten eine physiologische Aktivierung der sGC mit einer leichten, 

aber signifikanten Inhibition des RhoA/Rho-Kinase Signalweges assoziiert ist [21]. Des 

weiteren aktiviert 8-bromo-cGMP, ein cGMP-Analogon, in vitro die Myosin Phosphatase, führt 

so zu Vasodilatation [92] und bewirkt die Phosphorylierung der Position Ser(852) von MYPT1, 

was die Phosphorylierung der Position Thr(695) durch die Rho-Kinase und damit die Inhibition 

der MLCP durch ROCK verhindert [194]. cGMP könnte potenziell also dafür verantwortlich 

sein, dass es trotz einer sofortigen Aktivierung der Rho Kinase durch LPS in unseren 

Experimenten zunächst nicht zu einer gesteigerten Phosphorylierung von MYPT1 kommt. 

Anscheinend nehmen diese, den Rho-Kinase-Signalweg unterdrückenden, Mechanismen bei 

anhaltender zunehmend chronischer TLR4-Stimulation jedoch ab und die Rho-Kinase kann 

ihre phosphorylierende Funktion wieder zunehmend ausführen. In unseren Versuchen 

konnten wir nach 8-12 h in VSMCs eine leicht ansteigende Phosphorylierung von MYPT1 

nachweisen. Jedoch ist dies nur nach 12 stündiger Inkubation signifikant und geschieht 

insgesamt in deutlich geringerem Umfang als nach Stimulation mit Tunicamycin, was bedeutet 

das ER-Stress, zumindest zu den gewählten Zeitpunkten, einen stärkeren Einfluss auf die 

Kontraktilität der VSMCs zu haben scheint.  

Parallel zu der zeitabhängig langsam steigenden Phosphorylierung von MYPT1 durch LPS 

nimmt die Expression von iNOS ab. Diese Beobachtung passt zu der Hypothese, dass die Rho-

Kinase cGMP abhängig blockiert wird, denn iNOS führt über die Produktion von NO zu 

erhöhten cGMP-Spiegeln. Nimmt die Expression von iNOS und dadurch die Menge an cGMP 

ab, so kann die Rho-Kinase wieder zunehmend die Phosphorylierung von MYPT1 ausüben 

(siehe Abb.24).  

Die Aktivierung von ROCK und die Phosphorylierung von MYPT1 (nach 12 h) durch LPS sind in 

TLR4-/-Zellen signifikant geringer als in WT-Zellen und unterscheiden sich nicht signifikant von 

der Kontrolle, was bedeutet, dass beide Vorgänge TLR4-abhängig sind.  

Unsere Ergebnisse unterstützen zusammenfassend die Annahme, dass das angeborene 

Immunsystem bei chronischer Aktivierung durch direkte Veränderung der Funktion glatter 

Gefäßmuskelzellen, Einfluss auf die Pathogenese der arteriellen Hypertonie zu haben scheint. 

Die Zeiträume, die wir für unsere Experimente wählten, sind mit 1- 12 Stunden noch relativ 

kurz, wenn man bedenkt, dass Bluthochdruck eine sich über Jahre hinweg entwickelnde, 

chronische Erkrankung ist. Demnach ist es zumindest in der Theorie denkbar, dass eine 

längere Behandlung der Zellen zu einer noch stärkeren ROCK-Aktivität bzw. Phosphorylierung 

von MYPT1 führen könnte. Andererseits sollte man kritisch anmerken, dass wir sehr hohe 

septische LPS-Dosen verwendeten und dadurch die TLR4-Signalkaskade maximal angestoßen 

wurde. In der Realität geht man dahingegen von einer low-grade Inflammation bzw. einer 

wesentlich geringeren Aktivierung des angeborenen Immunsystems aus. Bei einer solchen 

minimalen Inflammation scheint es plausibel, dass deutlich mehr Zeit vergehen muss, bis sich 

die Funktion der Gefäßmuskelzellen auf den permanten Reiz hin verändert.  

Die Rolle von TLR4 und Inflammation bei der Entstehung von Bluthochdruck bleibt weiterhin 

ein vor allem für die Entwicklung neuer Antihypertensiva, vielversprechendes Forschungs-

feld.  

Dange et al. [28] demonstrieren in Untersuchungen im paraventrikulären Nukleus (PVN), dass 

die Hochregulation von TLR4 eine wichtige Rolle bei der zentralnervös ausgelösten 
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Blutdruckerhöhung spielt. Sie berichten, dass die hypertensive Antwort in SHR zumindest 

teilweise TLR4-vermittelt ist und dass eine TLR4-Blockade durch den Inhibitor VIPER im PVN 

den Blutdruck senkt und den inflammatorischen Status bessert. Diese Wirkung wird 

möglicherweise durch eine Herabsetzung der sympathischen Aktivität vermittelt. 

Genipin, ein in der TCM für die Behandlung diverser kardiovaskulärer Erkrankungen 

eingesetzter Arzneistoff aus Fructus Gardenia, wurde bzgl. seines Einflusses auf Bluthochdruck 

und hypertensiver Nephropathie untersucht. Yu et al. [207] fanden dabei heraus, dass Genipin 

nach 8 wöchiger Behandlung nicht nur zu einer signifikanten Blutdrucksenkung in SHR führte, 

sondern auch die Nierenfunktion verbesserte und antiinflammatorische Effekte in HMCs hat. 

Diese Wirkungen werden möglicherweise durch Abschwächung der durch Ang II aktivierten 

TLR/MyD88/MAPK-Signalkaskade erreicht. Die Kollegen Kim et al. [83] bestätigten eine 

inhibitorischen Einfluss von Genipin auf TLR-Signalisierung im Rahmen eines Modells von 

septischen Mäusen. 

Die Zahl an TLR-Antagonisten ist trotz der Evidenz für deren Beteiligung an der Entstehung von 

kardiovaskulären und anderen inflammatorischen Erkrankungen sehr begrenzt. Ein potenter 

anti-TLR2-Antikörper scheint effektiv das Myokardinfarkt Areal in einem Maus bzw. 

Schweinemodell bei Ischämie/Reperfusion zu reduzieren [4, 5]. Weiterhin scheint der 

Antikörper in einem Mausmodell atherosklerotische Plaques zu stabilisieren und zu 

verkleinern [191]. Die TLR4-Antagonisten RsLPS und CRX-526 zeigen vielversprechende 

Wirkung gegen die Entwicklung athersklerotischer Plaques [105]. Wahrscheinlich könnten 

TLR4-Antagonisten auch in der Behandlung von arterieller Hypertonie Anwendung finden.  
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Abb. 24: Zeitverlauf von Inflammation und Kontraktilität nach LPS-Stimulation 

Die Abbildung soll im direkten Vergleich den zeitlichen Verlauf der inflammatorischen und kontraktilen Antwort 

nach LPS-Stimulation in VSMCs zeigen. Die y-Achsen sind ohne Werte dargestellt, da nur rein schematisch der 

ungefähre Verlauf dargestellt werden soll und wie sich die einzelnen Marker zu den gewählten Zeitpunkten 

zueinander verhalten. 

Im akuten Stadium überwiegt die inflammatorische Antwort in Form von iNOS und IL-6 Ausschüttung. Sie wird 

mutmaßlich durch NF-kB vermittelt. Die hohe iNOS Synthese führt vermutlich zu einem Anstieg von cGMP, was 

wiederum die Kontraktile Antwort in Form von ROCK/pMYPT1 inhibiert. Ab dem Zeitunkt 8 Stunden, nimmt die 

anfangs überschießende entzündliche Reaktion deutlich ab. Die iNOS Produktion lässt nach, dadurch folglich 

auch die hemmende Wirkung von cGMP. Somit kann schließlich in der beginnend chronischen Phase der 

kontraktile Signalweg aus ROCK/pMYPT langsam anlaufen.  
 

4.2 ER-Stress führt in VSMCs zu Inflammation 

Es gibt nur eine sehr begrenzte Anzahl an Publikationen, die zeigen, dass die UPR selbst zu 

einer gesteigerten Produktion von inflammatorischen Mediatoren führt. Wie unter 1.6 

erwähnt, scheint dies abhängig vom Zelltyp zu sein. Oslowski et al. [146] behandelten INS-1 

832/13 β-Inselzellen mit Tunicamycin oder Thapsigargin und bestimmten die Expression von 

24) 

 

24) 
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IL-1β und IL-6 mittels RT-PCR. Sie konnten bei beiden ER-Stressoren eine, obgleich nur gering, 

erhöhte Zytokinexpression messen. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Meares et al. nach 

Stimulation von Astrozyten mit eben diesen beiden Substanzen [123]. In humanen aortalen 

Endothelzellen konnte nach Inkubation mit Tunicamycin mittels qPCR eine stärkere Expression 

von IL-6, IL-8 und MCP-1, als in unbehandelten Zellen detektiert werden [43]. Auch die Rolle 

der für Inflammation typischen NO-Produktion im Rahmen von ER-Stress wurde untersucht. 

Hsieh et al. [67] versetzten Mouse Embryonic Fibroblasts (NIH3T3) mit Tunicamycin und 

ermittelten sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinlevel erhöhte Mengen an iNOS.  

Allen diesen Forschungsergebnissen gemeinsam ist, dass ER-Stress, verglichen mit der starken 

Antwort nach TLR4-Stimulation, nur eine low-level Inflammation auslöst. 

Mit Experimenten an Human Embryonic Kidney (HEK) 293T Cells konnte gezeigt werden, dass 

ER-Stress durch Tunicamycin zu einer verstärkten Aktivierung von NF-κB führt (Nachweis 

mittels EMSA) [75]. Eine Beteiligung von NF-κB bei der durch ER-Stress hervorgerufenen 

inflammatorischen Antwort konnte man auch in Astrozyten entdecken [123]. 

Insgesamt wurde also in verschiedenen Zelltypen eine Induktion von IL-6 und iNOS 

nachgewiesen, sowie eine Aktivierung von NF-κB. Bislang gibt es jedoch, unseres Wissens 

nach, keine Literatur, die eine rein durch ER-Stress ausgelöste Inflammation in VSMCs 

beschreibt.  

Wir konnten in unseren Versuchen eine mäßige Induktion von IL-6 vor allem nach 4- bis 8- 

stündiger Inkubation mit Tunicamycin messen. Vergleicht man dies jedoch mit den Werten 

nach LPS-Stimulation, so bemessen die Werte nur in etwa ein Zehntel davon (Vgl. ca. 9-fache 

IL-6 Expression nach 4h Tm vs. 90-fache Expression nach 4h LPS). Das heißt ER-Stress induziert 

in VSMCs eine eher geringgradige Inflammation. Dies passt in etwa zu den Größenordnungen, 

die in der zuvor genannten Literatur für andere Zelltypen beschrieben werden, soweit dies 

durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen beurteilt werden kann. Der zeitliche 

Verlauf der IL-6 Expression durch ER-Stress ähnelt dem nach TLR4-Stimulation. Nach 1 h 

geschieht bei beiden noch verhältnismäßig wenig, nach 4 h bzw. 8 h wird ein Maximum 

erreicht und danach fallen die Werte wieder langsam ab.  

Weiterhin zeigte sich in unseren Versuchen, dass ER-Stress iNOS zu induzieren vermag (Max. 

62,7-fache Expression nach 8h), wobei auch hier von weitaus geringeren Ausmaßen als nach 

LPS-Inkubation (Max. 8168-fache Expression nach 4h) gesprochen werden muss. Bzgl. iNOS ist 

wieder ein ähnliches zeitliches Verhalten, wie bei der Expression von IL-6 zu sehen. Es findet 

also insgesamt auch unter ER-Stress-Bedingungen eine akute pro-inflammatorische Antwort 

statt, die zeitabhängig schwächer wird.  

Wir konnten in VSMCs zeigen, dass Tunicamycin zu einer Phosphorylierung von NF-κB führt. 

Hier scheinen TLR4-Aktivierung und ER-Stress zu einer ähnlich starken Aktivierung zu führen 

(Vgl. zB. Tm 4h 209 % vs. LPS 4h 269 %). Lediglich bei einstündiger Behandlung verursacht LPS 

eine massiv hohe NF-κB Aktivierung (1390 %), die bei Tunicamycin zum gleichen Zeitpunkt 

wesentlich geringer ausfällt (333 %). Bei beiden Treatments ist wieder der abflachende 

zeitliche Verlauf bei längerer Inkubation zu sehen.  

Sowohl die Induktion von IL-6 und iNOS, als auch die Phosphorylierung von NF-κB duch Tm 

sind, wie anhand der Experimente mit VSMC TLR4-/- bewiesen, unabhängig vom Toll-like-

Rezeptor. ER-Stress kann in Gefäßmuskelzellen also ohne eine Beteiligung des innaten 

Immunsystems zu Inflammation führen. Wir konnten in VSMCs Parallelen zwischen den 
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Signalkaskaden nach TLR4-Aktivierung und ER-Stress herstellen. Beide verursachen 

Inflammation in Form von Zytokinsynthese und iNOS-Induktion und aktivieren innerhalb ihres 

Signalpfades den Transkriptionsfaktor NF-κB. Beide haben vor allem akut eine maximale pro-

inflammatorische Wirkung, die bei anhaltendem Zustand nachlässt und auf geringerem 

Niveau fortbesteht.  

 

Tunicamycin ist ein exogener ER-Stressor, jedoch gibt es diverse endogene ER-Stress-

Aktivatoren, wie in der Einleitung erwähnt, die somit potenziell eine sterile Inflammation in 

VSMCs auslösen könnten. Kawasaki et al. [81] zeigen in Experimenten mit, durch 16-wöchige 

High-Fat-Diät, gemästeten Mäusen, dass Obesitas durch ER-Stress zu einer chronischen 

Inflamation in Adipozyten führt. ER-Stress kann dieser Arbeit nach in den Adipozyten durch 

FAAs (free fatty acids) ausgelöst werden. Möglicherweise könnte Adipositas, als wichtiger 

Risikofaktor für Hypertonie auf diese Art und weise durch Aktivierung der UPR mit 

nachfolgender Inflammation zur Pathogenese Kardiovaskulärer Erkrankungen beitragen. Die 

freien Fettsäuren könnten theoretisch nicht nur in Adipozyten ER-Stress generieren, sondern 

auch in den glatten Gefäßmuskezellen der Widerstandgefäße und dort eine chronische 

Entzündung aktivieren.  

Wie unter 1.5.2 in der Einleitung beschrieben, gibt es diverse Hinweise darauf, dass ER-Stress 

eine Rolle bei der Entwicklung der arteriellen Hypertonie zu haben scheint. Diese Annahme, 

konnten wir in vitro mit unseren Experimenten in VSMCs unterstützen, indem wir die 

Auswirkung von Tunicamycin auf die Aktivität der Rho-Kinase und der MLCP untersuchten.  

Der Rho-Kinase (ROCK) wurden bereits verschiedenste Funktionen zugeschrieben, wie 

beispielweise im Rahmen von zellulärer Kontraktion, Proliferation, Migration und Apoptose. 

Es gibt bedeutende Evidenz dafür, dass eine erhöhte Rho-Kinase-Aktivität in Zellen des 

Gefäßsystems, vor allem den Endothelzellen, zur Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen 

beiträgt [79, 167].  

Uehata et al. [187] beschreiben in ihren Untersuchungen, dass Rho-Kinase-Inhibitoren zu 

einer Senkung des Blutdrucks führen können. Einer dieser Inhibitoren, Fasudil, scheint ein 

erfolgsversprechendes Medikament in der antihypertensiven und vasospastischen Therapie 

werden zu können [63, 117]. Fasudil wird im Einsatz bei stabiler Angina Pectoris [166, 189] 

und pulmonaler Hypertonie diskutiert und klinisch erprobt [142, 152, 214]. Die Rho-Kinase 

scheint somit ein wichtiger Schlüsselregulator in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie 

zu sein. Jedoch ist es auch wichtig zu hinterfragen, welche Mechanismen überhaupt zu einer 

Aktivierung der Rho-Kinase führen, um diese eventuell gezielt medikamentös regulieren zu 

können. 

Wir konnten bereits demonstrieren, dass TLR4-Stimulation in VSMCs zu einer Rho-Kinase-

Aktivierung führt. Bislang wurde ein Einfluss von ER-Stress auf die Rho-Kinase nur in 

Gefäßendothelzellen (Vascular Endothelial Cells, VECs), jedoch nicht in VSMCs untersucht. In 

VECs, genauer in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) konnte eine Aktivierung der 

Rho-Kinase durch den ER-Stressor Tunicamycin nachgewiesen werden [80]. Wie wir 

herausfanden, vermag Tm auch in murinen VSMCs die Rho-Kinase zu aktivieren. Dies 

geschieht zeitabhängig und wird nach 8-12h Inkubation signifikant am stärksten. Die Rho-

Kinase trägt über Phosphorylierung der Untereinheit MYPT1 zur calcium-unabhängigen 

Aufrechterhaltung der Kontraktion von VSMC bei. Wir konnten eine signifikant erhöhte 
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Phosphorylierung von MYPT1 unter ER-Stress mit Tm mittels Westernblot nachweisen. Die 

Phosphorylierung ist, zur ROCK-Aktivität passend, zeitabhängig nach 8-12h Inkubation mit 

Tunicamycin am stärksten. Unsere Ergebnisse stimmen somit mit der Untersuchung von Liang 

et al. [96] überein, die human VSMCs mit Tunicamycin behandelten und nach verschiedenen 

Zeitpunkten mittels Westernblot das Vorliegen von phosphorylierten Myosin Light Chains 

bestimmten. Die Kollegen fanden nach 12 stündiger Inkubation mit Tunicamycin die größte 

Menge an p-MLC vor, was dazu passt, dass in unseren Experimenten mit murinen VSMCs nach 

etwa 8-12 Stunden, das höchste Vorkommen von pMYPT1 gemessen wurde.  

Weder Rho-Kinase-Aktivierung noch Phosphorylierung von MYPT1 scheinen in unseren 

Versuchen mit VSMC TLR4-/- von der Anwesenheit von TLR4 abhängig zu sein.  

Zusammenfassend kann ER-Stress, wie schon in HUVECs demonstriert, auch in VSMC die Rho-

Kinase aktivieren und dadurch über MYPT1 zu erhöhter Kontraktilität beitragen, was die 

genannten Forschungsarbeiten unterstützt, und die Möglichkeit eines Einflusses der UPR bei 

der Entwicklung der arteriellen Hypertonie wahrscheinlich macht. Diese Erkenntnisse 

eröffnen neue Wege für die Entwicklung moderner Antihypertensiva, deren Angriffspunkt die 

UPR bzw. ERS sein könnte. 

Salubrinal fungiert als spezifischer Inhibitor der eIF2α Phosphatase und unterdrückt indirekt 

die Aktivierung der UPR  bzw. ERS [14]. Chao et al. [19] berichten, dass Salubrinal in der RVLM 

von SHR durch Stabilisierung von ER-Stress zu einer Verbesserung der Hypertonie führt. Li et 

al. [95] beobachten, dass Salubrinal in einem Myokardinfarkt-Modell in Ratten vor einer ERS-

induzierten Apoptose der Kardiomyozyten schützt. 

Dem Arzneimittel Berberine, einem aus chinesischen medizinischen Kräutern gewonnenes 

Alkaloid, wurde in der Vergangenheit bereits eine anti-hypertensive Wirkung zugeschrieben 

[101]. Liu et al. [102] entdeckten, dass Berberine durch ERS-Inhibition die Endothelfunktion  in 

den Carotiden von SHR verbessert. 

Die beiden Beta-Blocker Metoprolol und Propranolol sind eine der wenigen Medikamente, die 

die kardiale Funktion verbessern und die Mortalität von Patienten mit Herzinsuffizienz 

reduzieren. Zhou et al. [140] weisen nach, dass diese beiden Antihypertensiva ERS und die 

ERS-vermittelte Apoptose supprimieren, indem sie die Expression bestimmter ERS-Chaperone 

und Apoptosemarker in hypertrophen und insuffizienten Rattenherzen abschwächen. 

Möglicherweise besteht der positive Effekt der Beta-Blocker also in der Unterdrückung von 

ERS.  

Die Zukunft von Antihypertensiva könnte also möglicherweise in ERS-Inhibitoren liegen.  

4.3 ER-Stress hat in VSMCs zeitabhängig sowohl eine synergistische als auch 

inhibitorische Wirkung auf die proinflammatorische Immunantwort nach 

LPS-Stimulation 

Wenn man sich nun also vorstellt, dass sowohl ER-Stress als auch TLR4-Aktivierung zu 

Inflammation in den Gefäßmuskelzellen führen, liegt der Verdacht nahe, dass, wenn beides 

zeitgleich auftritt, die inflammatorische Antwort entsprechend aggraviert wird. Es wurde 

bereits unter 1.6 erwähnt, dass ER-Stress auch durch diverse Zytokine, u.a. IL-6, induziert 

werden kann [211]. Somit könnte man davon ausgehen, dass eine durch LPS ausgelöste 

erhöhte Zytokin-Ausschüttung einen, durch Tunicamycin bereits davon unabhängig 
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bestehenden ER-Stress, zusätzlich verstärkt und die Zytokinsynthese folglich weiter gesteigert 

wird. Diese sich gegenseitig aufrechterhaltenden Vorgänge könnten einen Teufelskreis 

anfachen, der zu einem chronischen Zustand von Inflammation in den Gefäßmuskelzellen 

führt.  

Dieser hypothetische Synergismus bzgl. der Zytokinsynthese wurde bereits an einigen 

wenigen Zelltypen und hinsichtlich verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine untersucht 

(siehe 1.6) und konnte bestätigt werden. So auch in J744-Makrophagen [114]: Die 

Makrophagen wurden zeitgleich mit Tunicamycin und LPS behandelt und nach 1,2,4 und 6 h 

die IL-6-Menge mittels ELISA bestimmt und mit den Ergebnissen nach alleiniger Inkubation mit 

LPS verglichen. Es konnten wesentlich höhere Mengen von IL-6 bei der Kombination beider 

Substanzen gefunden werden als nach singulärer LPS-Behandlung. Am stärksten war der 

Synergismus nach 6 stündiger Inkubation, mit ca. 3-fach höherer IL-6-Produktion.  

In unseren Experimenten mit VSMCs konnten wir auch einen synergistischen Effekt 

beobachten, der zu allen Zeitpunkten auftritt und am stärksten nach 4 Stunden ist (3,7-fach 

höher als LPS allein).  Diese Ergebnisse bekräftigen somit die Theorie des Circulus vitiosus. 

Smith et al. [169] konnten in Makrophagen nachweisen, dass die synergistische IFN-β 

Induktion durch ER-Stress und TLR4-Aktivierung nicht ausschließlich durch eine autokrine IFN-

Stimulation bedingt ist, wie eingangs erläutert. Dafür verwendeten sie IFNAR1-/- 

Makrophagen. IFNAR ist ein IFN-α/β-Rezeptor, der IFN-β bindet und dadurch die Transkription 

des IFN-β-Gens hochreguliert.  Er ist also Vermittler der autokrinen IFN-β-Synthese. Trotz 

Ausschalten dieses Rezeptors hatten die ER-Stressoren weiterhin einen synergistischen Effekt 

auf die LPS-induzierte IFN-β-Expression, wenn auch von geringerem Ausmaß als in WT-Zellen. 

Dies zeigt, dass es sehr wohl einen positiven Feedback-Mechanismus bzgl. IFN-β-Synthese 

gibt, jedoch geschieht der Hauptteil des Synergismusses unabhängig davon und wird 

vermutlich durch direkte Interaktion von ER-Stress und TLR4 verursacht.  

 

 
 

Abb. 25: Synergismus von LPS und Tm-Stimulation bzgl. Zytokinsynthese 

LPS führt zu einer erhöhten Zytokinausschüttung. Auch Tunicamycin verursacht durch ER-Stress einen Anstieg 

der Zytokine. Zusätzlich wird durch die gesteigerte Zytokinproduktion wiederum ER-Stress induziert, was 

umgekehrt dann wieder zur Synthese von Zytokinen führt. Dadurch erhalten sich ER-Stress und Inflammation 

gegenseitig aufrecht. Als zusätzlicher Mechanismus kommt die autokrine Stimulation der Zytokinsythese durch 

Rezeptoren wie IFNAR u.a. hinzu. In der Summe führen diese Signalwege somit zu einem ausgeprägten 

Synergismus. 

 

In unseren Versuchen mit TLR4-defizienten Zellen fanden wir überraschenderweise auch 

einen Synergismus von Tm und LPS bzgl. der IL-6 Expression, obwohl LPS eigentlich keine 

Wirkung entfalten sollte. Das könnte, wie zuvor schon erwähnt, an einer leider 
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erfahrungsgemäß recht häufig vorkommenden Verunreinigung von LPS mit anderen 

bakteriellen Bestandteilen, vor allem Peptidoglykanen (PGN) liegen [197], da LPS alleine auch 

schon zu einer leichten IL-6 Induktion in den Knockout-Zellen führte, die nicht auftreten sollte. 

Die PGN könnten, als bekannte Agonisten von TLR2, diese möglicherweise aktivieren, was 

ebenfalls zu einer IL-6-Ausschüttung führen würde [22]. Es ist bekannt, dass ER-Stress die 

Expression von TLR2 hochreguliert [97, 165]. Sollten die verwendeten LPS mit PGN 

verunreinigt gewesen sein, könnte dies dann die durch Tunicamycin angeregte IL-6 Induktion, 

durch die von Tm vermittelte erhöhte TLR2-Expression verstärken. Um diese Möglichkeit 

auszuschließen, könnte man die Experimente an Zellen durchführen, die gleichzeitig TLR4- und 

TLR2-defizient sind. Es sollte dann durch LPS keine Zytokinsynthese ausgelöst werden und es 

sollte kein Synergismus von LPS und Tm mehr bestehen. Alternativ könnte man die Versuche 

mit einem besonders reinen „ultra pure LPS“ wiederholen. Zuletzt besteht auch die 

Möglichkeit, dass der Synergismus unabhängig von TLR4 ist und anderweitig vermittelt wird.  

 

Interessanterweise wird in einigen Publikationen bzgl. der Synthese von iNOS das Gegenteil 

vom Synergismus beschrieben. Ho et al. [64] konnten nach Vorbehandlung von RAW 264.7 

Makrophagen mit Tunicamycin und anschließender Inkubation mit LPS eine niedrigere Menge 

von iNOS-mRNA verzeichnen, als bei Zellen, die keine Vorbehandlung erhielten. Die Autoren 

sprechen in diesem Zusammenhang von einer inhibierenden Wirkung von ER-Stress auf die 

durch Endotoxin ausgelöste iNOS-Expression. Ähnliche Experimente führten Hosoi et al. [66] 

mit murinen Astrozyten durch und beobachteten ebenfalls eine Inhibition der iNOS-Synthese 

durch Tm. Allerdings konnten Hosoi et al. diesen inhibitorischen Effekt nur auf Proteinebene 

nachweisen, auf RNA-Ebene nicht, was sie zu dem Entschluss führte, dass die Inhibition 

posttranskriptionell bedingt sein muss. Somit widersprechen sich beide Arbeiten, da Ho et al. 

die Inhibition auch auf RNA-Level beschreiben.  

Ohta et al. [144] behandelten rat VSMCs mit LPS/IFN-γ und Tm zeitgleich für 24h und 

ermittelten mittels RT-PCR und Westernblot eine abgeschwächte iNOS-Expression. Dies 

wiederum würde also die Aussage von Ho et al. unterstützen. Man muss beachten, dass alle 3 

Autoren ihre Versuche an verschiedenen Zelltypen (Makrophagen, Astrozyten, VSMCs) 

durchgeführt haben und die Behandlung der Zellen sowohl zeitlich, als auch bzgl. der 

Konzentration von LPS und Tm sehr unterschiedlich erfolgte. Während die einen Tm 

gleichzeitig mit LPS zusammen verabreichten [144], erfolgte dies in den anderen 

Forschungsarbeiten zeitlich versetzt, vor der LPS-Gabe [64, 66] oder danach [64] . Ohta et al. 

stimulierten die VSMCs außerdem zusätzlich mit IFN-γ. Das Zusammenwirken von TLR4-

Stimulation und ER-Stress scheint also sowohl vom Zelltyp, als auch vom zeitlichen 

Aufeinandertreffen, der Dauer und von der Konzentration abhängig zu sein.  

Auch wir konnten zeitbedingte Unterschiede in der Wirkung von ER-Stress auf die immun-

stimulierte iNOS-Expression beobachten. Nach einstündigem Co-Treatment können wir 

ebenfalls einen inhibitorischen Effekt von Tm auf die LPS-induzierte iNOS-Expression 

nachweisen, jedoch finden wir nach längerer Inkubation (4,8 und 12h) das genaue Gegenteil, 

nämlich eine synergistische Erhöhung der iNOS-Expression. Hosoi et al. und Ho et al. 

behandelten ihre Zellen lediglich mit Tm für 1h bzw. 0,5h vor und stimulierten erst 

anschließend nach Mediumwechsel mit LPS. Sprich, die Zellen standen nur relativ kurz unter 



69 
 

ER-Stress. Zu diesem Zeitpunkt, also nach einer Stunde, beobachten auch wir eine 

inhibitorische Wirkung von Tm.  

Des Weiteren muss dazu gesagt werden, dass wir in unseren Experimenten nach 4, 8 und 12 

stündiger Inkubation eine erhöhte iNOS-Expression durch alleinige Behandlung mit Tm 

fanden, was heißt, dass es in VSMCs vor allem nach länger dauerndem ER-Stress zu einer pro-

inflammatorischen Antwort kommt, die sich dann synergistisch auf die LPS-Stimulation 

auswirken zu scheint. Nach einstündiger Behandlung messen wir nur eine sehr schwache, 

nicht signifikante iNOS-Induktion. Dies könnte bedeuten, dass bei kurzen Inkubationen, Tm 

seine pro-inflammatorische Wirkung noch nicht ausreichend entfalten kann und andere 

Mechanismen überwiegen, die eine Inhibition der endotoxin-getriggerten iNOS-Expression 

hervorrufen. Sowohl Ho et al. als auch Hosoi et al. konnten keine iNOS-Induktion allein durch 

ER-Stress in Makrophagen bzw. Astrozyten messen. Das heißt, dass Tm in diesen Zellen keine 

pro-inflammatorische Wirkung hat, wohingegen dies in VSMC nachweislich der Fall ist.  

Leider gibt es in der Publikation von Ohta et al., die ebenfalls VSMCs verwendeten, keine 

Daten dazu, ob in ihren Experimenten ER-Stress allein zu einer iNOS-Induktion führt. Sie 

behandelten ausschließlich mit LPS/IFN-γ und Tm zeitgleich für 24 Stunden, wobei sie die 

Inhibition beobachteten. Unsere Versuche gehen zeitlich bis maximal 12 Stunden. Wir können 

aber sehen, dass die stimulierende Wirkung von ER-Stress auf die iNOS-Expression zwar 

zunächst stark zunimmt, jedoch nach dem Maximum bei 8 stündiger Behandlung, wieder 

abfällt. Es könnte sein, dass nach 24 Stunden keine oder nur noch eine sehr schwache pro-

inflammatorische Antwort durch ER-Stress hervorgerufen wird und dann ähnlich wie bei 

einstündiger Behandlung wieder eine inhibitorische Wirkung von ER-Stress auf die LPS-

induzierte iNOS-Expression auftritt.  

Diese Faktoren zusammen könnten erklären, warum es in unseren Experimenten zeitabhängig 

sowohl zu einem zu einem Synergismus als auch einer Inhibition durch ER-Stress kommt. 

Überblickend scheint also die Wirkung von ER-Stress, auf die durch Endotoxin ausgelöste 

iNOS-Synthese, äußerst zellspezifisch zu sein und sich zeitabhängig sowohl als Synergismus, 

als auch als Inhibition manifestieren zu können.  

In VSMC TLR4-/- kann nach 12 Stunden trotz „Ausschaltung“ des Rezeptors ein Synergismus 

von LPS und Tunicamycin beobachtet werden. Die Aggravation der iNOS-Expression fällt 

jedoch deutlich und signifikant geringer aus als in VSMC WT. Auch hier könnte, wie weiter 

oben beschrieben, eine Kontamination von LPS eine Rolle spielen. Die nach einstündiger 

Behandlung auftretende Inhibition ist in den Knockout-Zellen nicht zu erkennen. Die iNOS-

Expression in VSMC TLR4-/- nach einer Stunde Co-Treatment entspricht der Expression nach 

1h Tunicamycin. Passend dazu ist auch die NF-κB-Phosphorylierung nach 1h Co-Inkubation in 

den Knockout-Zellen in etwa so hoch wie nach alleiniger Tm-Behandlung. Die Inhibition der 

iNOS-Expression nach einstündiger Behandlung mit beiden Substanzen scheint also abhängig 

von TLR4 zu sein. 

Kim et al. [82] und Ho et al. [64] untersuchten an RAW 264.7 Makrophagen, ob die 

Unterdrückung der iNOS-Expression durch Tunicamycin vom Transkriptionsfaktor NF-κB 

abhängig ist. Ho et al. beobachten bei einstündigem Pre-treatment mit Tm vor LPS 

Verabreichung eine Inhibition der NF-κB Aktivität, jedoch verschwindet diese inhibitorische 

Wirkung bei längeren Inkubationen mit Tm allmählich, wenn man es als Post-Treatment 

verabreicht. Kim et al. untersuchten die NF-κB Aktivität nur nach 18 stündigem Co-Treatment 
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mit beiden Substanzen und fanden dabei eine Inhibition durch Tm. Daraus schlussfolgern 

beide Forschungsgruppen, dass die inhibitorische Funktion von Tm auf die iNOS-Synthese 

abhängig von der NF-κB Aktivität ist. Ohta et al. [144] inkubierten VSMCs zeitgleich mit Tm 

und LPS für 2 h oder mit LPS allein und konnten keine Änderung der NF-κB Aktivität durch die 

Zugabe von Tm entdecken, woraufhin sie davon ausgingen, dass die inhibitorische Wirkung 

von Tm auf die iNOS-Synthese unabhängig von NF-κB sein muss. Betrachtet man diese 

Aussage kritisch, so muss man anmerken, dass die Kollegen die Inhibition von iNOS nach 24 h 

Co-Treatment von LPS/IFN-γ + Tm beschreiben, aber die Aktivität von NF-κB untersuchten sie 

nach 2-stündigem Co-Treatment. Da, die Vorgänge von Inhibition und Synergismus jedoch 

ausgeprägt zeitabhängig zu sein scheinen, ist das eine Ergebnis mit dem anderen nicht 

unbedingt vergleichbar. Die Zeitpunkte der Untersuchung von iNOS-Expression und NF-κB-

Aktivität sollten gleich oder zumindest näher bei einander gewählt werden.  

Wir fanden in unseren Versuchen nach einstündiger Co-Inkubation eine Suppression der NF-

κB Aktivität im Vergleich zur stark erhöhten Aktivität nach alleiniger LPS-Stimulation (LPS+Tm 

1h: 538 % vs. LPS 1h: 1390 %). Diese Inhibition sehen wir allerdings in dieser ausgeprägten 

Form nur nach einer Stunde, zu den nachfolgenden Zeitpunkten ist dieser Effekt gar nicht (4h) 

oder wesentlich schwächer zu erkennen (8h). Nach 12h ist die Aktivität von NF-κB wieder 

niedriger als nach LPS-Stimulation (LPS+Tm 12h: 168 % vs. LPS 12h: 190 %). Diese Ergebnisse 

passen nun auch zu unserer Beobachtung, dass die iNOS-Inhibierung nur nach 1 h auftritt. Das 

heißt, die Inhibition spiegelt sich in der nach einer Stunde reduzierten NF-κB Aktivität wider 

und könnte somit durch NF-κB vermittelt werden, was im Konsens mit den Beobachtungen 

von Ho et al. und Kim et al. steht.  

Ho et al. beschreiben außerdem ein Abklingen der inhibitorischen Wirkung von Tm nach 

längerer Inkubation (2-3 h) und Ohta et al. sehen nach 2 h gar keine Auswirkung auf die NF-κB 

Aktivität. Dies steht auch im Einklang mit unseren Ergebnissen, da auch wir nach 4 stündiger 

Co-Inkubation keine Inhibition von NF-κB mehr sehen. Das bedeutet also, dass nach 1 Stunde, 

die durch LPS-induzierte iNOS-Expression durch Tm, in Abhängigkeit von der NF-κB Aktivität 

abgeschwächt wird und bei längerer Behandlung ein von NF-κB unabhängiger Synergismus 

von LPS und Tm erscheint. 

Nach 4h Co-Treatment wird bei der iNOS-Expression der maximale Synergismus sichtbar. Der 

Synergismus nimmt dann bei 8h wieder ab und ist nach 12h am geringsten. Umgekehrt verhält 

sich die NF-κB-Aktivität: Sie ist zum Zeitpunkt des maximalen Synergismus nach 4h, von der 

zusätzlichen Behandlung mit Tm unbeeinflusst, auf demselben Level wie nach alleiniger LPS-

Stimulation. Das spricht dafür, dass zwar die Inhibition, jedoch nicht der Synergismus von iNOS 

durch NF-κB vermittelt wird. Der Synergismus der iNOS-Induktion wird bei längerer Co-

Inkubation wieder schwächer, umgekehrt dazu nimmt die Inhibition von NF-κB wieder 

langsam zu. Würde man noch längere Zeitunkte wählen, so könnte eventuell der Synergismus 

bzgl. der iNOS-Expression durch parallel wieder zunehmende Abschwächung von NF-κB 

wieder in eine Inhibition umschlagen. Tatsächlich beschreiben Ohta et al. [144] nach 24 h eine 

Inhibition von iNOS, leider ohne die zeitlich passende NF-κB Aktivität zu erfassen.  

Um das genaue Zusammenspiel von ER-Stress und innatem Immunsystem besser zu 

verstehen, müssen diese Mechanismen noch wesentlich genauer erforscht werden.  

Ho et al. [64] gehen davon aus, dass die, durch ER-Stress in Form von Tunicamycin und 

Brefeldin A, abgeschwächte LPS-induzierte iNOS-Genexpression in RAW 264.7 Makrophagen, 
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durch Inhibition der RelB Nukleartranslokation und p300 Expression vermittelt wird. Kim et al. 

[82] zeigen, dass verschiedene ER-Stressoren (Tunicamycin, Thapsigargin und A23187) 

verschiedene Effekte (synergistisch, inhibitorisch) auf die LPS-induzierte Inflammation in RAW 

264.7 Zellen haben. Sie schließen daraus, dass nicht ER-Stress per se diese Wirkungen 

vermittelt, sondern, dass Tunicamycin spezifische ER-unabhängige anti-inflammatorische 

Eigenschaften hat. Sie vermuten, dass die Funktion von Tm, die N-Glykosylierung von 

Proteinen zu stören, dafür verantwortlich sein könnte. Sie bezogen sich auf eine Studie [143], 

in der demonstriert wurde, dass die TLR4-vermittelte Aktivierung von NF-κB durch LPS, die 

Anwesenheit von MD-2 verlangt (siehe 1.4.2) und dafür eine N-Glykosylierung von MD-2 

notwendig ist. Wenn Tm nun also die N-Glykosylierung behindert, sollte MD-2 und damit auch 

TLR4 nicht mehr voll funktionsfähig sein. Allerdings konnte diese Annahme durch gezielte 

Untersuchungen nicht bestätigt werden, eine gewisse Beteiligung der gestörten N-

Glykosylierung sei aber dennoch möglich.  

Die genauen Mechanismen der gegenseitigen Beeinflussung von ER-Stress, bzw. Tunicamycin, 

und TLR4 bleiben weiterhin unklar und verlangen weitere ausgedehnte Untersuchungen, 

wobei, wie durch unsere Experimente verdeutlicht, eine besondere Rücksicht auf die 

zeitlichen Zusammenhänge gelegt werden sollte.   

4.4 Die Rolle von XBP1 in der Interaktion von ER-Stress und TLR4 

Es gibt also Anhaltspunkte dafür, dass NF-κB an der Vermittlung inhibitorischer Effekte von 

ER-Stress beteiligt sein könnte. Der Synergismus von Tm und LPS bzgl. IL-6-Induktion und der 

späteren (≥ 4h) iNOS-Expression spiegelt sich jedoch nicht in der Aktivierung von NF-κB wider 

und scheint damit unabhängig davon zu sein. Stellt sich also die Frage, wodurch der 

Synergismus vermittelt wird.  

Es wurde bereits erwähnt, dass der Transkriptionsfaktor XBP1 eine wichtige Rolle in der 

Vermittlung der Unfolded Protein Response hat (siehe 1.5.1). Einige Forscher gehen davon 

aus, dass XBP1 ein Schlüsselelement für die Verbindung von ER-Stress und innatem 

Immunsystem ist. Martinon et al. [114], die wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, 

einen Synergismus von LPS und Tm bzgl. IL-6-Synthese in J774 Makrophagen fanden, 

beobachteten, dass dieser Effekt in XBP1-knockout Makrophagen wesentlich schwächer ist. 

Daraus schließen die Autoren, dass der Synergismus abhängig von XBP1 ist. Smith et al. [169] 

konnten in MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) und RAW 264.7 Zellen ebenfalls nachweisen, 

dass für den Synergismus von ER-Stress und TLR4 bzgl. IFN-β-Induktion die Anwesenheit von 

XBP1 notwendig ist. Außerdem scheint vor allem das Spleißen des Transkriptionsfaktors 

wichtig für die Vermittlung der synergistischen Wirkung zu sein.  

Es ist bekannt, dass Tunicamycin, als bekannter ER-Stressor, zum Spleißen von XBP1 führt. 

Diese Eigenschaft wurde bereits in VSMCs überprüft und bestätigt [2, 201]. Auch wir konnten 

in unseren Experimenten nachweisen, dass Tm nach ≥4 stündiger Behandlung zum Spleißen 

von XBP1 führt.  

Weiterhin beschreiben Martinon et al. [114] und Smith et al. [169], dass auch die alleinige 

Stimulation mit LPS bzw. LPS/IFN-γ, in Abwesenheit eines ER-Stressors, das Spleißen von XBP1 

auslösen kann. Jedoch können Smith et al. das Spleißen nur in HLA-B27 Tg Makrophagen 

nachweisen, nicht aber in WT-Makrophagen. Martinon et al. berichten das Spleißen von XBP1 

nach LPS-Gabe in J774-Makrophagen. In unseren Untersuchungen mit WT- VSMCs konnten 
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wir zu keinem Zeitpunkt die gespleißte Form von XBP1 nach LPS-Stimulation detektieren. Da 

auch Smith et al. in WT-Makrophagen kein XBP1-s nach LPS-Behandlung sehen, könnte das 

LPS-induzierte Spleißen in HLA-B27-Tg-Makrophagen dadurch auftreten, dass in diesen Zellen, 

bereits ohne exogene Stimulation durch einen ER-Stressor, eine Aktivierung der UPR 

stattfindet. In diesen speziellen Makrophagen kann, im Gegensatz zu WT-Makrophagen, auch 

ohne Behandlung mit einem ER-Stressor eine erhöhte Expression von BiP, CHOP und XBP1 

gemessen werden, sowie ein signifikantes Vorkommen von XBP1-s [186]. In WT-Makrophagen 

und den von uns verwendeten VSMCs liegt keine grundsätzliche Aktivierung der UPR vor. Das 

heißt in HLA-B27-Tg-Makrophagen wird das Spleißen, im eigentlichen Sinne, nicht durch LPS 

allein hervorgerufen, sondern LPS verstärkt nur den bereits bestehenden Zustand von ER-

Stress und erhöht das Spleißen von XBP1. Die alleinige Aktivierung von TLR4 durch LPS 

induziert somit nicht das Spleißen, sondern kann nur ein aus exogenen oder endogenen 

Gründen bereits bestehendes Niveau von ER-Stress mit ohnehin schon angeregtem Spleißen 

von XBP1 verstärken.  

Für die von Martinon et al. verwendeten J774-Makrophagen konnten wir keine Publikation 

finden, die explizit beschreibt, dass in diesen Zellen auch ohne exogene Stimulation eine 

Grundaktivität der UPR besteht, bzw. schon ein verstärktes Spleißen von XBP1 vorliegt. 

Allerdings konnten wir in den Untersuchungen von Mahadevan et al. [110] zu einem 

verwandten Thema, Ergebnisse finden in denen, obgleich dies nicht ausdrücklich im Text 

erwähnt wird, unstimulierte J774 Makrophagen XBP1-s zu produzieren scheinen. Das heißt es 

könnte sein, dass auch dieser Zelltyp, der aus einem Tumor von BALB/c Mäusen stammt, per 

se schon unter leichtem ER-Stress steht und LPS diesen Zustand dann nur wieder verstärkt. 

Wir gehen deshalb davon aus, dass LPS nicht ohne eine gewisse Grundaktivierung der UPR zu 

einem Spleißen von XBP1 führt.  

In unseren Experimenten konnten wir sehen, dass LPS, zwar nicht zum Spleißen, aber zu einer 

erhöhten Expression des ungespleißten XBP1-u führt und, dass die Zugabe von LPS, das durch 

Tm induzierte Spleißen von XBP1, vor allem nach 4 und 8 h verstärken zu scheint und diese 

Verstärkung nach 12h wieder abzunehmen scheint. Diese Beobachtung würde dazu passen, 

dass der Synergismus von LPS und Tm bzgl. IL-6- und iNOS-Expression vor allem nach 4-8h 

auftritt und nach 12h wieder rückläufig ist. Es scheint also durchaus wahrscheinlich, dass das 

synergistische Zusammenwirken von TLR4 und ER-Stress auch in VSMC über den 

Transkriptionsfaktor XBP1 läuft. Um dies sicher sagen zu können, würde es sich anbieten, die 

Experimente in XBP1-defizienten VSMCs zu wiederholen. Der Synergismus sollte dann, analog 

zu den Ergebnissen von Martinon et al. [114] geringer sein, bzw. gar nicht vorhanden sein.  

Yoshida et al. [203] erklären durch ihre Untersuchungen, dass die Menge von XBP1-u mRNA 

erst durch den Transkriptionsfaktor ATF6 erhöht werden muss, bevor sie dem IRE1-

vermittelten Spleißen zugeführt wird. XBP1-u ist, wie unter 1.5.1 erläutert, instabil und wird 

schnell degradiert. Um dieser Degradierung durch Proteasomen entgegen zu wirken und das 

Spleißen ausreichender Mengen an XBP1 zu ermöglichen, muss also mehr XBP1-u produziert 

werden. Es könnte sein, dass LPS durch Aktivierung von ATF6 die Expressionsrate von XBP1 

erhöht und dadurch ermöglicht, dass mehr XBP1 gespleißt werden kann, bevor es degradiert 

wird. Diese Hypothese wird durch die Arbeit von Rao et al. [153] unterstützt. Hier wird gezeigt, 

dass durch Abschaltung des ATF6-Gens mittels siRNA, die durch ER-Stress-vermittelte 

Verstärkung der TLR4-induzierten pro-inflammatorischen Antwort, abgeschwächt wird. Im 
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Konsens zu dieser Aussage steht unsere Beobachtung, dass LPS in VSMCs zu einer erhöhten 

Expression von XBP1-u führt. In TLR4-defizienten Zellen entspricht die Expression von XBP1 

ungefähr der Kontrolle und wird somit nicht induziert. In den Knockout-Zellen kommt es auch 

nicht zu einem verstärkten Spleißen. Das heißt die erhöhte Expression von XBP1 bzw. das 

augmentierte Spleißen von XBP1 durch LPS ist TLR4-abhängig. 

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse in Zusammenschau mit den Resultaten anderer 

Publikationen, dass der Synergismus von ER-Stress und TLR4-Aktivierung bzgl. bestimmter 

proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6 wahrscheinlich von der Aktivierung von ATF6 bzw. 

der verstärkten Expression und dem Spleißen von XBP1 abhängig ist. Die Inhibitorische 

Wirkung von Tm auf die LPS-induzierte iNOS-Expression tritt nur in der Frühphase (nach 1 

Stunde) auf und wird möglicherweise durch Herabregulierung der NF-κB Aktivität vermittelt. 

Zu diesem Zeitpunkt bewirken weder LPS noch Tm, noch beide zusammen ein Spleißen von 

XBP1. Erst nach 4 Stunden kommt es durch die erhöhte Expression von XBP1 durch LPS zu 

einem, dadurch ermöglichten, erhöhten Spleißen durch Tm. Der aktive Faktor XBP1-s kann 

nun den Synergismus von TM und LPS bzgl. iNOS-Expression bewirken, wohingegen die 

Aktivität von NF-κB ab diesem Zeitpunkt nicht mehr abgeschwächt wird und somit keine 

Inhibition mehr zu sehen ist.  

 

 
 

Abb. 26: Inhibition und Synergismus bzgl. iNOS-Synthese 

Je nach untersuchtem Zeitpunkt findet sich bzgl. der iNOS-Synthese sowohl eine Inhibition als auch ein 

Synergismus von LPS und Tm. Nach 1h Behandlung führt die Zugabe von Tm zu einer Inhibition, die durch NFkB 

vermittelt zu sein scheint. Nach 4 und 8h tritt ein deutlicher Synergismus von LPS und Tm auf, vermutlich durch 

XBP1 vermittelt. Nach 12h nimmt der Synergismus wieder ab, es sollte im längeren chronischen Verlauf nach 

unseren Überlegungen über NFkB wieder zu einer Inhibition kommen.  
 

4.5 Innates Immunsystem und ER-Stress wirken nicht synergistisch auf Rho-

Kinase-Aktivität und MYPT1-Phosphorylierung 

Wie unter 1.6 beschrieben, geht man davon aus, dass sich ER-Stress und innates Immunsystem 

bzw. Inflammation gegenseitig beeinflussen und je nach Signalkaskade und Zelltyp, 

synergistische oder inhibierende Effekte haben können. Da wir bzgl. der Expression von iNOS, 
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IL-6 und NF-κB beides antreffen konnten, war es spannend zu sehen, wie es sich mit der 

Interaktion der beiden Mechanismen bzgl. der Kontraktilität von VSMCs verhält. Bis dato 

konnten wir keine Forschungsarbeiten finden, die den Einfluss von paralleler TLR4-Stimulation 

und ER-Stress auf die Aktivität der Rho-Kinase oder die Phosphorylierung von MYPT1 

untersuchen. Auch konnten wir generell, unabhängig von diesem Signalpfad, keine Literatur 

über das Zusammenwirken beider im Kontext der Entstehung von Hypertonie ausfindig 

machen.  

Erstaunlicherweise kommt es beim Zusammenwirken von TLR4-Stimulation und ER-Stress 

hinsichtlich Aktivierung der Rho-Kinase, Phosphorylierung von MYPT1 und somit Kontraktilität 

der VSMCs nicht zu einem Synergismus. Wir gingen ursprünglich davon aus, dass ER-Stress zur 

Aufrechterhaltung der Inflammation in den Gefäßen beiträgt und dadurch der Einfluss des 

innaten Immunsystems auf die Entwicklung der Hypertension noch zusätzlich aggraviert. In 

unseren Untersuchungen konnten wir dies jedoch so nicht bestätigen. Im Gegenteil sehen wir 

sogar eher einen inhibierenden Effekt von LPS auf die Tunicamycin-induzierte ROCK-Aktivität 

bzw. MYPT1-Phosphorylierung, oder andersherum eine Abschwächung der LPS-vermittelten 

ROCK-Aktivierung/ MPYT1-Phosphorylierung durch ER-Stress je nachdem von welchem 

Standpunkt man das ganze betrachtet. Das heißt beide Mechanismen wirken sich nur, wenn 

sie isoliert voneinander auftreten, stimulierend auf die Kontraktilität der VSMCs aus. Treten 

sie zusammen auf, behindern sie sich scheinbar gegenseitig. 

Möglicherweise hat das Aufeinandertreffen von ERS und TLR4-Stimulation also bzgl. der 

Gefäßmuskelzellfunktion eher eine protektive Wirkung als eine aggravierende. Die Rolle von 

ER-Stress im menschlichen Organismus scheint sehr komplex sein und je nach Zelltyp und 

untersuchter Signalkaskade durchaus verschiedene Funktionen zu haben. Yi et al. [201] 

untersuchten die Rolle von ERS bei der Pathogenese der Atherosklerose und Restenosierung 

mit Experimenten an VSMCs. Es ist hinreichend bekannt, dass Proliferation und Migration von 

VSMCs, welche durch verschiedene externe Stimuli angeregt werden kann, maßgeblich an der 

Entstehung dieser Erkrankung beteiligt sind. Yi et al. versuchen in Ihrer Arbeit darzustellen, 

inwieweit ERS zu Proliferation und Migration der VSMCs beiträgt. Dabei fanden sie 

erstaunlicherweise heraus, dass die Behandlung von VSMCs mit Tunicamycin eine durch 

PDGF-BB (Platelet derived Growth-Factor) angeregte Proliferation und Migration dieser Zellen 

signifikant inhibiert und nicht zu Apoptose der Zellen führt. Die Ergebnisse dieser 

Forschungsarbeit legen nahe, dass Tm-induzierter ER-Stress einen Schutz vor abnormaler 

Aktivierung der VSMCs durch PDGF-BB bietet. Demnach könnte man anhand dieser Arbeit 

davon ausgehen, dass die Aktivierung der UPR also das Auftreten von Atherosklerose 

verhindert.  

Zhou et al. [215] beschreiben in Ihrem Artikel, dass die Aktivierung der UPR  im Zustand von 

ER-Stress zumindest in der Frühphase der Atherosklerose eine Überlebensstrategie der Zellen 

ist und das Voranschreiten der Erkrankung zu verhindern versucht. Im fortgeschrittetenem 

Stadium der Atherosklerose und somit unter andauerndem und zunehmedem Zustand von 

ER-Stress in den SMCs führe dieser Mechanismus jedoch zur Apoptose der Zellen in den 

atherosklerotischen Läsionen. Dieser UPR-vermittelte Zelltod sei mit Plaque-Instabilität und 

Progression der Krankheit assoziiert.  

Weiterhin erklären die Kollegen, die Hypothese des „second hit“ im Rahmen der Pathogenese 

der Atherosklerose (Siehe 1.6), wonach in Makrophagen, die dauerhaft unter leichtem ER-
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Stress stehen, eine zusätzliche PRR-Aktivierung der Trigger für deren Apoptose ist [215]. 

Beispielsweise konnte man in Makrophagen, die einem niedrigem Level von chemisch 

induziertem ER-Stress ausgesetzt sind (z.B. durch niedrige Dosen von Thapsigargin), durch 

Zugabe von in atherosklerotischen Läsionen vorkommende PRR-Agonisten (z.B. oxPAPC) 

einen synergistischen Effekt auf die Apoptose-Induktion nachweisen.  

Überträgt man diese Vorstellung auf die Pathogense der art. Hypertonie, so könnte ER-Stress 

in der Frühphase der Erkrankung ein Mechanismus in den VSMCs sein, um die TLR4-

vermittelter Kontraktion der Zellen zu verhindern bzw. abzuschwächen. Dies würde zu 

unseren Ergebnissen passen, die im Bereich von 8 bis 12h einen sich gegenseitig inhibierenden 

Effekt von Tm und LPS bzgl. Rho-Kinase und MYPT1 zeigen. Möglicherweise schlägt dieser 

anfängliche protektive Effekt unter andauerndem ER-Stress und chronischer Aktivierung des 

innaten Immunsystems, dann jedoch um und trägt dann zum Fortschreiten der Krankheit bei. 

Möglicherweise könnte man in unserem Experiment bei längeren Inkubationszeiten, dann 

eventuell eine Aggravation der ROCK-Aktivität und MYPT1-Phosphorylierung sehen.   

Dies zeigt wieder, wie in vorherigen Abschnitten schon erwähnt, wie wichtig der Faktor Zeit 

bei der Untersuchung von ER-Stress und innatem Immunsystem ist.  
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5. Zusammenfassung 

Die Pathogenese der primären arteriellen Hypertonie ist aufgrund der hohen Inzidenz der 

Erkrankung und der dramatischen Langzeitfolgen bzw. -schäden, ein wichtiges Thema der 

Grundlagenforschung, welches trotz zunehmender Anzahl an Untersuchungen jedoch 

weiterhin noch lange nicht gänzlich verstanden ist. Sowohl das innate Immunsystem und 

Inflammation als auch ER-Stress stehen unter dem Verdacht eine wichtige Rolle bei der 

Entstehung dieser wichtigen und weitverbreiteten Erkrankung zu spielen. Zudem setzt sich in 

den letzten Jahren und Jahrzehnten immer mehr der Gedanke durch, dass die Entwicklung 

von Bluthochdruck, neben vielen anderen Mechanismen, auch von direkten Veränderungen 

in den glatten Gefäßmuskelzellen der Widerstandsgefäße abhängt, die durch verschiedene 

Einflussfaktoren sowohl Ihre Struktur durch Hypertrophie und Proliferation, als auch Ihre 

Funktion durch erhöhte Kontraktilität verstellen. Aus diesem Grund sind Untersuchungen an 

diesem Zelltypus besonders interessant. In der vorliegenden Arbeit sollten diese Ansatzpunkte 

miteinander in Verbindung gebracht werden: nämlich wie sich innates Immunsystem, 

Inflammation und ER-Stress in glatten Gefäßmuskelzellen auf deren Funktion auswirken und 

inwieweit sich diese Vorgänge gegenseitig beeinflussen können. 

Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass sowohl mit LPS getriggerte TLR4-

Signalisierung, als Äquivalent für die Aktivierung des innaten Immunsystems, als auch ER-

Stress durch den chemischen Auslöser Tunicamycin in VSMCs zu einer proinflammatorischen 

Antwort in Form von IL-6 und iNOS-Produktion führt und dass beide Signalkaskaden die 

Aktivierung von NF-kβ beinhalten. Es stellte sich heraus, dass sich ER-Stress und TLR4-

Stimulation auf sehr komplexe weise gegenseitig beeinflussen und, dass diese Vorgänge in 

Abhängigkeit der Zeit variieren können. Tunicamycin und LPS verstärken gegenseitig die 

Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-6 und können sich sowohl inhibierend als 

auch synergistisch auf die Synthese von iNOS auswirken, je nachdem zu welchem Zeitpunkt 

man das ganze betrachtet. Unseren Untersuchungen nach scheint es so, als sei die anfängliche 

Inhibition der LPS-inudzierten iNOS-Synthese durch ER-Stress durch Abschwächung der NF-kβ 

Aktivierung vermittelt. Die Reduktion der LPS induzierten NF-kβ Aktivität durch ER-Stress lässt 

im Verlauf nach. Das Umschlagen der anfänglichen Inhibierung der iNOS-Produktion in eine 

Aggravation durch gleichzeitige LPS und Tm-Behandlung nach längeren Inkubationszeiten 

könnte durch das Spleißen von XBP1 vermittelt werden, da dieses parallel zum Synergismus 

auch erst bei längeren Inkubationen auftritt bzw. verstärkt wird. Der Synergismus bzgl. der IL-

6-Produktion wird vermutlich auch über das Spleißen von XBP1 signalisiert. 

Interessanterweise tritt dieser Synergismus auch unabhängig von der Anwesenheit von TLR4 

auf, wie wir in den Experimenten mit TLR4-/- Zellen herausfanden und könnte somit 

anderweitig vermittelt werden. Es besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass die Ergebnisse 

dieser Versuche durch Verunreinigungen von LPS mit bakteriellen Peptidoglykanen und 

Stimulierung von TLR2 verursacht worden sind.  

Desweiteren konnten wir feststellen, dass bei längeren Inkubationszeiten sowohl innates 

Immunsystem als auch ER-Stress zu einer erhöhten Aktivierung der Rho-Kinase und 

verstärkter Phosphorylierung von MYPT1 führen, was ein Indiz dafür ist, dass die Kontraktilität 

der VSMCs, zumindest nach zunehmend chronischer Stimulation, anzusteigen scheint. LPS 

und Tm zusammen wiederum schwächen ihre Wirkung auf die Kontraktilität jedoch 

gegenseitig ab. Dies könnte bedeuten, dass ER-Stress gewissermaßen eine Schutzfunktion in 
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den glatten Gefäßmuskelzellen ausübt, um eine durch das innate Immunsystem angerregte 

erhöhte Kontraktilität herabzuregulieren. Da die Beeinflussung von ERS und TLR4-Stimulation 

jedoch ausgesprochen Zeit abhängig ist, sollten Experimente folgen, die noch längere 

Inkubationszeiträume abdecken, um noch mehr die Chronifizierung dieser Prozesse zu 

untersuchen. Weiterhin sollte die tatsächliche mechanische Kontraktilität der Gefäße nach 

deren Inkubation mit Tm und LPS beispielsweise durch myografische Messungen untersucht 

werden, um im nächsten Schritt invivo Experimente anzuschließen, wobei der Blutdruck von 

über längere Zeiträumen (Wochen) mit geringen Dosen LPS und Tm behandelten Mäusen 

bestimmt werden sollte. 
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