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1. Einleitung

1.1 Die akute Myokarditis

1.1.1 Definition

Als Myokarditis wird die Inflammation des kardialen Gewebes durch Exposition entweder an
exogenen Antigenen, wie z.B. Viren, Bakterien, Parasiten und Medikamenten oder endogenen
Triggern (Tab. 1.1), wie z.B. Autoantikorpern gegen korpereigene Antigene, definiert [81]. Nach
den klassischen Dallas histopathologischen Kriterien miissen in der Myokardbiopsie inflamma-
torische Zellen zusammen mit nekrotischen Kardiomyozyten auf dem selben mikroskopischen
Préiparatschnitt nachweisbar sein, um die Diagnose einer Myokarditis zu stellen [3]. Heutzutage
ist allerdings die Diagnostik der Myokarditis durch zusétzliche immunhistochemische, moleku-
larbiologische und bildgebende Nachweismethoden erweitert worden [20]. Nach der Definition
des Weltverbandes fiir Herzerkrankungen (“World Heart Federation™) wird die aktive Myokarditis
quantitativ durch eine Infiltration von > 14 Lymphozyten + Makrophagen pro mm? und gleichzei-

tige Zellnekrose und Odem definiert [84].

1.1.2 Epidemiologie

Es ist schwer die genaue Inzidenz der Myokarditis zu bestimmen. Schitzungsweise betragt sie
8-10 pro 100.000 der Bevolkerung [81]. Der subklinische Verlauf vieler Fille macht die genaue
Berechnung der Inzidenz und Privalenz allerdings zusétzlich schwierig. Die Privalenz der Myo-
karditis in Obduktionen betrigt 1-5%. In einer pathologischen Untersuchung junger Erwachsener,

die an plotzlichem Herztod gestorben waren, erreichte die Inzidenz sogar 8.6% [32].

1.1.3 Atiologie

Die haufigsten Ursachen sind virale Erreger, hierunter sind die wichtigsten die Coxsackieviren der
Gruppe B und andere Enteroviren, das Adenovirus, das Parvovirus B19, das Hepatitis C Virus,
das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) und das Influenzavirus. Interessanterweise gibt es eine
unterschiedliche geographische Verteilung der Virus-Prevalenzen: in Nord-Amerika sind die En-

teroviren [8], in West-Europa das Parvovirus B19 [72] und in Japan das Hepatitis-C-Virus (HCV)
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[86] haufiger. Coxsackieviren gelten traditionell als die dominanten Erreger, vor allem bei Neuge-

borenen und Kleinkindern [30].

Viral (hiufigste Ursachen) Fungal Clozapin
Adenovirus Histoplasma Cephalosporine
Coxsackievirus/Enterovirus Aspergillus Penicilline
Cytomegalovirus Candida Trizyklische Antidepressiva
Parvovirus B19 Coccidioides |Aut0immun
Hepatitis C Virus Kryptokokken Varizella Vakzin
Influenza [Protozoal | Giant-cell Myokarditis
HIV Trypanosoma cruzi Churg-Strauss Syndrome
Herpes Virus |Parasiten | Sjogren Syndrome
EBV Schistosomiasis Entziindliche Darmerkrankung
Larva migrans Zbliakie
Mykobakterium Spezies |TOXine | Sarkoidose
Chlamydia pneumoniae Anthrazykline SLE
Streptokokken Spezies Kokain Takayasu Arteriitis
Mykoplasma pneumoniae |Hypersensitivitéit | Wegener Granulomatose
Treponema pallidum Sulfonamide

Tabelle 1.1: Ursachen der Myokarditis nach Liu [81]

1.1.4 Klinischer Verlauf und Prognose

Das klinische Bild der viralen Myokarditis variiert sehr und reicht von einer einfachen febrilen
Erkrankung, dhnlich wie die Influenza, bis zur akuten Herzinsuffizienz mit linksventrikuldrer Dys-
funktion. Die akute Form mit Dysfunktion verschiedener Organe tritt hdaufiger bei Neugeborenen
und Kleinkindern auf, wihrend es sich bei den erwachsenen Patienten hidufiger um ein leichteres
Krankheitsbild handelt.

Dennoch gibt es unterschiedliche Verldufe der Erkrankung auch bei erwachsenen Patienten: Pati-
enten mit mildem Verlauf, geringgradiger kardialer Dysfunktion und spontaner Viruselimination
erholen sich in der Regel vollstiandig [73]. Patienten mit schwerem Verlauf und linksventrikuldrer
Dysfunktion haben dagegen eine schlechtere Prognose: mindestens ein Drittel von ihnen wird eine
chronische Herzinsuffizienz entwickeln, ca. 25% sterben oder miissen transplantiert werden; der

Rest erholt sich vollstdndig [36].
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Die Myokarditis bzw. die inflammatorische Kardiomyopathie kann nach klinischen und histopa-

thologischen Kriterien in 4 Formen eingeteilt werden [82, 30]:

1. Fulminante Myokarditis, mit linksventrikuldrer Dysfunktion und Herzinsuffizienz innerhalb

von 2-3 Wochen nach einer viralen Infektion.

2. Subakute Myokarditis, mit méaBig eingeschriankter linksventrikuldrer Funktion und unspezi-

fischen Symptomen.

3. Chronisch-aktive Myokarditis, mit miBig eingeschrinkter LV-Funktion und unspezifischen
Symptomen. Endomyokardiale Biopsie zeigt eine andauernde Inflammation, myokardialen

Schaden und aktive Bildung von Narbengewebe.

4. Chronisch-persistierende Myokarditis, mit normaler LV-Funktion und atypischen Sympto-

men. In der Biopsie ldsst sich eine persistierende Inflammation nachweisen.

Der Ausgang dieser unterschiedlichen Krankheitsverldufe ist unvorhersehbar und variiert stark:
Patienten, die eine akute Myokarditis iiberstehen, konnen eine komplette Erholung zeigen, konnen

aber auch eine dilatative oder eine konstriktive Kardiomyopathie entwickeln [30].

1.2 Pathophysiologie der akuten Myokarditis

Unsere heutigen Erkentnisse iiber den Verlauf der Myokarditis basieren auf experimentellen Da-
ten und auf Untersuchungen von humanen Herzbiopsien [103, 105]. Die experimentellen Daten
stammen aus den murinen Myokarditis-Modellen durch Enteroviren hauptsédchlich durch Gruppe
B-Coxsackieviren.

Coxsackieviren sind hiillenlose Enteroviren und gehoren zu der Familie der Picornaviridae. Sie
sind human- und mauspathogen und werden fikal-oral transportiert. Man unterscheidet 2 Sero-
gruppen, A und B, mit 23 A- und 6 B-Serotypen (CVB1-6). Die Gruppe A verursacht hauptsidch-
lich Magen- und Darmerkrankungen, wihrend Gruppe B mit verschiedenen Krankheiten assoziiert
ist, wie z.B. Myokarditis, Diabetes mellitus Typ 1, aseptischer Meningitis und Pankreatitis. Das Vi-
rion hat einen 25-30 nm langen Diameter und ist ikosaedrisch. Sein Genom besteht, wie bei allen
Picornaviren, aus einem positiven Einzelstrang RNA, ca. 7-8 kb lang. Dies ist von einem Kapsid
umbhiillt, das von ca. 60 Kopien aus jeweils 4 viralen Proteinen (VP)1-4 aufgebaut wird [125].
Der Serotyp CVB3 wurde in verschiedenen Studien als der dominante Erreger der Myokarditis

herausgestellt und ist mit ungefdhr 20-40% der akuten Myokarditis oder DCM assoziiert [6, 43].
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Die Entwicklung der Erkrankung wird durch die Interaktion zwischen Virus und Immunsystem

gesteuert. Es werden drei, zum Teil tiberlappende Stadien, unterschieden [30]:

¢ Virale Phase

¢ Immunreaktion

* “Remodelling” Stadium

1.2.1 Viruseintritt und virale Phase

Das Coxsackievirus dringt durch eine Eintrittspforte in den Korper ein, meistens im Magen-Darm-
Trakt. Innerhalb von 2 Stunden nach der Infektion befindet sich das Virus bereits in den Lymph-
knoten und der Milz und kurz spiter im Pankreas. Das sind die primédren Organe, die das Virus
infiziert. Dort beginnt es seine Replikation und von da aus wird es iiber die Blut- und Lymphgefés-
se in seine sekundiren Zielorgane transportiert. Hierzu gehoren das Herz, das Gehirn und die Leber
[125]. In der Milz und in den Lymphknoten repliziert sich das CVB3 innerhalb der T-, B-Zellen
und Makrophagen. Damit sind diese Immunzellen die Haupttriger des Virus in die Endorgane [83].
CVB3 bindet direkt an den Komplementfaktor C3 und diese Interaktion ist notwendig fiir die Per-
sistenz des Virus in den Keimzentren der Lymphknoten; dort werden die B-Zellen infiziert, die spa-
ter das Virus verbreiten [93]. Im Herzen, sowie in den anderen Organen, benutzt das CVB3 einen
Rezeptor oder einen Rezeptorkomplex, um in die Zellen einzudringen. Hauptrezeptor fiir diesen
Prozess ist der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) [125]. Oft verwendet das Virus einen Ko-
rezeptor, den “Decay Accelerating Factor” (DAF), der mit dem CAR einen Komplex bildet. CAR
gehort zur Familie der Immunglobuline und hat Adhédsionsmolekiil-Eigenschaften [83]. Er befindet
sich in der Zonula occludens zwischen den epithelialen und endothelialen Zellen und ist normaler-
weise vom Virus nicht zu erreichen. Zytokine, wie TNF-a und IL-1p, verursachen eine Verteilung
von CAR auch auBerhalb der Zonula occludens, wo er vom Virus gebunden wird. Die Produktion
von CAR und DAF auf der Zelloberfliche der verschiedenen Organe bestimmt den Virustropis-
mus fiir diese bestimmten Organe [51]. Beim Menschen befindet sich CAR im Herzen, Pankreas,
Gehirn, in der Prostata, der Leber und im Darm [114]. Die CAR-Expression nimmt mit dem Alter
ab. Die Expressionsprofile als solche konnen nicht die Pradisposition aller Gewebe in den experi-
mentellen Mausmodellen erklidren, was fiir die Existenz anderer Faktoren und Rezeptoren spricht,

die eine Rolle beim Viruseintritt und -replikation spielen [51].
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Abbildung 1.1: Direkter Zellschaden durch das CVB3. In einem Zellkultur-Modell einer CVB3-
Infektion ist die produzierte virale RNA bereits 1-2 Stunden nach der Infektion zu erkennen. Virale
Proteasen spalten “Host”-Zellproteine und fithren zur Ausschaltung der Translation der “Host”-
RNA. Virale Proteasen spalten ferner Proteine der Transkription oder des Zytoskelettes. Der Ex-
pression der viralen Proteine folgt die Freisetzung von Zytochrom C aus den Mitochondrien, wel-
ches proapoptotische Wirkung ausiibt. Die Caspasen werden gespalten und apoptotische Vorginge

werden induziert. Modifiziert nach Esfandiarei et al. [30]

Durch die Bindung an CAR kommt die Virus-RNA in die Zelle. Dort beginnt die Transkription und
dadurch die Produktion der Virusproteine. Es werden die vier strukturellen Proteine des Kapsids
(VP1-4), sowie Proteasen und Polymerasen synthetisiert [30].

Nachdem das CVB3 das Herz erreicht hat, infiziert es die Kardiomyozyten durch ihren CAR-
Rezeptor. In der viralen Phase wird durch das Virus direkter Schaden an den Kardiomyozyten
verursacht (Abb 1.1): die Virusproteasen bauen Zellproteine, wie das Dystrophin und verschie-
dene Transkriptionsfaktoren, ab, wihrend das Virus die Synthesemechanismen der “Hostzelle”
ausschaltet, sich repliziert und anschliefend durch Zelllyse oder Induktion von Zellapoptose aus

der Zelle freigesetzt wird und erneut benachbarte Zellen infiziert [30].
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1.2.2 Immunreaktion

Die Immunreaktion gegen CVB3 ist komplex und besteht aus verschiedenen Mechanismen des
spezifischen und unspezifischen Immunsystems. Eine spezifische Immunreaktion gegen CVB3 ist
in der Regel nétig, um das Virus komplett zu eliminieren. Da aber die spezifische Reaktion bei einer
priméren Infektion beim Menschen erst nach 7-14 Tagen beginnt, spielt in den Anfangsstadien der
Infektion das unspezifische Immunsystem eine wichtige Rolle, sowohl fiir die Aktivierung der

Effektor-Zellen, als auch fiir die Steuerung der spezifischen Reaktionen [51].

1.2.2.1 Unspezifische Inmunabwehr

Zytokine bei der akuten Coxsackievirus B3-Myokarditis: Die unspezifische Immunabwehr
wird wesentlich durch die Familie der “Toll-like” Rezeptoren (TLRs) initiiert. Diese erkennen so
genannte virale oder bakterielle “pathogen-associated molecular patterns” (PAMPs). Bis heute sind
12 murine TLRs bekannt, von denen die Subtypen TLR7 und TLRS Einzelstrang RNA (ssRNA),
wie es das CVB3 ist, erkennen konnen [98]. Thre Aktivierung induziert schlieBlich iiber eine in-
trazelluldre Signaltransduktion die Genaktivierung einer Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine,
Adhisionsmolekiile und Chemokine [66]. Diese aktiven Molekiile koordinieren die Einwanderung
der Immunzellen in den Ort der Inflammation.

Die Zytokine sind eine Familie von signaliibertragenden Molekiilen, die Proteine oder Glykopro-
teine sind. Sie werden von unterschiedlichen Zellen, sowohl hamatopoetischen als auch nicht-
himatopoetischen, produziert. Besonders stark werden sie von Immunzellen exprimiert, die einen
Erreger erkannt haben. Ihre Hauptrolle ist die Regulierung der spezifischen und unspezifischen
Immunreaktion des Korpers. Thre Wirkung ist entweder pro- (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-q,
Interferone) oder antiinflammatorisch (IL-4, IL-10) und wird durch ihre Bindung an spezielle Re-
zeptoren ausgeiibt. Die Signale dieser Rezeptoren fithren zur Hoch- oder Runterregulation von
Genen und Transkriptionsfaktoren und zur Anlockung von Immunzellen an den Ort der Entziin-
dung, unter anderen durch Erhohung der Expression von Adhédsionsmolekiilen wie VCAM und
ICAM auf der Zelloberfliche der Endothelzellen [59].

Die Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der CVB3-Myokarditis. Kurz nach der Infektion
mit CVB3 erfolgt die Erkennung von Viruspartikeln durch die “Toll-like”-Rezeptoren auf den
Makrophagen (CD68"-Zellen) und anderen Antigen-prisendierenden Zellen (APZ). Durch die
Signale der TLRs werden unterschiedliche Zytokine produziert, darunter IL-1, IL-6, IL-12, IL-18,

TNF-a, TNF-B, und Interferon-y. Diese Zytokine locken inflammatorische Zellen an den Ort der
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Abbildung 1.2: Wirkung der Zytokine auf das Herz. Interleukin (IL)-1, IL-2, IL.-6 und Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF)-a konnen zu einer Depression der Kontraktilitit, IL-1, IL-6 und TNF-a zu

einer Hypertrophie und IL-1 und TNF-« zu einer Fibrose fithren. Modifiziert nach Matsumori [20]

Inflammation [30].

Typ I Interferone (IFNs-a./f) werden durch TLR-abhingige und -unabhingige Mechanismen als
Antwort auf die virale RNA produziert [18]. Interferone gehoren zu den wichtigsten antiviralen
Mechanismen. Sie werden von den infizierten Zellen ausgeschiittet und iiben eine autokrine und
parakrine Wirkung aus. Typ I Interferone fithren zur Hochregulierung von MHC I und II, stimulie-
ren die T- und NK-Zellen, inhibieren den Zellzyklus und initiieren proapoptotische Signale [78].
TIhre Wirkung ist kritisch fiir die Host-Protektion und das Uberleben. Fehlende Interferone fiih-
ren zu gesteigerter Virusproliferation und Herzschaden [25]. Sie konnen die CVB3-Replikation in
Zellkulturen inhibieren und auferdem hat die exogene Gabe von IFN-o./ einen positiven Einfluss
auf die CVB-Myokarditis in Méusen [87].

Die Zytokine sind zwar fiir die normale Immunantwort gegen CVB3 notwendig, konnen aber auch
negative Wirkung auf den Verlauf und die Prognose der Myokarditis ausiiben. In der experimen-
tellen CVB3-Myokarditis in Miausen fiihrte die Gabe von IL-1B und TNF-a zu einer erhéhten
myokardialen Inflammation und Nekrose, sowie zur ungiinstigen Prognose [96]. Die gleichen Zy-
tokine konnen eine CVB3-Myokarditis in resistenten Mausstimmen, wie der B10.A, induzieren
[74]. Die Zytokine iiben ferner direkte Wirkungen auf das Myokard (Abb. 1.2) und seine Kontrak-
tilitit. In vitro Studien zeigten eine direkte kardiodepressorische Wirkung von TNF-a., IL-2 und -6
auf isolierten Papillarmuskeln [37], wihrend die gleichen Zytokine auch eine kardiale Hypertro-

phie induzieren kénnen [17, 119].
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Chemokine und akute Coxsackievirus B3-Myokarditis: Die Chemokine sind eine Familie
kleiner Zytokine, die von den Gewebezellen in der frithen Phase der Infektion exprimiert werden.
Sie induzieren eine chemotaktische Bewegung der Immunzellen, die sich in der Néhe der infi-
zierten Zellen befinden. Die Chemokine, wie die Zytokine, iiben ihre Wirkung durch membran-
gebundene Rezeptoren aus. Thre Funktion ist Leukozyten, Monozyten, neutrophile Granulozyten
und andere Effektorzellen aus der Blutbahn an den Ort der Inflammation zu bringen. Vier Gruppen
von Chemokinen werden entsprechend des Abstandes zwischen ihren ersten zwei Zysteinresten
unterschieden: CC, CXC, C und CX3C [59].

Wihrend der CVB3-Infektion wird die Expression von Chemokinen hochreguliert [51]. Be1 der
CVB3-Myokarditis werden die “Macrophage inflammatory proteins” (MIP)-1 und -2 (CCL3 bzw.
CXCL2), das CCL5 (RANTES), und das “Monocyte chemotactic protein” (MCP)-1 (CCL2) ver-
mehrt produziert [20]. Bei der Pankreatitis durch CVB-Stimme werden Chemokine wie das CCL2,
CCL3, CCL4 und CCLS5 exprimiert [125]. Die Produktion von Chemokinen im Myokard wihrend
der CVB3-Myokarditis ist allerdings nicht immer giinstig fiir den Ausgang der Erkrankung: MIP-1
und -2, sowie CCLS5 iiben eine negative Wirkung durch das Anziehen von autoreaktiven T-Zellen,
die sich gegen die herzeigenen Antigene richten, aus [115, 19, 67]. Experimentelle Uberexpressi-
on von MCP-1 im Herzen fiihrte zu einer Myokarditis durch erhohte inflammatorische Aktivitit
im Myokard [71]. In einer klinischen Studie bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie wurde
zum Zeitpunkt der kardialen Dekompensation eine erhohte Expression von MCP-1 beobachtet,
welche potenziell durch die gesteigerte Monozytenmigration einen direkten negativen Einfluss auf
die Kardiomyozyten hatte [77]. Ein anderes Chemokin, das Fraktalkin (CX3CL1), scheint eine
entscheidende pathogenetische Rolle in der iiberschieBenden Immunreaktion bei einer experimen-
tellen Autoimmunmyokarditis bei Ratten zu spielen [135]. Husberg et al. zeigten sowohl in der
humanen als auch in der experimentellen Herzinsuffizienz eine Induktion von Fraktalkin durch
IL-1B und IFN-y und darauthin eine Erhohung der inflammatorischen Reaktion durch das Fraktal-
kin [54]. Chemokine konnen daher durch Induktion von einer starken inflammatorischen Reaktion

im Myokard ungiinstige Wirkung auf den Verlauf der Erkrankung haben.

Effektorzellen des unspezifischen Immunsystems: Effektorzellen der unspezifischen Immun-
abwehr, die bei der CVB3-Myokarditis eine Rolle spielen, sind hauptsichlich die “Natural Killer”-
Zellen (NK-Zellen) und die “Natural Killer”’-T-Zellen (NK-T-Zellen). Diese zytotoxischen Zellen
richten sich gegen infizierte Zellen, welche sie durch Perforin lysieren. Ihre Wirkung wird durch

die Interferone potenziert. “Natural Killer’-Zellen erkennen Klasse MHC I-Molekiile, welche ihre



1.2 Pathophysiologie der akuten Myokarditis 9

Zytotoxizitit suprimieren. Die MHC I-Expression wird durch die Virusinfektion in den infizierten
Zellen suprimiert, wodurch die NK-Zellen aktiviert werden. NK-Zellen spielen am ehesten eine
wichtige Rolle bei der CVB3-Elimination, da ihre experimentelle Elimination mit einer erhdhten

Viruslast im Herzen und Pankreas verbunden ist [41].

1.2.2.2 Spezifische Inmunabwehr

B-Zellen bei der CVB3-Myokarditis: Die Produktion von neutralisierenden Antikdrpern durch
B-Zellen ist wichtig fiir die Elimination des CVB3. Solche Antikorper erscheinen ca. 4 Tage nach
dem Beginn der Infektion im murinen Modell und spielen eine kritische Rolle in der Limitierung
der Virusreplikation [14]. Patienten mit angeborener Agammaglobulinimie zeigen chronische In-
fektionen mit Coxsackie- und Enteroviren. B-Zellen-“knockout” Miuse prisentieren eine chroni-
sche CVB3-Infektion mit hohem Virustiter und das Bild einer dilatativen Kardiomyopathie [93].
Wichtig ist die Beobachtung, dass die B-Zellen in der frithen Phase der CVB3-Infektion vom Vi-
rus infiziert werden und dass diese Zellen als Reservoir fiir die weitere Infektion anderer kardialer

Zellen wirken [1].

Rolle der T-Zellen: Die T-Zellen spielen eine zweiseitige Rolle bei der CVB3-Infektion. Die
Elimination des Virus in Miusen ohne Thymus ist beeintrdachtigt [111]. Experimentelle Modelle
einer CVB3-Myokarditis bei Miusen ohne CD4 -, CD8"-T-Zellen oder beide Zelltypen, offen-
barten die Rolle dieser Zellen in der Pathogenese und Gewebeschiddigung bei der Myokarditis [99].
Die Elimination von CD41-T-Zellen hatte einen positiven Einfluss auf die Krankheit, wihrend die
von CD8"-T-Zellen eine negative Wirkung ausiibte; die Elimination beider Zelltypen fiihrte zum
grofiten Schutz vor Myokarditis. Die genaue Rolle der T-Zellen kann zwischen den verschiedenen
Mausstimmen variieren [52]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die spezifische zelluldre Immunab-
wehr zwar einerseits protektiv fiir den “Host” bei der CVB3-Myokarditis sein kann, andererseits

aber signifikant zur Pathologie beitragen kann.

1.2.3 Kardiales “Remodelling”
1.2.3.1 Extrazellulire Matrix

Der extrazellulire Raum des Herzens, die extrazellulire Matrix (EZM), der die Kardiomyozyten
und die anderen kardialen Zellen umgibt, ist ein wichtiger Bestandteil der normalen Struktur, sowie

der Funktion des Herzens. Herzschidden konnen zu einer pathologischen Veridnderung des Aufbaus
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der EZM fiihren; dieser Prozess wird mit dem Namen “Remodelling” beschrieben. In den letzten
Jahren wurde das ‘“Remodelling” des Herzens als einer der Hauptfaktoren erkannt, welche die
Zukunft des Myokards nach einem Gewebeschaden bestimmen [117].

Das Herz besitzt eine sehr komplexe Architektur. Die einzigartige Organisation der Kardiomyo-
zyten im linken Ventrikel basiert auf dem Netzwerk der Matrix-Proteine, welche die Integritit
und Orientierung der Kontraktion der Myokardfasern regulieren. Hauptbestandteil der EZM sind
die Kollagen-Fasern. Die EZM besteht desweiteren aus einer Basalmembran, elastischen Fasern,
Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen, wie dem Heparansulphat [38].

Wichtig fiir die Funktion und Struktur des Herzens ist die Tatsache, dass die EZM viele bioaktive
Molekiile, wie Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine, enthilt. Zum Beispiel haben Angio-
tensin II und Endothelin-1 in der EZM des Herzens eine 100fach hohere Konzentration als im

Plasma [29, 24].

1.2.3.2 “Remodelling” der extrazelluliren Matrix bei der viralen Myokarditis

Bei der akuten Myokarditis beginnt das ‘“Remodelling” mit dem Abbau der EZM und der Infil-
tration des Myokards mit inflammatorischen Zellen. Im frithen Stadium handelt es sich haupt-
sdchlich um qualitative und weniger um quantitative Veridnderungen der Kollagenfasern. Wih-
rend die Konzentration des Gesamtkollagens gleich bleibt, dndert sich die Anzahl der Kollagen-
Querverbindungen, angegeben durch Reduktion des unloslichen/16slichen Kollagen-Ratios [133,
79]. Dadurch kénnen die inflammatorischen Zellen in das Gewebe eindringen.

Dieser Prozess wird durch die indirekte Wirkung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die sich
entweder im myokardialen Interstitium befinden oder wihrend der Inflammation von den Zellen
ausgeschiittet werden, induziert. Viele Zytokine und Signalmolekiile sind am Heparansulphat ge-
bunden und werden von dort von Proteasen, wie den Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), durch
Spaltung aktiviert und freigesetzt; ein Beispiel dafiir ist die Aktivierung von TNF-o im myokar-
dialen Interstitium [27].

Die Storung der EZM-Architektur kann potenziell eine wichtige Rolle bei der progredienten Di-
latation und Dysfunktion des linken Ventrikels spielen, welche anschlieend zu einer dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) fiihren kann. Es gibt verschiedene Hinweise, welche die virale Myokar-
ditis mit der Entwicklung einer DCM aufgrund von Viruspersistenz verbinden [104]. Die direkte
Spaltung durch die viralen Proteasen von “Hostproteinen”, die fiir die Zellarchitektur und -funktion

wichtig sind, wie dem Dystrophin, sowie die massive Zerstorung von Myokardzellen durch die Vi-
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ren, konnen zur einer Dilatation beitragen. Das Immunsystem selbst kann eine negative Wirkung
durch die vermehrte Vernichtung von Kardiomyozyten und die Aktivierung des MMP-Systems mit
EZM-Abbau haben [118]. In der spiteren Phase einer Myokarditis kommt es bei vielen Patienten
durch verschiedene Mechanismen zur Produktion von Autoantikérpern und der Entwicklung einer

Autoimmunitit, die ebenso zur kontraktilen Dysfunktion fithren kann [62, 9].

1.3 Die Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Gruppe von Proteasen, die ein Zink-Ion und ein
Methionin in ihrem aktiven Zentrum haben. Die Familie besteht aus 25 Enzymen; 24 davon sind
in Sdugetieren zu finden. Alle Korperzellen konnen MMPs in unterschiedlicher Menge produzie-
ren. Die meisten MMPs befinden sich in einer freien Form, es gibt aber auch MMPs, die an der
Zellmembran gebunden sind (MT-MMPs).

Sie werden in inaktiven Formen produziert (pro-MMP) und durch Spaltung in ihre aktiven Formen
umgewandelt. Die Konzentration und Aktivitit der MMPs kann durch vier Mechanismen beein-

flusst werden [39]:
1. Induktion oder Inhibition der Gen-Expression,
2. Speicherung der Enzyme innerhalb oder auB3erhalb der Zellen,
3. Produktion von Pro-Enzymen, die aktiviert werden miissen und
4. Inaktivierung der aktiven Form.

Zu den Faktoren, die die Aktivierung der MMPs beeinflussen, gehdren unter anderem Zytoki-
ne, wie das TNF-a und die Interleukine, inflammatorische Zellen, Wachstumsfaktoren, wie das
TGF-B, der oxidative Stress, Hormone, wie das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, das sym-
pathische System und direkte mechanische Stimuli [26]. Die Inaktivierung der MMPs wird durch
korpereigene Inhibitoren durchgefiihrt, die Tissue Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen

(TIMPs). Bekannt sind vier Enzyme, TIMP1-4.

1.3.1 Funktion der Matrix-Metalloproteinasen

Zu ihren Funktionen gehort der Abbau der EZM; neue Daten zeigen aber, dass sie eine wich-
tige Rolle in vielen Gebieten der normalen Homéostase des Korpers spielen. Durch den Abbau

der EZM, nehmen die MMPs am “Remodelling” der Organe teil. Sie spalten die extrazelluldren
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Molekiile, so dass andere Zellen einwandern kénnen. Besonders wichtig ist dies sowohl fiir die
Entwicklung und Regeneration der Gewebe als auch fiir die Migration von inflammatorischen Zel-
len im Rahmen der Immunreaktion [100]. Dadurch sind MMPs sowohl fiir die transendotheliale
Migration von Lymphozyten [33], als auch fiir ihre Entfernung [21] notwendig.

Eine andere wichtige Funktion der MMPs ist die Spaltung von verschiedenen Zytokinen, Chemoki-
nen und Signalmolekiilen. Somit iiben sie wichtige Funktionen bei der Aktivierung und Deaktivie-
rung dieser Molekiile aus [121]. So baut die MMP-1 die Chemokine “Monozyten Chemotaktische
Proteine 1-4” (MCP-1-4) ab [92], die MMP-2 die Chemokine MCP-3 [91], SDF-1 (“Stromal cell-
Derived Factor-1) [90] und das Zytokin IL-1f, die MMP-7 und die MMP-12 spalten die latente
Form von TNF-o und aktivieren es dadurch [45, 16]. Weitere Zytokine und Chemokine werden
kontinuierlich als Substrate der MMPs erkannt [102].

Durch diese besonderen Funktionen iiben die MMPs eine wichtige immunmodulatorische Wirkung

aus.

1.3.2 Matrix-Metalloproteinasen und Herzerkrankungen

Aufgrund ihrer Vielfalt von Funktionen, sind die MMPs in vielen physiologischen und pathophy-
siologischen Vorgingen des Herzens beteiligt. Im normalen gesunden Herzen werden MMP-1, -2,
-7, -8, -9, -13 und MT1-MMP produziert. Alle TIMPs konnten bisher im Herzen identifiziert wer-
den, wobei TIMP-4 ausschlieflich im Herzen exprimiert wird. Normalerweise befinden sich die
MMPs im gesunden Herzen hauptséchlich in ihrer inaktiven Form, den Pro-MMPs, 6fters in einem
Komplex mit den TIMPs. MMP-1, -8 und -13 spalten Kollagenfasern und andere EZM-Proteine,
wie Aggrecan, Perlican, Versican und Proteoglykane. MMP-2 und -9 bauen hauptséchlich dena-
turierte Kollagenfasern ab, aber auch Proteine der basalen Membran, wie Typ IV Kollagen, Fi-
bronectin und Laminin. MMP-3, -7 und MT1-MMP haben ein breites Spektrum von Substraten
im Myokard, einschlieBlich aller Kollagen-Typen, aller Proteine der Basal-Membran und anderer
Proteine der EZM [117].

Die Wirkung der MMPs wurde bei verschiedenen Krankheiten des Herzens untersucht. Beim Myo-
kardinfarkt ist hauptsédchlich die Expression von MMP-2 und -9 im Herzen erhoht, was zu Inflam-
mation und EZM-Abbau fiihrt [122]. In experimentellen Modellen fiihrte eine MMP-9-Defizienz
zur einer reduzierten LV-Rupturrate nach Myokardinfarkt, sie konnte aber keine Verbesserung der
Herzinsuffizienz-Inzidenz zeigen [47]. Gabe von exogenenem TIMP-1 nach Koronarligation in

Miusen fiithrte zum Schutz vor LV-Ruptur ohne Verschlechterung des Wundheilungsprozesses in
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der Infarktzone [47]. Bei Menschen nach Myokardinfarkt, bei denen eine Koronararterien-Bypass-
Graft-Operation durchgefiihrt wurde, zeigte sich ebenfalls eine Erhohung von MMP-9 in der Pe-
rikardfliissigkeit, die moglicherweise mit einer LV-Ruptur verbunden sein konnte [63]. In einer
postmortem Studie bei Menschen, die an Herzinfarkt verstorben waren, wurden erhohte MMP-2
und -9 Konzentrationen im Myokard nachgewiesen [127].

Eine chronische Druck- oder Volumenbelastung des Herzens, wie dies bei einer Aortenstenose
bzw. einer Mitralklappeninsufizienz auftritt, fiihrt ebenso zu strukturellen Verinderungen des Myo-
kards und anschlieend zu einer Herzinsuffizienz. Die MMPs sind auch hier wichtige Faktoren,
welche die Entwicklung der Krankheit beeinflussen. Bei Druckbelastung in Menschen und Tieren
sind MMPs, hauptsidchlich MMP-2 und -9, in der frithen Phase erniedrigt, wihrend die TIMPs
(vor allem TIMP-1 und -2) erhoht sind. Dieses Verhiltnis wird jedoch zum Zeitpunkt der systoli-
schen Dysfunktion des LV umgekehrt. In der frithen Phase es fiihrt zu einer Fibrose, spéter aber zu
EZM-Abbau und LV-Dysfunktion [107].

Bei den Kardiomyopathien — meistens genetischer, infektioser oder toxisch-metabolischer Ursa-
che — sind die MMPs relativ gut untersucht worden. MMP-2 und -9 sind auch hier erhoht, wie
die MMP-3, -13 und MT1-MMP. MMP-1 zeigt einen Abfall [124]. TIMPs zeigen auf der anderen
Seite ebenfalls einen signifikanten Abfall [80].

Die Matrix-Metalloproteinasen sind durch ihre Funktionen und ihre Rolle in den verschiedenen
Herzerkrankungen als wichtige Faktoren fiir die Entwicklung der Krankheiten und die Prognose
erkannt worden. Die Beschreibung der genauen Wirkung in jedem Prozess konnte uns die Mog-
lichkeit geben, durch adequate therapeutische Interventionen den Verlauf der Erkrankungen zu

beeinflussen.

1.3.3 Die Matrix-Metalloproteinase-2

Die Matrix-Metalloproteinase 2 wird im Herzen von vielen Zellen produziert. Sie kann in Kardio-
myozyten, in Endothelzellen, in den Glattmuskelzellen der Gefi3e und in Fibroblasten detektiert
werden. Sie wird in einer inaktiven Proform, 72 kDa gro8, produziert, die durch die Wirkung einer
membran-gebundenen MMP in die aktive Form, 64 kDa groB, umgewandelt wird. Aktiviert wird
sie ebenso durch einen Komplex von MMP-14 und TIMP-1.

Ihre Hauptwirkung ist die Spaltung denaturierter Kollagenfasern. Neue Substrate werden aller-
dings kontinuierlich entdeckt und gleichzeitig neue Funktionen in den pathophysiologischen Me-

chanismen der Herzerkrankungen erkannt.
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In der letzten Zeit wurden als Substrate der MMP-2 intrazelluldre Proteine, wie das Troponin-I
und die leichte Myosin-Kette-1 identifiziert. Der Abbau beider Proteine wihrend der Ischdmie/Re-
perfusionsphase fiihrt zu einer Dysfunktion des LV, dem sogenannten myokardialen “Stunning”
[13]. Zunehmend werden Zytokine und Chemokine als Substrate der MMP-2 erkannt, darunter
das MCP-3, das SDF-1, das IL-1f und das CX3CLI [75].

MMP-2 ist am Remodelling-Prozess bei allen Formen der Herzinsuffizienz beteiligt. Sowohl bei
der ischamischen, der Volumen- und Druck-induzierten Kardiomyopathie als auch bei der DCM
wird ein Anstieg der MMP-2 festgestellt (s. 1.3.2).

In der inflammatorischen Kardiomyopathie und hauptséichlich in der Coxsackievirus B3-induzie-
rten Myokarditis, wird eine potenzielle Rolle der MMP-2 vermutet. Im experimentellen Modell der
CVB3-Myokarditis sind MMP-2, -9 und -12 erhéht [11]. Uberexpression von TIMP-1 im gleichen
experimentellen Modell reduzierte die Aktivitit von MMP-2 und -9 und den Herzschaden durch
die Myokarditis [48]. In einem dhnlichen experimentellen Modell fiir Zytokin-induzierte Kardio-
myopathie durch Uberexpression von TNF-o, im Herzen kam es bei MMP-2~/~-Miusen zu einer
erhohten Morbititit und Mortalitit [89].

Das Verhalten der MMP-2 wihrend der akuten viralen Myokarditis wurde in mehreren Studien
beschrieben. Bisher ist allerdings die Datenlage beziiglich der genauen Wirkung und der Mecha-

nismen der MMP-2 auf die Myokarditis unzureichend.
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Die Matrix-Metalloproteinasen insbesondere die MMP-2 sind durch ihre vielfaltigen Funktionen
fiir die normale Immunabwehr gegen unterschiedliche Erreger notwendig. Paradoxerweise zeigen
sie allerdings in vielen infektiosen Krankheiten schiddliche Effekte fiir den infizierten Organismus
[28].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine experimentelle CVB3-Myokarditis in einem MMP-2
“knockout”’-Mausmodell angewendet um folgende Fragestellungen beziiglich der Rolle der MMP-2

auf die virale Myokarditis zu beantworten:

1. Fiihrt eine MMP-2-Defizienz zu einer Veridnderung des kardialen Phinotypes nach einer

viralen Infektion mit CVB3?

2. Ist eine mogliche Verdnderung des kardialen Phinotypes mit einer Dysregulation der EZM

bei der CVB3-Myokarditis assoziiert?

3. Gibtes eine Verdnderung der Apoptoserate der kardialen Zellen durch die MMP-2-Defizienz
wihrend einer CVB3-Myokarditis?

4. Hat eine MMP-2-Defizienz einen Einfluss auf die kardiale Viruslast von CVB3?

5. Fiihrt eine MMP-2-Defizienz zu einer Veridnderung der kardialen inflammatorischen Ant-

wort auf eine virale Infektion mit CVB3?

6. Haben potenzielle Verdnderungen des kardialen Phinotypes, der Viruslast, der Apoptoserate
der kardialen Zellen, der EZM und der kardialen inflammatorischen Antwort durch eine

MMP-2-Defizienz einen Einfluss auf das Uberleben nach einer CVB3-Infektion?



2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Um die Rolle der MMP-2 auf die CVB3-Myokarditis zu untersuchen wurden “knockout” Méuse
fiir das MMP-2-Gen verwendet. “Knockout” Tiere sind sehr gute Methode, um die Rolle von spe-
zifischen Genprodukten in unterschiedlichen Krankheiten zu leuchten, indem man die Expression
eines Genes durch ein sogennantes “knockout” verhindert. Als Kontrollgruppe diente der Wildtyp
C57Bl/6j. Insgesamt wurden 50 ménnliche Méuse (n=50) verwendet. Die Tiere wurden randomi-
siert in 4 Gruppen aufgeteilt (Tabelle 2.1). Alle Tiere waren im Alter von 8 Wochen zum Zeitpunkt
der Infektion. Infiziert wurden Tiere von beiden Stimmen.

Sieben Tage nach der Infektion wurden die Miuse narkotisiert und die Herzfunktion mittels Kon-
duktanzkatheters wurde himodynamisch charakterisiert (s. 2.4). AnschlieBend wurden alle Tiere
getotet. Das Herz und die Lungen wurden entfernt und gewogen und der linke Ventrikel von den
Vorhofen und dem rechten Ventrikel getrennt und auf 3 Stiickchen Herzgewebe aufgeteilt. Diese
wurden schnell in fliissigem Stickstoff eingefroren, um sie spiter molekularbiologisch und im-
munhistochemisch zu untersuchen. Mittels “real-time”-PCR, Zymographie und Immunhistoche-

mie wurden sowohl Parameter der Inflammation als auch der Fibrose und Apoptose bestimmt.

Tierstamm Abkiirzung Anzahl der Tiere
Wildtyp - Kontrollen WT-Co 10
Wildtyp infiziert WT-CVB3 20

MMP-2~/~_-Kontrollen | MMP2KO-Co 10

MMP-2~/~ infiziert MMP2KO-CVB3 | 20

Tabelle 2.1: Gruppendesign

Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemif3 §8 Abs. 1 des Tier-
schutzgesetzes nach Erteilung der Genehmigung zur Vornahme von Versuchen an Wirbeltieren im
Rahmen des Tierschutzantrages G 0277/05 vom November 2006. Der tierexperimentelle Teil die-

ser Arbeit wurde gemil den Richtlinien des Deutschen Ethikrates und der US-Gesundheitsbehorde
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NIH und mit Billigung der Ethikkommission der Charité—Campus Benjamin Franklin durchge-
fiihrt.

2.2 Mausstamme

Die MMP-2 “knockout” und die WT (C57B16/j)-Méuse wurden freundlicherweise von PD Dr.
Bereswill, Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin, Berlin zur Verfiigung gestellt.

Um die “knockout” Mausstimme zu erzeugen werden die entsprechenden Gene (hier das Gen der
MMP-2) isoliert. Ein Vektor mit einer nicht-funktionierenden Sequenz des gewiinschten Genes, der
aber homologe 3’- und 5’-Enden mit dem Gen hat, wird konstruiert. Er wird dann in embryonale
Stammzellen von Méusen transportiert. Dort wird er aufgrund seiner homologen Enden in die Stel-
le des gewiinschten Genes durch Rekombination und durch das sogenannte “crossing over” in die
DNA der Zellen augenommen. Somit entstehen embryonale Stammzellen, welche das gednderte
nicht-funktionierende Gen tragen. Meistens werden in den Vektor zwei Gensequenz zur Kontrolle
des Vorganges integriert: das Gen fiir eine Neomycin-Resistenz (neo®) und das Thymidin-Kinase-
Gen (HSV-tk). Durch Neomycin-Resistenz und Gancyclovir-Empfindlichkeit werden die Zellen
mit der korrekten nicht-funktionierenden Gensequenz getrennt; die iibrigen Zellen sterben wih-
rend des Vorganges. Diese Zellen werden in 3,5 Tage alte Maus-Blastozysten injiziert und letzte
werden in pseudoschwangere Miuse eingesetzt.

Durch diese Prozedur werden Méuse-Chiméren hergestellt, die mit normalen Méusen des Wildtyps
gekreuzt werden um heterozygote Miuse zu erzeugen. Letzte werden miteinander gekreuzt und
dadurch entstehen homozygote Tiere bei denen das gewiinschte Gen geldscht ist.

Alle Tiere wurden in der Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin, Berlin, in einem
S2-Sicherheitslabor gehalten. Die Haltung wurde in Makrolonkéfigen Typ II bei einer konstan-
ten Raumtemperatur von 20°C mit 50-60% Luftfeuchtigkeit und einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-

Rhythmus durchgefiihrt.

2.3 Virus und Infektion

Wir verwendeten das CVB3-Myokarditis Modell in der Maus. Es ist ein gut etabliertes Modell
und die Wirkung von CVB3 in den verschiedenen Mausstimmen wurde in anderen Studien genau

beschrieben [15].

Von jedem Stamm wurden jeweils 20 ménnliche Tiere im Alter von 8 Wochen mit Coxsackievirus
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B3 (CVB3, Nancy strain; ATCC VR-30) infiziert. Das Virus wurde auf Hela-Zellen geziichtet und
in —80°C bis zum Gebrauch gespeichert. 5 x 10° plaque forming Einheiten (p.f.u.) wurden auf
0,2 ml “Phosphat-buffered” Kochsalzlosung (PBS) aufgeldst und intraperitoneal einmalig injiziert

[106]. Bei den nicht infizierten Tieren (n=20) wurden 0,2 ml intraperitoneal PBS einmalig injiziert.

2.4 Charakterisierung der LV-Funktion

Sieben Tage nach der Infektion wurde bei allen Tiere die linksventrikuldre Funktion mit einem
Druck-Volumen-Konduktanzkatheter unter Betdaubung untersucht. Die Konduktanzkatheter-Unter-
suchung der Herzfunktion gilt als eine der genauesten Methoden und kann sowohl bei Meschen
als auch fiir groBe und kleine Tiere angewendet werden [35, 42, 5]. Mit dem Konduktanzkathe-
ter konnen gleichzeitig Druck- und Volumendaten des linken Ventrikels aufgezeichet werden und
somit die Druck-Volumen-Kurven des Herzens (Abb. 2.1) “online” rekonstruiert werden. Mit der
gleichen Methode ist es moglich sowohl volumenabhiingige als auch -unabhéngige Parameter zu

bestimmen, die das Herz als Pumpe beschreiben.
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Abbildung 2.1: Druck-Volumen-Kurven bei einer gesunden Maus

In unserer Studie wurde ein 1,2 French Katheter benutzt, der gleichzeitig Druck und Volumen
im linken Ventrikel bestimmen kann (Scisense Inc., Ontario, Canada). Der Katheter wurde an ein

Druck-Volumen-System (MPVS 300/400, Millar Instruments, Houston, USA) angeschlossen. Die
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Daten wurden mit dem Programm “IOX”, 1.8.9 (Emka Technologies, Falls Church, USA) aufge-
nommen und die aufgezeichneten Daten mit dem Programm “Circlab 2004” (Paul Steendijk, GTX
Medical Software, Belgium) ausgewertet. Alle Aufzeichnungssysteme und die Programme wur-
den mit einem Rechner mit dem “Windows XP”-Betriebssystem (Microsoft Corporation, USA)

benutzt.

2.4.1 Prinzip der Konduktanzkatheter-Untersuchung

Als Konduktanz bezeichnet man den Kehrwert des elektrischen Widerstandes R. Der Widerstand
und somit auch die Konduktanz sind vom Volumen des Korpers, der von einem Strom durchflossen
wird, abhiingig. Der Konduktanzkatheter benutzt die Messung der Konduktanz des Blutes um das
linksventrikuldre Volumen zu berechnen [5].

Der Konduktanzkatheter besteht aus einem Drucksensor und 4 Elektroden, 2 oberhalb und 2 un-
terhalb des Drucksensors. Ein elektrisches Feld mit konstantem Strom wird von den duf3eren Elek-
troden produziert; die inneren Elektroden messen den Potentialunterschied. Da wihrend des Herz-
zyklus sich das linksventrikuldre Volumen édndert, dndert sich auch der Widerstand und die Kon-
duktanz des Blutes. Die inneren Elektroden messen also einen wechselnden Potentialunterschied.
Von diesen Daten wird die Konduktanz des Blutes als Funktion der Zeit () berechnet, die propor-
tional zur Blutmenge und also zum linksventrikuldren Volumen ist. Das Volumen V(¢) im linken

Ventrikel zu jedem Zeitpunkt wird durch die Formel 2.1 beschrieben [5]:

2
L&

Vi) = ()50 Ve 2.1

a ist eine dimensionslose Konstante, L der Abstand zwischen den Elektroden, 6;, die Leitfdhigkeit
des Blutes, G(¢) die gemessene gesamte Konduktanz zu jedem Zeitpunkt und V, ein Korrektur-
Volumen aufgrund der parallelen Konduktanz.

Das elektrische Feld, das vom Konduktanz-Katheter erzeugt wird, wird nicht nur vom Blut, aber
auch von den verschiedenen benachbarten Geweben geleitet. Die gemessene Konduktanz ist also
eine gesamte Konduktanz aus Blut und Gewebe (LV-Wand, rechter Vetrikel, Lungen, Fett usw).
Damit wird das berechnete Volumen iiberschitzt. Um das Blutvolumen alleine und damit das ei-
gentliche LV-Volumen zu berechnen muf3 das kalkulierte Volumen durch abziehen des V. korrigiert

werden, welches durch die Parallelkonduktanz entsteht. V. wird durch die Formel 2.2 berechnet:

)Gp (2.2)
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G ist die Konduktanz der umliegenden Geweben (parallele Konduktanz). Zwei Methoden werden

hauptséchlich benutzt [5] um die G, zu bestimmen:

* Absaugen des Blutes aus dem linken Ventrikel. In diesem Fall flie3t der Strom nur durch die
umliegenden Geweben und die gemessene Konduktanz entspricht der parallelen Konduk-

tanz.

* Durch passageres Andern der Konduktanz des Blutes ist es moglich die parallele Konduk-
tanz und das V, zu berechnen. Das wird durch Injektion 10%iger Kochsalzldésung in den
linken Ventrikel erreicht. Das endsystolische Volumen LVESV wird als Funktion des enddia-
stolischen LVEDV wihrend der Konduktanzdnderung eingezeichnet. Durch Regression der
Punkte entsteht eine lineare Funktion. Der Schnittpunkt dieser Linie mit der “Identitétslinie”
(die Linie wo LVESV=LVEDV=0 beschreibt alle moglichen Werte von V,) ist die gesuchte
Ve.

In unserer Studie wurde die zweite Methode verwendet. Ca. 10 ul 10%iger Kochsalzlésung wurden

als Bolus in die Vena jugularis injiziert.

2.4.2 Betiubung und Intubation

Alle Tiere wurden mit Thiopental (Trapanal, Glaxo-Smith) mit einer Dosis von 125 pg/kg Korper-
gewicht narkotisiert. Jede Maus wurde auf einer Operationsplatte fixiert und der Kopf iiberstreckt.
Unter visueller Kontrolle wurden die Tiere mit einer Brauniile 22 G als Trachealtubus intubiert und
mechanisch mit einer Beatmungsmachine (MiniVent, Harvard Apparatus, Massachusetts, USA)

mit einer Frequenz von 100-150 Ziige/min und einem Hubvolumen von 200-250 pl beatmet.

2.4.3 Operativer Eingriff und Messung

Die LV-Funktion wurde mit der Methode des offenen Brustkorbs (“open-chest”) untersucht [134].
Ein Querschnitt wurde unter dem Rippenbogen durchgefiihrt. Ein gro3er Blutverlust wurde durch
Koagulation der Gefédsse vermieden. Das Zwerchfell wurde quer geschnitten und das Herz durch
manuelle Zerstorung des Perikardiums freigelegt. Der Herzapex wurde einmalig mit einer 26 G
Nadel punktiert und der Konduktanzkatheter schnell in die Punktionsstelle eingefiihrt. Die Platzie-
rung des Katheters wurde durch visuelle Kontrolle der Druck-Volumen-Kurven optimiert.

Ein Léangsschnitt wurde auBBerdem in Hohe des Halses durchgefiihrt und die Speicheldriisen und

Halsmuskulaturen durchgetrennt. Die rechte V. jugularis wurde dargestellt und mit einer 26 G
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Nadel kaniiliert. Die Nadel war durch einen Polyethylen-Schlauch an eine Prizisionsspritze ange-
schlossen. Ca. 10 ul wurden als Bolus injiziert um die parallele Konduktanz zu bestimmen; diese
Prozedur wurde dreimal wiederholt.

Nach dem Einfiihren des Katheters in das Herz wurden der Druck und das Volumen iiber ca. 3
Sekunden Apnoe aufgezeichnet, um die Artefakte durch die Atmung zu minimieren. Auflerdem
wurden der Druck und das Volumen wéhrend der Okklusion der V. cava inferior (s. unten) und der
Injektion mit Kochsalz unter Apnoe gespeichert. Alle Prozeduren wurden dreimal wiederholt. Die
gemessenen Daten wurden als Mittelwert aus den drei entsprechenden Messungen berechnet.

Die verschiedenen Parameter, die das Herz beschreiben und die gemessen wurden, sind vom Vor-
und Nachlast abhéingig. Um Parameter, die vom Vorlast und Nachlast unabhéngig sind, aufzuzeich-
nen, wurde passager fiir ca. 3 Sekunden die Vena cava inferior mit einer Pinzette abgeklemmt, so
dass der Vorlast entfernt wurde. Dabei wurden die Druck-Volumen-Kurven fiir verschiedene Fiil-
lungsmengen des linken Ventrikels aufgezeichnet.

Aus den oben genannten Messungen analysierten wir die verschiedenen Parameter der systolischen

und der diastolischen Funktion:

2.4.3.1 Globale Herzfunktion

* Herzfrequenz (HF): Wird in Schlige/min angegeben.

* Endsystolisches LV-Volumen (LVESV): Das minimale Volumen im linken Ventrikel am

Ende der Systole, wird in u/ angegeben.

¢ Enddiastolisches LV-Volumen (LVEDV): Das Volumen im linken Ventrikel am Ende der
Diastole beschreibt die enddiastolische Dimensionen des Herzens und zusammen mit dem
LVEDP werden sie zur Berechnung der enddiastolischen Druck-Volumen Beziehung ange-

wendet.

* Schlagvolumen und Ejektionsfraktion (SV und EF): Das Schlagvolumen ist das Blutvo-
lumen, das wihrend der Kontraktion des linken Ventrikels in die Aorta ausgeworfen wird.
Man berechnet es durch Substraktion des endsystolischen (LVESV) vom enddiastolischen
(LVEDV) Volumen:

SV =LVEDV — LVESV (2.3)

Bei der Maus wird es in u/ angegeben. Wenn man das Schlagvolumen durch das enddiastoli-

sche Volumen dividiert, bekommt man den prozentualen Anteil des Auswurfvolumens vom
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enddiastolischen Volumen und wird in % angegeben:

LVEDV —LVE
EF — VEDV — LVESV
LVEDV

x 100 (2.4)

* Herzzeitvolumen (Cardiac Output, CO): Es wird durch Multiplikation des Schlagvolu-
mens mit der Herzfrequenz berechnet und beschreibt das gesamte Blutvolumen, welches
vom linken Ventrikel in jeder Minute in die Aorta ausgeworfen wird. Es wird in ul/min an-

gegeben.

2.4.3.2 Systolische Fuktion

* Maximaler LV-Druck (LV P,,,,): Der maximale Druck, der vom linken Ventrikel produziert

wird, ist ein gutes MaB der systolischen Funktion des LV. Er wird in mmHg angegeben.

* Endsystolischer LV-Druck (LVESP): Der Druck im linken Ventrikel am Ende der Systole
ist ein Mal} der systolischen Funktion des linken Ventrikels. Er ist gleich dem endsystoli-

schen arteriellen Druck. Er wird in mmHg angegeben.

» Maximale LV-Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,,,): Sie ist ein Parameter der systo-
lischen Funktion und insbesondere der Kontraktilitit des linken Ventrikels. Sie wird ma-
thematischt aus der ersten Ableitung der linksventrikuldren Druckkurve errechnet und be-
schreibt die maximale Geschwindigkeit, mit der der Druck im LV ansteigt. Sie wird in mm-

Hg/s angegeben.

2.4.3.3 Diastolische Funktion

* Maximale LV-Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt,,;,): Die maximale Geschwindigkeit
des Druckabfalls wihrend der isovoldmischen Relaxation ist ein gutes Mal3 der frithen LV-

Relaxation des linken Ventrikels. Sie wird in mmHg/min angegeben.

e Tau (7): Der Druckabfall im linken Ventrikel wihrend der isovolamischen Reaktion wird
nach dem Zeitpunkt der dP/dt,;, bis zum Offnen der Mitralklappe durch die exponentielle
Funktion P = Py X et + Poo beschrieben[128, 132], wo P = LV-Druck, Py = LV-Druck
bei dP/dtyn, t = die Zeit nach dP/dtn, T = Tau, Zeitkonstante des LV-Druckabfalls und
Poo = die Asymptote des LV-Drucks wenn V =0 im LV. Tau ist ein ofters angewendeter
Parameter der frithen LV-Relaxation. Je ldnger er ist, desto linger ist die Relaxation des LV

und dadurch seine diastolische Funktion gestort. Der T wird in ms angegeben.
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* Enddiastolischer LV-Druck (LVEDP): Einer der wichtigsten Parameter der diastolischen
Funktion. Er wird am Ende der Diastole im linken Ventrikel gemessen, sein Anstieg zeigt ge-
storte diastolische Funktion und Fiillungsverhiltnisse im linken Ventrikel. Er wird in mmHg

angegeben.

2.5 Untersuchung der Mortalitit

Um zu untersuchen ob die Matrix Metalloproteinase-2 einen Einfluss auf das Uberleben der Tiere
bei der CVB3-induzierten Myokarditis zeigt, wurden 2 Gruppen von WT und MMP-2 “knockout™
Tieren mit CVB3 infiziert. Die Tiere wurden fiir insgesamt 3 Wochen beobachtet. Der genaue
Zeitpunkt des Todes wurde notiert. Alle iiberlebenden Tiere wurden 3 Wochen nach der Infektion

getotet.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels Trizol®-Reagenz der Firma Invitrogen mit anschliefender
Aufreinigung der RNA iiber den RNeasy® Mini Kit und einem DNA-Verdau der Firma Qia-
gen iiber leicht modifizierte Protokolle. Die bei -80°C gelagerten Gewebestiicke wurden direkt
in 400 pl Trizol®-Reagenz gegeben und umgehend mittels Pellet Pestle homogenisiert und an-
schlieBend mit weiteren 400 pl Trizol versetzt und 5 Min lang bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
160 pl Chloroform wurden die Proben umgehend zentrifugiert (15Min, 4°C, 12.000g). Nach der
Zentrifugation lieBen sich 3 Phasen erkennen, lediglich die wissrige, klare Oberphase enthielt die
RNA und wurde entnommen und in ein neues Reaktionsgefif iiberfithrt. Um die RNA auszufil-
len wurden 400 pl 100% Isopropanol zur Oberphase hinzugegeben, 10Min bei RT inkubiert und
zur Pelletierung der RNA zentrifugiert (10 Min, 4°C, 12.000g). Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet mit Hilfe einer Pipette in 100 ul RNase-freiem Wasser resuspendiert . Zur Aufreinigung
und zum DNA-Verdau wurde die geloste RNA mit dem RNeasy® Mini Kit weiterbearbeitet. Dazu
wurde die RNA mit 350 ul RLT-Puffer, versetzt mit 1% 2-Mercapto-Ethanol, und 250 pl absolutes
Ethanol gemischt. Dieses Gemisch wurde auf die RNeasy Mini Spin Sdule gegeben und zentrifu-
giert (15 Sek, RT, 10.000rpm), wodurch die RNA an die Saule gebunden wurde. Die Fliissigkeit im
Tube wurde verworfen und die Sdule mittels 350 ul Waschpuffer RW1 und Zentrifugation (15 Sek,
RT, 10.000rpm) gewaschen. Um den DNA-Verdau durchzufiihren wurde nun auf das RNase-Free



24 Material und Methoden

DNase Set von Qiagen zuriickgegriffen. Dazu wurden pro Probe je ein Mix aus 10 ul DNase und
70 ul RDD-Puffer angesetzt und diese 80 ul DNase-Mix auf die Sidulen gegeben und 15 Min bei
RT inkubiert. Anschlieend wurden wiederum 350 pl Waschpuffer RW1 auf die Sdulen gegeben
und zentrifugiert (15 Sek, RT, 10.000rpm). Danach wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Sédulen ge-
geben und zentrifugiert (2 Min, RT, 10.000rpm). Zum Trocknen der Sdule wurde der Puffer im
Reaktionsgefidl verworfen und wiederum zentrifugiert (1 Min, RT, 10.000rpm). Das Eluieren der
RNA wurde einmal mit 50 pl und einmal mit 30 pl RNase-freiem Wasser mit einer 5-miniitigen
Inkubation bei RT und folgender Zentrifugation (1 Min, RT, 13.200rpm) durchgefiihrt.

Die Konzentration der RNA Menge wurde in 1 pl Losung mit dem Nanodrop (Thermo Scientific-
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) und dem Programm Nanodrop-1000 v3.1.2.
gemessen. Riickschliisse auf die Qualitit der isolierten RNA erlaubte die A260/A280 Ratio; Proben

mit einem Wert zwischen 1,8 und 2,0 wurden als qualitativ gut eingestuft.

2.6.2 Reverse Transkription

Die Umschreibung der isolierten mRNA in komplementire DNA (cDNA) erfolgte mit dem “High
Capacity Kit”, der Firma Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland. Dafiir wurde 1 pg RNA
auf 50 ul RNase-freiem Wasser aufgefiillt. Die mRNA wurde 10 Minuten lang bei 70°C im PCR-
Cycler denaturiert. Nach Anzentrifugation der Proben wurden 50 ul Mastermix® hinzugegeben.
Der Mastermix bestand aus 10 pl 10x RT-Puffer, 4 ul 25x dNTP-Mix, 10 ul 10x Random-Primer,
5 pl Multiscribe RT (50U/ pl) und 21 pl RNAse-freiem Wasser. Die Umschreibung der RNA in

cDNA erfolgte in einem Gradientencycler nach dem Programm:

Zeit Temperatur

10 Minuten | 25°C (RT)
2 Stunden 37°C

5 Minuten | auf Eis

Tabelle 2.2: Programm fiir die Reverse Traskription

2.6.3 Echtzeit-‘‘Real Time”-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR), TagMan®-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, mit der DNA vervielfiltigt werden kann [7].

Dabei kann es sich um ein Gen oder nur einen Teil von einem Gen handeln. Die Methode ver-
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wendet ein Enzym, die DNA-Polymerase, dessen Funktion das Kopieren von DNA-Sequenzen
ist, und welches auch in der Natur zu finden ist. Es ist moglich RNA-Sequenzen zuerst in cDNA
(komplementire DNA) umzuschreiben und diese DNA dann mittels PCR zu vervielfiltigen. Die
Prozedur nennt sich Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) und ist eine der wichtigsten Metho-
den um RNA-Mengen von einem Gewebe zu bestimmen. Durch Bestimmung der mRNA-Mengen
eines Gewebes kann man die Expression dieses Genes indirekt untersuchen.

Eine Alternative zur klassischen PCR, die eine quantitative Bestimmung der gewonnenen DNA
erlaubt, ist die “Real-Time-PCR” oder TagMan-PCR. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von
Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wihrend eines bestimmten Schrittes jedes PCR-Zyklus
erfasst werden. Bei der TagMan-PCR bindet sich zwischen den “forward” und “reverse” Primern
ein auf 5’-Ende fluoreszenzmarkiertes mit dem FAM-Reporter-Farbstoff Oligonukleotid (Sonde).
Die Aktivitdt des Reporters wird von einem am 3’-Ende liegenden “Quencher” unterdriickt. In
unserer Studie war der Quencher mit dem TAMRA-Quencher-Farbstoff markiert. Bei der Neu-
strangsynthese entfernt die Ampli-Taqg-DNA-Polymerase den Reporter mit ihrer 5°-3’-Exonukle-
aseaktivitit und der fluoreszierende Farbstoff wird freigesetzt (Abb. 2.2). Die Fluoreszenz wird
iber eine Xenon-Blitzlampe angeregt und, sobald sie einen Schwellenwert iiberschritten hat, vom
Cycler gemessen und ist direkt proportional zur DNA Matrize-Menge in Testansatz.

In unserer Studie wurde die Expression von verschiedenen Genen mittels ‘“Real-Time”-
TaqMan-PCR bestimmt. Dafiir erfolgte die RNA-Isolierung vom Herzgewebe, die dann in cDNA

umgeschrieben wurde.

2.6.4 Durchfiihrung der TagMan-PCR

Die Realtime PCR wurde mit einem Kit der Firma Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland,
durchgefiihrt. In die Vertiefungen einer 96-“well” Platte wurden jeweils 11,5 pl Premix, welches
aus 6,25 ul TagMan universal PCR-MasterMix (2x), 0,625 ul TagMan “Gene Expression Assay”
(20 x) und 3,625 ul Nuklease-freiem Wasser bestand, sowie 1,5 ul entsprechender cDNA pipettiert.
Jede cDNA-Probe wurde in jeweils zwei Vertiefungen zur Doppelbestimmung der Expression pi-
pettiert.

Alle Primers waren mit dem Farbstoff FAM markiert. Folgendes Programm wurde zur Amplifizie-
rung der Proben mit dem 7900HT “Fast Real-Time” PCR System verwendet, wobei die Schritte 2
und 3 zyklisch 40 Mal wiederholt wurden (Tab. 2.3):
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Abbildung 2.2: Einfluss der 5°-3’-Exonuklease Aktivitidt der AmpliTag DNA Polymerase auf ei-
ne fluorogene Sonde wihrend der Extensionsphase einer TagMan PCR. Abb. nach dem Applied

Biosystems-Handbuch.

Schritt Beschreibung Zeit Temperatur
Denaturierung

1 10 Minuten | 95°C
AmpliTag DNA-Polymerase Aktivierung

2 Denaturierung 15 Sekunden | 95°C

3 Annealing und Extension 1 Minute 60°C

Tabelle 2.3: Temperatur und Zyklen bei der TagMan-PCR
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Die Ergebnisse wurden mit Werten der endogenen Kontrolle eukariotischer 18S RNA relativiert.
Die relative Quantifizierung der ermittelten Daten erfolgte mittels SDS 2.2.2-Programm (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Dabei wurden die Cr-Werte (die “Threshold-Cycle” weist
die Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz iiber die Grund-
linie erfasst wird) fiir die endogene Referenz (18S) sowie die Zielsequenz ermittelt. Ein Mittelwert
wurde von beiden Cr-Werten in jeder Doppelbestimmung berechnet. AnschlieBend wurden die
Zielgenwerte normalisiert, indem sie durch die Cr-Werte des 18S-Genes dividiert wurden (sogen-
nante ACy-Wert, Abb. 2.3):

ACr = Cr(Zielgen) — Cr(18S) (2.5)

AnschlieBend wurden die Expressionswerte (E) des bestimmten Genes nach der Formel 2.6 be-

rechnet:
E(Zielgen) = 2-ACT (2.6)
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Abbildung 2.3: Bestimmung der Genexpression durch Berechung der ACr. Abb. nach dem App-
lied Biosystems-Handbuch.

2.6.5 Verwendete Primers

Alle Primers, die bei der TagMan-PCR angewandt wurden, wurden von der Firma Applied Biosy-
stems, Deutschland gekauft. Die Primer-IDs sind in der Tabelle 2.4 erfasst.
Untersucht wurde die Expression von Genen, die hauptsichlich am EZM-“Remodelling” beteiligt

sind, wie die Gene der Matrix-Metalloproteinasen, ihrer Inhibitoren TIMPs und des Kollagens I
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EZM-“Remodelling’’ Zytokine Chemokine
Gen Gen-“Assay”-ID | Gen Gen-“Assay”’-ID | Gen Gen-““Assay”’-ID
TGF-B Mm00436971_m1 | TNF-a Mm00443258_m1 | CCL2 Mm00441242_m1
Kollagen I | Mm00483888_m1 | IL-1B Mm00434228_m1 | CCL7 MmO01308393_gl
Kollagen IIT | Mm00802331_m1 | IL-6 MmO00446190_m1 | CCL8 MmO01297183_ml
MMP-2 MmO00439508_m1 | IL-10 Mm00439616_m1 | CXCL10 | Mm00445235_ml
MMP-7 MmO00487724_m1 | IL-18 MmO01170964_m1 | CXCL12 | Mm00445552_m1
MMP-8 MmO00439509_m1 | IFN-a2 Mm00833961_s1 | CX3CL1 | Mm00436454_ml
MMP-9 MmO00442991_m1 | IFN-B1 Mm00439552_s1 | CCR2 MmO01216173_ml
MMP-10 Mm00444630_m1 | IFN-y MmO00801778_ml1
MMP-12 Mm00500554_m1 Apoptosemarker Endogene Kontrolle
MMP-13 MmO00439491_m1 | Gen Gen-“Assay”-ID | Gen Gen-““Assay”’-ID
TIMP-1 Mm00441818_m1 | Caspase-3 | MmO01195085_m1 | 18S RNA | Hs99999901_s1
TIMP-2 Mm00441825_m1 | Caspase-8 | Mm00802247_m1
TIMP-3 MmO00441826_m1 | Bax MmO00432051_ml
TIMP-4 Mm00446568_m1 | Bcl-2 MmO00477631_m1

Tabelle 2.4: Primers, die fiir die Gen-Expressionsuntersuchung mittels TagMan-PCR verwendet

wurden.

und III. Ferner wurde die Gen-Expression von Zytokinen, Chemokinen und Proteinen, die an der

Apoptosekaskade teilnehmen.

2.6.6 Bestimmung der Viruslast

Die Virusreplikation bei den infizierten Tieren wurde ebenso mittels TagMan-PCR bestimmt.
Verwendeten wurden ein “forward” und ein “reverse” Primer spezifisch fiir die Erkennung der
CVB3-cDNA, welche durch die reverse Transkription hergestellt wurde (Tab. 2.5). Als Kontrol-
le zur genauen Quantifizierung der Anzahl von RNA-Kopien des CVB3 im Herzen wurde ein
standard-Plasmid benutzt, welches 10° CVB3-cDNA-Kopien produziert. Eine mit FAM markierte
TagMan-Sonde wurde angewendet. Dadurch konnten wir die genaue Anzhahl von Viruskopien im
Herzgewebe nachweisen. Es wurde das gleiche Zyklenprogramm angewendet, wie bei der Gen-

Expression (s. Tab. 2.5).
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1x Ansatz Konz. | Vol. (ul) | Sequenz Hersteller
Univers. PCR Master Mix | 1x 12,5 ABI
“Forward”-Primer 60ng/ ul | 1,0 CCCTgAATgCggCTAATCC TIB-Molbiol
“Reverse”’-Primer 180ng/ ul | 1,0 ATTgTCACCATAAgCAgCCA | TIB-Molbiol
MGB-TagMan Sonde 5,0pM 1,0 5’-TgC AgC ggA ACC g ABI

Aqua dest 5,5

Standard 4,0

Gesamtvolumen 25,0

Tabelle 2.5: Primers, Sonde und Vorbereitung des Gemisches zur Bestimmung der Anzahl von
CVB3-RNA-Kopien mittels TagMan-PCR. Konz. Konzentration, Vol. Volumen, ABI, Applied Bio-
systems, Darmstadt DE, TIB-Molbiol, Berlin DE.

2.7 Immunhistochemie

Immunhistochemische Fiarbungen wurden zum Nachweis von inflammatorischen Zellen durch ihre
Oberflichenantigene und Proteinen (Tab. 2.6) an Kryoschnitten durchgefiihrt. Untersucht wurde
es auf Immunzellmigration ins Myokard, auf den Kollagen I- und III-Gehalt des Herzens, auf
die Expression der Adhesionsmolekiile VCAM (“Vascular Cell Adhesion Molecule”) und ICAM
(“Intercellular Adhesion Molecule”-1) und auf die Apoptoserate durch Bestimmung der DNA-
Fragmentierung mittels der TUNEL-Methode.

2.7.1 Anfertigung der Kryoschnitte

Gewebe direkt aus -80°C wurde in einem Kryostaten (Microm, Lobal Medical Instrumentation,
Minnesota, USA), auf der Schnellgefriereinheit in Tissue-Tek O.C.T. (Sakura, Zoeterwoude, NL)
eingebettet und 5 um dicke Schnitte wurden hergestellt. Letztere wurden auf einen Objekttriager
gebracht, die zuvor zur Beschichtung in 10% Poly-L-Lysin fiir fiinf Minuten inkubiert wurden.
Um autolytische Prozesse zu verhindern, wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in eiskaltem Aceton

inkubiert. Fertige Schnitte wurden bei -20°C gelagert.

2.7.2 Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient der Erkennung von diversen Antigenen auf Kryo- oder Paraffin-
schnitten histologischer Priparate. Die Methode basiert auf die Bindung eines Antikorpers, des

1. Antikorpers, auf das Zielantigen des Gewebes. Es erfolgt die Bindung des 1. Antikorpers durch



30 Material und Methoden

1. Ak Firma Spezies VDG | 2. Ak Spezies | VDG Methode
CD3" Santa-Cruz | Goat 1:75 | ABC-Kit Rabbit | 1:250 ABC
CD8a* Pharmingen | Rat 1:50 | Dako EO 468 | Rabbit | 1:200 ABC
CDI11b" Pharmingen | Rat 1:50 | Dako EO 468 | Rabbit | 1:200 ABC
CD68™ Pharmingen | Rat 1:500 | Dako EO 468 | Rabbit | 1:200 ABC
CD80™ Pharmingen | Arm. Hamster | 1:50 | Dianova Goat 1:100 ABC
VCAM Pharmingen | Rat 1:50 | Dako EO 468 | Rabbit | 1:200 ABC
ICAM Pharmingen | Arm. Hamster | 1:50 | Dianova Goat 1:100 indirekte
Kollagen I Chemicon Rabbit 1:500 | EnVision unverd. | EnVision
Kollagen III | Calbiochem | Rabbit 1:200 | EnVision unverd. | EnVision

Tabelle 2.6: Verwendete Antikorper fiir die immunhistochemische Untersuchung des Herzgewe-

bes. Ak Antikorper, VDG Verdiinnung, Arm. Armenian

einen zweiten enzymatischen Antikdrper und der Nachweis des 2. Antikorpers durch sein Substrat.

Die immunohistochemischen Firbungen werden aufgrund der Herkunft des 1. Antikorpers mittels
verschiedener Methoden durchgefiihrt. In unserer Studie wurden 3 Methoden angewendet: die

indirekte, die ABC- und die EnVision-Methode (Tab. 2.6).

Bei der indirekten Methode bindet ein unkonjugierter Antikérper an das Antigen im histologi-
schen Préparat. Ein enzymatischer Sekundir-Antikorper wird dann aufgetragen, der den Primér-
Antikorper bindet. Es erfogt darauthin der Nachweis des Enzyms des sekunddren Antikorpers
mittels eines bestimmten Substrates. In unserer Studie wurde Carbazol als Substrat der Peroxidase

des enzymatischen 2. Antikorpers benutzt.

Bei der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) bindet sich der 1. Antikorper auf das
Zielantigen. Die ABC-Methode ist ein Immuno-Peroxidaseverfahren. Ein biotinylierter 2. Anti-
korper bindet den 1. Antikorper. Es erfogt die Gabe von Avidin (oder Streptavidin), welches stark
mit Biotin reagiert und sich fest an den Sekundirantikorper bindet. Der Nachweis erfolgt wieder

mittels des Substrates Carbazol.

Die EnVision-Methode basiert auf den Einsatz eines sowohl enzym- als auch antikorpermarkierten
Polymerkonjugats, dessen “Riickgrat” aus einem Polysaccharid besteht. Der Nachweis auch dieses

Antikorpers erfolgt ebenfalls mittels Substrates.
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2.7.3 Farbungsprozedur

2.7.3.1 Indirekte und ABC-Methode

Vorbereitend wurden die Farbefelder der Objekttriger mit dem Diamantschleifer umrandet, um
ein Verlaufen der Antikorper zu verhindern. Die Objekttrager wurden zunichst 5 Minuten lang
in eine Kiivette mit 1 x PBS inkubiert, um die Schnitte an das Puffer-Milieu zu gewthnen. Die
gewebseigene Peroxidase wurde durch 0,075% H»>O; in 1 x PBS blockiert. Durch zweimaliges
jeweils fiinf Minuten langes Spiilen in 1 x PBS wurden die Schnitte von H;O, gereinigt. Zur Ab-
sattigung von elektrostatischen Ladungen der Proteine und zur Verhinderung von unspezifischen
Féarbungen wurden die Schnitte in Normalserum, 1 x PBS und 4 Tropfen Avidin/ml fiir 30 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieSend wurden die verdiinnten Antikorper aufgetragen (100 ul pro Fiarbefeld) und die Schnit-
te damit insgesamt fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der ABC-Methode wurde
der 1. Antikorper in Normalserum, 1 x TBS und 4 Tropfen Avidin/ml, bei der indirekten Methode
in 1 x PBS und 10% FCS verdiinnt. Es erfolgte zweimaliges fiinfminiitiges Waschen mit PBS.
Der zweite Antikorper wurde daraufhin verdiinnt hinzugegeben. Bei der ABC-Methode wurde die
Verdiinnung des biotinylierten 2. Antikdrpers in 1 x PBS und Normalserum durchgefiihrt. Bei der
indirekten Methode wurde der nicht-biotinylierte 2. Antikorper in 1 x PBS und 10% FCS verdiinnt.
Zur Bindung des 2. Antikorpers auf den 1. Ak wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach zweimaligem jeweils fiinfminiitigem Waschen mit 1 x PBS erfolgte bei der
ABC-Methode die Gabe vom ABC-Komplex, 30 Minuten lange Inkubation bei Raumtemperatur
und erneutes zweimaliges fiinfminiitiges Waschen mit 1 x PBS. Bei der indirekten Methode wurde
die 2 letzten Schritte, die spezifisch iir fiir die ABC-Methode sind, ausgelassen. Die Peroxidase
des 2. Antikorpers wurde bei beiden Methoden durch die Gabe von Carbazol sichtbar gemacht.
In einem Messzylinder wurden 15 ml 0,2 M Essigsidure und 35 ml 0,2 M Natriumacetat mit 150
ml destilliertem Wasser aufgefiillt und zu 50 mg, mit 10 ml n,n-Dimethylformamid versetztem
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) gegeben. Nach Zugabe von 100 ul 30% H,O, wurde die Kiivet-
te 12 Minuten bei Dunkelheit geschiittelt, die Objekttriger zweimal gewaschen und durch kurzes
Eintauchen mit Hamalaun gegengeférbt. Die Schnitte wurden am Ende mit Glyceringelatine einge-
deckt und mit Deckgldschen versehen. Anscliessend erfolgte die Lagerung der gefirbten Priparate

in Préaparatenkésten bei Raumtemperatur.
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2.7.3.2 EnVision®-Methode

Vorbereitend wurden die Féarbefelder der Objekttriger mit dem Diamantschleifer umrandet, um
ein Verlaufen der Antikorper zu verhindern. Die Objekttriger wurden zunédchst 5 Minuten lang
in eine Kiivette mit 1 x PBS gegeben, um die Schnitte an das Puffer-Milieu zu gewohnen. Die
gewebseigene Peroxidase wurde durch 0,075% H»O, in 1 x PBS blockiert. Durch zweimaliges
jeweils fiinf Minuten langes Spiilen in 1 x PBS wurden die Schnitte von H,O, gereinigt und
anschliefend die verdiinnten Antikorper aufgetragen.

Die Schnitte wurden fiir eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Abklopfen der Antikorper folgten zwei weitere fiinfminiitige Waschphasen mit 1 x PBS.
Anschlieend wurde der zweite bereits gebrauchsfertig vorliegende Antikorper auf das Férbefeld
aufgetragen und fiir weitere 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert. Zwei Waschphasen
gingen dem Férbeschritt mit Carbazol voraus. In einem Messzylinder wurden 15 ml 0,2 M Essig-
sdure und 35 ml 0,2 M Natriumacetat mit 150 ml destilliertem Wasser aufgefiillt und zu 50 mg, mit
10 ml n,n-Dimethylformamid versetztem 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) gegeben. Nach Zugabe
von 100 pl 30% H,>O, wurde die Kiivette 12 Minuten bei Dunkelheit geschiittelt, die Objekttriager
zweimal gewaschen und durch kurzes Eintauchen mit Himalaun gegengefirbt. AnschlieBendes
Blduen der Kerne erfolgte unter kaltem flieBendem Leitungswasser. Zuletzt wurden die Schnitte
mit Glyceringelatine eingedeckt und mit Deckglidschen versehen. Lagerung der gefarbten Prépara-
te in Priparatenkisten bei Raumtemperatur.

Bei allen drei Methoden erfolgte eine negative Kontrolle. Bei jeweils 2 Farbefeldern pro Fiarbung
wurde anstatt des 1. Antikorpers nur der Puffer hinzugegeben. Dadurch wurde die Kreuzreakti-
vitdt des 2. Antikorpers mit Gewebeantigenen ausgeschlossen. Zur Kontrolle der Blockade der

endogenen Peroxidase erfolgte statt des 1. und 2. Antikorpers die Gabe von Puffer.

2.7.3.3 DeadEnd Colorimetric TUNEL System

Mit dem DeadEnd Colorimetric TUNEL System (Promega Corporation, Mannheim, Dautschland)
gelingt der Nachweis fragmentierter DNA in apoptotischen Zellen. Biotinylierte Nucleotide wer-
den durch die Terminal Deoxynucleotidyl-Transferase (rTdT) an das 3° Ende der DNA-Fragmente
angefiigt und anschlieend mit “Horse Raddish” Peroxidase gekoppeltem Streptavidin (Streptavi-
din HRP) markiert. Die Behandlung mit Carbazol ldsst die Streptavidin HRP sichtbar werden.

Der “TUNEL-Assay” wurde nach einem modifiziertem Protokoll der Firma Promega durchge-

fiihrt. In 1 x PBS wurden die Schnitte an das Puffermilieu gewohnt und anschlieend in 10%
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gepuffertem Formalin fixiert. Formalin fiihrt zur Bildung von vernetzender Methylenbriicken und
kann zur Maskierung der Antigenen fithren. Zur Demaskierung der Schnittoberflachen wurden die
Objekttrager mit in Proteinase K-Puffer geldster und im Verhiltnis 1:500 verdiinnter Proteinase
K behandelt, um die durch Formalin behinderten Bindungsstellen wieder freizulegen. Nach zwei-
maligem fiinfminiitigen Waschen in 1 x PBS folgte erneut die Fixierung der Schnitte in Formalin.
Zum Nachweis der apoptotischen Zellen wurden die Schnitte mit einem aus Equilibrations Puffer,
biotinyliertem Nucleotid Mix (1:10) und dem rTdT Enzym (1:10) bestehenden rTdT Mix versehen
und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Zuvor wurde das Gewebe in Equilibrationspuffer an das
Milieu gewohnt (10 Minuten). In Aqua dest. 1:10 verdiinnte SSC Stocklésung beendete die Reakti-
on nach Zugabe und weiteren 15 Minuten Inkubation. Um gewebseigene Peroxidase zu blockieren
und so unspezifische Fiarbereaktionen des Carbazols zu verhindern, wurde das Gewebe mit 0,3%
H,O; behandelt (fiinf Minuten), anschlieBend erfolgte die Bindung der Streptavidin HRP wihrend
einer dreifigminiitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Zwischen den einzelnen Férbeschrit-
ten wurden die Schnitte jeweils zweimal fiir fiinf Minuten in 1 x PBS gewaschen. Die Umsetzung
des Substrats Carbazol durch HRP, die Gegenfirbung mit Himalaun und das Eindecken mit Gly-
celgelatine erfolgten analog zu den bereits oben beschriebenen immunhistochemischen Fiarbungen.
Eine positive Kontrolle erhielt eine zehn miniitige Behandlung mit DNAse I (verdiinnt in DNAse
Puffer im Verhiltnis 1:5) (Qiagen, Hilden, DE), welche die Zelleigene DNA fragmentierte und so
eine Bindung der biotynilierten Nucleotide nicht nur an die DNA apoptotischer Zellen ermoglichte.

Die Negativkontrolle wurde statt mit rTdT Mix mit Aqua dest. behandelt.

2.7.3.4 Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbungen und des TUNEL Assays erfolgte an einem
Leica DMRB Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) bei 200facher Vergro-
Berung. Die Schnitte wurden meanderformig durchgemustert, mit Hilfe der Software Lucia G (Ni-
kon Instrumente, Diisseldorf, Deutschland) ausgewertet und mit einem selbstangepassten Makro
quantifiziert. Pro Tier wurden zwei bis vier Schnitte mikroskopiert und teilweise doppelt gesichtet.
Durch die unterschiedlichen Makros wurden entweder positive Zellen/'mm? bzw. positive Fliche

in % “Area-Fraction” gemessen.
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2.8 Zymographische Bestimmung der Aktivitit von MMP-2 und -9

Um die Aktivitdt der MMP-2 und -9 in den vier Tiergruppen zu untersuchen, wurde eine Zymogra-
phie durchgefiihrt. Die Gelatin-Zymographie ist eine direkte Nachweismethode fiir die gelatinoly-
tische Aktivitdt und wurde von Kleiner und Stetler-Stevenson [68] und von Leber und Balkwill [76]
modifiziert. Bei dieser Methode werden die Proteine auf Polyacrylamidgelen, die zusitzlich Ge-
latine enthalten, unter denaturierenden aber nicht-reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese werden die Proteine renaturiert und 18 Stunden in einem
Ca®"- und Mg?*-haltigen Enzympuffer bei 37°C inkubiert. Bei der nachfolgenden Firbung der

Gele stellen sich gelatinolytisch aktive Peptidasen als ungefédrbte Areale dar.

2.8.1 Proteinextraktion

Das fiir die Proteinextraktion ausgewéhlte Myokardgewebe wurde mit 100 ul RIPA Puffer ver-
setzt. Der Puffer wurde aus 250 ml 1 x PBS, 5ml Nonidet P-40, 2,5 g “NaDeoxycholic Acid”
(Natriumdesoxycholsiure) und 2,5 ml 20% SDS hergestellt, autoklaviert und bei 4°C gelagert. Vor
Gebrauch erfolgte die Zugabe von gebrauchsfertiger Phosphatase- und Proteinasecocktails von
der Firma Sigma-Aldrich, Miinchen, DE, mit einer Endkonzentration von 1% um Proteinolyse
durch endogene Proteasen und Phosphatasen zu verhindern. Die Gewebeproben wurden auf Eis
mit einem Stabhomogenisierer zerkleinert und nachfolgend in einem Thermomixer 15 Minuten
bei 4°C und 660 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Fiinfzehnminiitiges Zentrifugieren bei 4°C
und 16.000g ermoglichte das Abpipettieren des proteinhaltigen Uberstandes, der in 20 ul Aliquots
bei -80°C gelagert wurde.

2.8.2 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die Konzentrationsbestimmung der extrahierten Proteine erfolgte mit dem BCA-Protein Assay
Kit der Firma Pierce (Rockford, USA) in einer Mikrotiterplatte. Diese Methode basiert auf der als
Biuret-Reaktion bekannten Reduktion von Cu?>* zu Cu™ in alkalischem Milieu durch die in den
Proteinen enthaltenen basischen Aminoséduren. Die Reaktion wird durch Chelationen der entstan-
denen Cu™-Ionen mit Bicinchoninicsidure (BCA) verstirkt und erlaubt die kolorimetrische Quan-
tifizierung der Gesamtproteinmenge.

Ein mitgelieferter boviner Serumalbumin-(BSA) Standard (2,0 mg/ml) wurde in Aqua dest. ver-
diinnt und in einer Standardreihe von O ug/ml bis 1000 pg/ml als Doppelbestimmung auf die Platte

aufgetragen. Die Proben wurden im Verhéltnis 1:50 und 1:100 mit destilliertem Wasser verdiinnt,
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jeweils 10 ul in eine Vertiefung der Platte pipettiert und 200 pl der BCA Arbeitslosung in jedes
Well hinzugegeben. Bei allen Proben wurden Dreifach-bestimmungen durchgefiihrt. Die Arbeits-
16sung lieB sich aus den gelieferten Reagenzien A und B im Verhiltnis 50 + 1 herstellen. Die
Proben firbten sich wihrend einer dreifigminiitigen Inkubation bei 60°C im Wasserbad propor-
tional zur Proteinkonzentration; die Absorption wurde dann photometrisch bei einer Wellenldnge

von 562 nm gemessen.

2.8.3 Gelatin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Gelatin-SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese wird als Verfahren zur Trennung von Proteinen im elektrischen Feld ein-
gesetzt. Die Ladung von Proteinen wird durch die individuelle Anzahl positiv und negativ gela-
dener Aminosduren und den pH-Wert bestimmt. Diese individuelle Proteinladung wird bei der
SDS-PAGE durch die Zugabe des Detergenzes Natriumdodecylsulfat (SDS) erreicht. Das nega-
tiv geladene SDS lagert sich an das Protein an und macht es zu einem Polyanion, das zur Anode
wandert. Nebenbei fiihrt sie Zugabe von SDS zur volligen Denaturierung des Proteins, so dass
die elektrophoretische Beweglichkeit allein von der Grofle des Molekiils und der Porengro3e der
dreidimensionalen Gelmatrix abhingt.

Fiir die Bestimmung der Aktivitit von MMP-2 und MMP-9 bei den Tieren der vier Gruppen wur-
den zwei fertige 10%ige Polyacrylamidgele mit einem Anteil von 0,1% Gelatine von der Firma

Bio-Rad-Laboratories, Miinchen, Deutschland, angewendet.

2.8.4 Durchfiihrung der Zymographie

25 pg jeder Proteinprobe wurden mit Aqua dest. auf 10 pl aufgefiillt und mit 2,5 ul 5 x Probenpuffer-
Puffer (1,56 ml 0,5M Tris-HCL mit einem pH 6,8, 5 ml Glycerol, 1,05 ml 10%iges SDS, 1,25 ml
0,1%iges Bromphenolblau bis zu einem Gesamtvolumen von 10 ml mit A. dest aufgefiillt) ge-
mischt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert.

Die so angesetzten Proben wurden auf das Gel aufgetragen und in Elektrophoresepuffer (29 g
Tris-Base, 144 g Glycin, 10 g SDS und A. dest bis zu einem Gesamtvolumen von 1000 ml)
aufgetrennt. Eine positive Kontrolle mit gleicher Konzentration wurde auf beiden Gelen aufge-
tragen. Die Elektrophorese erfolgte im Eisbad bei einer Spannung von 35V fiir 5 Minuten, 50V
fiir 10 Minuten und dann 120V bis die Proteine MMP-2 (72kDa) und -9 (90kDa gut anhand des
Molekulargewicht-Markers aufgetrennt waren. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 3 x 20 Mi-

nuten in 1 x Renaturierungspuffer (1,25 ml Triton X-100 und A. dest bis zu einem Volumen von
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500 ml) unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der Verdau der Gelatine erfolgte fiir 2 x 20 Minuten in
1 x Enzympuffer (durch Verdiinnung des 10 x Puffers aus: 12,1 g Tris Base, 63 g Tris HCI, 117 g
NaCl, 20 ml Brij 35, 7,4 g CaCl,, 500 ul MgCl, 1M-Losung und A. dest bis zu einem Volumen von
1000 ml) unter leichtem Schiitteln. Anschlieend erfolgte eine 18-stiindige Inkubation des Geles
bei 37°C in 1 x Enzympuffer unter leichtem Schwenken. Nach der Inkubationsphase wurde das
Gel 3 Stunden in 0,5% Coomassie-Losung (2,5 g Coomassie G250 auf 500 ml A. dest) schiittelnd
gefarbt und dann mehrfach in der “Destain”-Lésung (100 ml Eisessig, 300 ml Methanol, 600 ml
A. dest.) fiir ca. 3-5 x 10 Minuten entférbt, bis sich deutlich weile Banden gegeniiber dem blauen
Hintergrund deutlich abgehoben waren.

Zonen mit proteolytischer Aktivitdt wurden durch Coomassie-Blue nicht geférbt, da hier die Gela-

tinspaltprodukte aus dem Gel diffundiert waren, wihrend sich ungespaltete Gelatine blau anférbte.

2.8.5 Auswertung der Zymographie

Gefirbte Gele wurden mittels des BioDoc Analyze System der Firma Biometra, Gottingen, DE,
digital dokumentiert und die Signaldichte ungefiarbter Areale wurden mit dem Software ImageJ,
National Institutes of Health, USA ausgewertet. Ein Abgleich der Gele fand iiber die positive
Kontrolle, die auf beiden Gelen vorhanden war, statt.

Die Gelatinasenaktivitit wurde anhand des infizierten Kontrolltieres als relative Aktivitit im Ver-

gleich zu seiner Gelatinasenaktivitit angegen. Dies ermoglichte den Vergleich beider Gele.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der unterschiedlichen Parameter wurde mit dem Graphpad Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA), durchgefiihrt. Alle Gruppen wurden fiir die verschiedenen
Parameter mit der ANOVA (Analysis of Variance) Prozedur verglichen. Die ANOVA-Prozedur

basiert sich auf drei Vermutungen:
1. Normale Verteilung der Variablen
2. Gegenseitige Unabhingigkeit der getesteten Gruppen
3. Gleiche Varianz fiir einen Parameter unter den getesteten Gruppen

Alle Variablen wurden nach einer Normalverteilung mit den Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-

Wilk Tests getestet.
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Die meisten Parameter zeigten keine normale Verteilung. Aus dem Grund wurde die statistische
Signifikanz mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Test getestet, der von einer Normal-
verteilung und ungleicher Varianz unabhingig ist.

Die Mortalitit wurde mittels Kaplan-Meier Uberlebenskurven beschrieben und durch den “log-
rank”-Test verglichen.

Als signifikant wurden alle p Werte <0,05 bezeichnet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde als Mittelwert

+ Standardfehler durchgefiihrt.

2.10 Material
Tabelle 2.7: Verwendete Puffer und Chemikalien

Artikel Bezeichnung Bezugsquelle

100x Denhardts-Losung Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE.
3-Amino-9-Ethylcarbazol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
ABC-Kit Vectastain Standard Vector Labs, Burlingame, U.S.A.
Aceton VWR Merck, Darmstadt, DE
Agarose SeaKem LE Agarose Cambrex, Rockland, U.S.A.
Ammoniumacetat VWR Merck, Darmstadt, DE
Ammoniumsulfat Serva, Heidelberg, DE
Aminopropyltriethoxysilan (APES) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Ampli-Taq DNA-Polymerase Applied Biosystems, Darmstadt, DE
Aqua bidest. Aqua-Spiillosung, steril Delta Select, Pfullingen, DE
Avidin-Biotin-Blocking-Kit Vector Labs, Burlingame, U.S.A.
Borsidure fiir die Molekularbiologie VWR Merck, Darmstadt, DE
Bovines Serumalbumin BSA, lyophylisiert Vector Labs, Burlingame, U.S.A.
Brij 35 Solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Calciumchlorid CaCl2, gekornt VWR Merck, Darmstadt, DE

CD3™" Immunhistochemie AK Santa-Cruz Biotechn., Heidelberg, DE
CDS8at, -11b™, -68™, -80T Immunhistochemie AK Pharmingen, Hamburg, DE

Fortgesetzt auf der ndchsten Seite
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Artikel Bezeichnung Bezugsquelle
Chloroform VWR Merck, Darmstadt, DE

Comassie Blue G-250

VWR Merck, Darmstadt, DE

Corbit-Balsam

1. Hecht, Kiel, DE

Dako EO 468 Immunhistochemie 2. AK Dako, Hamburg, DE

Dianova Immunhistochemie 2. AK Dianova, Hamburg, DE
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Dextransulfat als Natriumsalz VWR Merck, Darmstadt, DE
DNAse 1 RNAse-frei Roche, Grenzach-Whylen, DE
dNTPs ATP, CTP, GTP, TTP AB Gene, Hamburg, DE
Dimethylsulfoxid DMSO VWR Merck, Darmstadt, DE
Dithiothreitol (DTT) als Losung a) Promega, Mannheim, DE
EDTA VWR Merck, Darmstadt, DE
Entwickler D 19 Kodak, Stuttgart, DE

EnVision Immunhistochemie 2. AK Dako, Hamburg, DE

Eosin Y Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Essigsiure 100% (Eisessig) VWR Merck, Darmstadt, DE
Essigsdureanhydrid VWR Merck, Darmstadt, DE

Ethanol absolut

Dab 9 reinst

VWR Merck, Darmstadt, DE

Ethidiumbromid 1%ige wassrige Losung VWR Merck, Darmstadt, DE
Fixierer Fixierer 3000 Losung A Kodak, Stuttgart, DE

Formamid VWR Merck, Darmstadt, DE
Fotoemulsion Typ G5 [lford Imaging, Dreieich, DE
Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Glycin Serva, Heidelberg, DE
Hématoxylin VWR Merck, Darmstadt, DE
Isopropanol VWR Merck, Darmstadt, DE

Jet-Star 2.0 Maxi Prep Kit

Maxi-Préparation

Genomed, Lohne, DE

Kaiser’s Glyceringelatine

VWR Merck, Darmstadt, DE

Kaliumchlorid

VWR Merck, Darmstadt, DE

Fortgesetzt auf der ndichsten Seite
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Artikel

Bezeichnung

Bezugsquelle

Kaliumdihydrogenphosphat

VWR Merck, Darmstadt, DE

Kollagen I Immunhistochemie AK Chemicon, Niirnberg, DE
Kollagen III Immunhistochemie AK Calbiochem, Darmstadt, DE
Lithiumcarbonat Sigma, Taufkirchen, DE
Magnesiumchlorid als Hexahydrat VWR Merck, Darmstadt, DE
Methanol J.T.Baker, Deventer, Holland
Natriumacetat VWR Merck, Darmstadt, DE
Natriumcarbonat VWR Merck, Darmstadt, DE
Natriumchlorid VWR Merck, Darmstadt, DE

Natriumdesoxycholsdure

VWR Merck, Darmstadt, DE

Natriumdihydrogenphosphat

VWR Merck, Darmstadt, DE

Natriumhydroxid

als Pldtzchen

VWR Merck, Darmstadt, DE

N,N-Dimethylformamid

VWR Merck, Darmstadt, DE

Nonidet P-40

Sigma, Taufkirchen, DE

Normalserum aus dem Kaninchen Sigma, Taufkirchen, DE
Paraformaldehyd (PFA) VWR Merck, Darmstadt, DE
pGEM T-Easy Vector Kit I Promega, Mannheim, DE
Phloxin B VWR Merck, Darmstadt, DE
Primer TIB Molbiol, Berlin, DE
Pronase Pierce, Rockland, U.S..
Protein Assay Kit BCA Roche, Grenzach-Whylen, DE
Ready Precast Gel 10% Tris-HCl Zymogram Bio-Rad, Miinchen, DE

RNA-Polymerase

Sp6 / T7, inkl. Reaktionspuffer

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Rneasy Kit RNA-Extraktion Qiagen, Hilden DE

rNTP’s rATP, rCTP, rGTP (fiir ISH) AP Biotech, Freiburg, DE

RT System Promega, Mannheim, DE
RNAse A Roche, Grenzach-Whylen, DE
RNAse Zap aktiver RNAse-Inhibitor Ambion, Austin, U.S.A.
RNAsin Promega, Mannheim, DE

Fortgesetzt auf der ndichsten Seite
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Artikel Bezeichnung Bezugsquelle
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Solvent Blue 38 Sigma, Taufkirchen, DE
Silikon-Losung Serva, Heidelberg, DE
Sucrose Sigma, Taufkirchen, DE
Tissue Tek Einbettmedium Sakura, Zoeterwoude, NL
Trapanal Thiopental Glaxo-Smith, DE
Trichloressigsdure VWR Merck, Darmstadt, DE
Triethanolamin Sigma, Taufkirchen, DE

Tris-amino-methan

VWR Merck, Darmstadt, DE

Tris-HCl1

VWR Merck, Darmstadt, DE

Triton X-100

Sigma, Taufkirchen, DE

Trizol LS Reagent

zur RNA-Isolierung

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Tryptone Peptone

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Wasserstoffperoxid 30% H,0; (v/v), wissrig Sigma, Taufkirchen, DE
VCAM, ICAM Immunhistochemie AK Pharmingen, Hamburg, DE
Xylol VWR Merck, Darmstadt, DE

Zymographie-Gel

Precast Ready Gel 10%

Bio-Rad, Miinchen, DE

Tabelle 2.8: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel Bezeichnung Bezugsquelle

Deckgldschen 21 x 26 mm Menzel-Gliser, Braunschweig, DE
Einmalpipetten Biozym, Hess. Oldendorf, DE
Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml Sarstedt, Niirnbrecht, DE
Feintiicher Kim Wipe lite Hakle-Kimberley, Mainz, DE
Fotopapier K 65 HM-CE Sony, K6ln, DE

Kryotubes 1,5 ml Greiner, Solingen-Wald, DE
Kunststoftkaniile 18G und 20G Braun, Meisungen, DE
Objekttrager Super-Frost Plus Menzel-Gléser, Braunschweig, DE
PCR-Tubes 0,2 ml, konischer Deckel Biozym, Hess. Oldendorf, DE
Pipettenspitzen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Folgt
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Artikel Bezeichnung Bezugsquelle

Reaktionsgefilie Safe-Lock oder RNAse-frei | Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Spritzenvorsatzfilter Filtergroe 0,2 mm Biometra, Gottingen, DE
Zentrifugationsgefilie Kendro, Langenselbold, DE




3. Resultate

3.1 Korper- und Herzgewicht

Das Korpergewicht war in den beiden infizierten Gruppen reduziert im Vergleich zu den gesunden
Tieren des gleichen Stammes (Tab. 3.1). Die MMP2KO-CVB3 hatten ein signifikant niedrigeres
Korpergewicht im Vergleich zu den WT-CVB3. Durch die Koérpergewichtsbnahme, die eins der
wichtigsten klinischen Kriterien iiber die Morbiditit bei der akuten Myokarditis darstellt [12],
zeigten die MMP2KO-CVB3 einen schweren Verlauf im Vergleich zu den WT-CVB3.

Das Herzgewicht war ebenso signifikant niedriger bei den infizierten Gruppen als bei den gesun-
den (Tab. 3.1). Kein Unterschied wurde allerdings zwischen MMP2KO-CVB3 und WT-CVB3
festgestellt. Wihrend der Myokarditis kommt es zu einer Abnahme des Herzgewichtes, die auf
den allgemeinen Katabolismus aber auch auf die reduzierte Nahrungs- und Fliissigkeitszufuhr bei
den kranken Tieren zuriickzufiihren ist [97]. Das Verhiltnis HG/KG war bei den MMP2KO-CVB3
Tieren im Vergleich zu den MMP2KO hoher. Fiir die WT-Tiere gab es keinen signifikanten Unter-
schied zwischen gesunden und infizierten Tieren; das kann durch die groBBere Gewichtsabnahme
der MMP2KO-CVB3 erklirt werden. Korper- und Herzgewicht sind klinische Parameter, die in
unserer Studie auf eine schwerere Myokarditis bei den MMP2KO-CVB3 hinwiesen.

3.2 Charakterisierung der Herzfunktion

Sieben Tage nach der Infektion der Tiere mit Coxsackievirus-B3 erfolgte die hamodynamische

Charakterisierung der Herzfunktion mittels Konduktanzkathetermessung (Tab. 3.1).

3.2.1 Himodynamische Funktion unter Basalbedingungen

Es konnten signifikante Unterschiede sowohl an der systolischen, als auch an der diastolischen
Herzfunktion zwischen den beiden Kontrollgruppen, WT-Co und MMP2KO-Co, unter Basalbe-
dingungen ausgeschlossen werden. Die beiden Gruppen unterschieden sich im Korper- und Herz-

gewicht ebenso nicht.
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WT-Co MMP2KO-Co ~ WT-CVB3  MMP2KO-CVB3
KG (g) 22,540,76 21,441,14 18,1+1,7% 15,740,71%3
HG (mg) 124+4,6 117,8+3,7 104,1+10,7° 97,641,543
HG/KG (mg/g) 5,540,2 5,540,37 5,740,6 6,240, 3%
Globale Herzfunktion
HR (bpm) 520455 502451 3914587 2704+30%3
LVESV (ul) 17,54411,16  17,13+7,8 19,0643,79 9,5943,2%8
LVEDV (ul) 38,1420,43  40,83+12,87 38,87+6,31  22,59+5,39%8
SV (ul) 17,624+10,16  19,34+8,29  20,76+5,53 13,5+4,1%
CO (ul/min) 1001146734  10430+4372 700741938 3645+1053%3
EF (%) 5243,43  53,80+6,01  53,76+8,37  59,9549,21
Systolische Funktion
LVP,ux (mmHg) 90,6+3.73 85,542,9 74,974+6,457  57,36+7,83%8
LVESP (mmHg) 79,9642,56 75,644, 8 62,55+6,08" 50+7,3%8
dP/dt .. (mmHg/s) 719742181 6650544 3481+715,4"  27614435,3%8
Diastolische Funktion
LVEDP (mmHg) 2,9941,69 3,441,65 9,8242,66" 9,0542, 4%
LVP,in (mmHg) 0,25+1,44 0,89+0,58 7,06+2,317 6,3+2,54*
dP/dt,,;, (mmHg/s) —51364+1261  —4257+1154  —2736+4217  —1833+458,2%3
Tau (ms) 10,8642,012  11,45+1,94 17,6+1,957  18,71+1,5%

Tabelle 3.1: Himodynamische Parameter sieben Tage nach der Infektion: §p < 0,05 vs. WT-Co,
ip < 0,05 vs. MMP2KO-Co, §p < 0,05 vs. WT-CVB3. Alle Werte sind als Mittelwert + Stan-
dardabweichung angegeben. KG, Korpergewicht, HG, Herzgewicht, HR, Herzfrequenz, LVESV,
endsystolisches LV-Volumen, LVEDV, enddiastolisches LV-Volumen, SV, Schalgvolumen, CO,
Herzzeitvolumen, EF, Ejektionsfraktion, LVP,,,,, maximaler LV-Druck, LVESP, endsystolischer
LV-Druck, dP/dt,,,x, maximale LV-Druckanstiegsgeschwindigkeit, LVEDP, enddiastolischer LV-
Druck, LVP,,;,, minimaler LV-Druck, dP/dt,,;,, maximale LV-Druckabfallgeschwindigkeit, 7au,
Zeitkonstane des LV-Druckabfalls
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3.2.2 Himodynamische Funktion bei den infizierten Tieren
3.2.2.1 Globale Herzfunktion

Die infizierten Tiere jedes Stammes hatten eine signifikant niedrigere Herzfrequenz als ihre gesun-
de Kontrolltiere. Die MMP2KO-CVB3-Tiere zeigten eine noch niedrigere Herzfrequenz als die
WT-CVB3 (Tab. 3.1).

Der Konduktanzkatheter gibt die Moglichkeit zur genauen Bestimmung der LV-Volumina und des
daraus berechneten Schlagvolumens mit der Ejektiosfraktion. WT-Co, MMP2KO-Co und WT-
CVB3 hatten keinen signifikanten Unterschied weder beim endsystolischen und enddiastolischen
LV-Volumen noch beim Schlagvolumen. Auf der anderen Seite stellten wir ein signifikant geringe-
res LVESV bei den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den MMP2KO und den WT-CVB3 fest (Tab.
3.1). Das LVEDV war ebenso geringer in den MMP2KO-CVB3. Das Schlagvolumen war durch die
geringere enddiastolische und endsystolische Volumina entsprechend kleiner bei den MMP2KO-
CVB3 als in den anderen Gruppen. Die Ejektionsfraktion blieb aber bei allen Tiergruppen stabil
normal. Das Herzzeitvolumen war bei den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den MMP2KO-Co

und WT-CVB3, als Produkt von Schlagvolumen und Herzfrequenz, ebenso geringer.

3.2.2.2 Systolische Funktion

Einer der wichtigsten Parameter fiir die Charakterisierung der systolischen Funktion ist der produ-
zierende LV-Druck. Er ist deswegen wichtig, weil er vom kontraktilen Zustand des Herzmuskels
abhéngig ist und den arteriellen Druck im Korper bestimmt [97].

Wir verglichen sowohl den endsystolischen als auch den maximalen LV-Druck (Tab. 3.1). Beide
Parameter waren signifikant reduziert bei den infizierten Gruppen im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen. Interessanterweise beobachteten wir niedrigere LVESP und LVP,,,, bei den MMP2KO-
CVB3 als bei den WT-CVB3. Die beiden infizierten Gruppen unterschieden sich ferner an der ma-
ximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel. Diese drei Parameter geben Hinweise
fiir die Kontraktilitédt des linken Ventrikels; hier zeigten sie eine signifikant reduzierte Kontraktilitét
und systolische LV-Funktion bei den MMP2KO-CVB3 Tieren.

Insgesamt stellten wir eine signifikant reduzierte systolische Herzfunktion bei allen infizierten Tie-
ren fest. Bei den MMP2KO-CVB3 beobachteten wir allerdings eine signifikant schlechtere systo-
lische Funktion im Vergleich zu den WT-CVB3, was fiir einen groBBeren Herzschaden durch die

Myokarditis spricht.
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3.2.2.3 Diastolische Funktion

Um die diastolische Funktion bei den infizierten Tieren zu vergleichen, wurden verschiedene Pa-
rameter untersucht (Tab. 3.1). Bei allen infizierten Tieren beobachteten wir eine Abnahme der
diastolischen Herzfunktion. Der linksventrikuldre enddiastolische Druck war erhoht, die dP/dtyqx
reduziert und der T signifikant verldngert in den WT-CVB3 und MMP2KO-CVB3.

Die MMP2KO-CVB3 Tiere hatten eine noch niedrigere dP/dty,, im Vergleich zu den WT-CVB3.
Das LVEDV, das zur Beschreibung der diastolischen Funktion gehort, zeigte in den WT-Co,
MMP2KO-Co und WT-CVB3 keinen Unterschied; in den MMP2KO-CVB3 war es aber signi-
fikant reduziert im Vergleich zu den MMP2KO-Co und den WT-CVB3.

Zwischen den WT-CVB3 und MMP2KO-CVB3 konnte eine signifikante Reduktion der
dP /dt .y festgestellt werden. Der T und der LVEDP zeigten aber keinen Unterschied. Die diastoli-
sche Funktion stellte sich bei den MMP2KO-CVB3 geringgradig schlechter als bei den WT-CVB3.

3.3 Mortalitat

100
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Abbildung 3.1: Kaplan-Meier Uberlebenskurven der WT-CVB3- und MMP2KO-CVB3-Tiere:
Die Mortalitidt in der MMP2KO-CVB3-Gruppe betrug 100% 11 Tagen nach der Infektion mit
CVB3, n=10 pro Gruppe.

Alle 10 MMP2KO-CVB3 Tiere starben zwischen Tag 8 und 11 nach der Infektion. Die Mortalitét
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der WT-CVB3 betrug 20% wihrend der 21-tidgigen Beobachtungszeit (Abb. 3.1). Der Vergleich der
Kaplan-Meier-Kurven zeigte eine signifikant erhohte Mortalitidt bei den MMP2KO-CVB3 Tieren
(“log-rank”, p=0,0027).

3.4 Mpyokardfibrose

Nach jeder Gewebeverletzung und Inflammation erfolgt der Heilungsprozess mit signifikanter Ab-
lagerung von Kollagen und Umtausch der zerstorten Gewebeproteine durch Kollagen [130]. Als
Marker von Fibrose im Myokard untersuchten wir mittels PCR die Expression von TGF-§ und
Kollagen Typ I und III, sowie immunhistochemisch den Gehalt des Herzens an Typ I und III Kol-
lagen.

Die TGF-B-Expression war signifikant erhoht in der MMP2KO-CVB3 Gruppe (12,18 + 3,1) im
Vergleich zu den MMP2KO-Co (5,05 £ 0,71) und den WT-CVB3 (6,1 + 1,39). Es lieB sich kein
Unterschied zwischen WT-Co (5,01 £ 0,66) und WT-CVB3 darstellen. Die Expression von Kol-
lagen I und IIT in den 4 Gruppen kann in der Abb. 3.2 gesehen werden. Interessanterweise zeigte
sich eine hohere Expression von Kollagen I und III bereits bei den gesunden WT-Co Tieren ver-
glichen zu den MMP2KO-Co. Dieses Verhiltnis war allerdings in den beiden infizierten Gruppen
umgekehrt. Dort zeigten die MMP2KO-CVB3 eine hohere Kollagen I- und III-Expression als die

WT-CVB3.
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Abbildung 3.2: Kollagen I-, Kollagen III-Expression: *, ¥, p < 0,05, Daten als Mittelwert £

Standardfehler angegeben.

Immunhistochemisch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden und kran-



3.4 Myokardfibrose 47

ken Tieren was den Gesamtkollagen- und den Typ III Kollagengehalt betrifft. Anders als auf der
mRNA-Ebene konnten wir keinen Unterschied bei der Kollagen III-Menge zwischen den beiden
gesunden Gruppen identifizieren. Interessanterweise war allerdings auch auf Protein-Ebene ein
kleinerer Kollagen I-Gehalt bei den MMP2KO-Co als bei den WT-Co zu beobachten. Die infizier-
ten Gruppen zeigten eine signifikant hohere Kollagen I-Ablagerung im Vergleich zu den gesunden

Kontrollgruppen; zwischen MMP2KO-CVB3 und WT-CVB3 gab es aber keinen Unterschied.

Insgesamt stellten wir in den infizierten Tieren eine Fibrose im Sinne einer Erhohung des Kollagen
[-Gehaltes und des Kollagen I/Kollagen III-Verhiltnisses fest. Signifikante Unterschiede zeigten
sich aber unter den infizierten Tieren auf Protein-Ebene nicht, obwohl die Expression von Kollagen

I und III bei den MMP2KO-CVB3 stirker war.
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Abbildung 3.3: Kollagen I-, Kollagen III-, Gesamtkollagengehalt und Kollagen 1/Kollagen III-
Verhiltnis: Kein Unterschied wurde am Kollagen I1I- und Gesamtkollagengehalt festgestellt. =, T,

§p < 0,05, Daten als Mittelwert £ Standardfehler angegeben.
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3.5 Inflammation

Um die adverse Wirkung der MMP-2 auf die CVB3-Myokarditis genauer zu beschreiben, wurde
die Inflammation im Herzen untersucht. Es wurden sowohl die Immunzellinfiltration des Myo-
kards als auch die Konzentration der Adhisionsmolekiile und die Expression von Zytokinen und

Chemokinen analysiert.

3.5.1 Immunzellinfitration

Die Anzahl der einwandernden Immunzellen wurde immunhistochemisch mittels spezifischer
Marker fiir die unterschiedlichen Zelltypen untersucht. CD3" wurde als Marker fiir alle T-Zellen,
CD8a™ fiir die zytotoxischen T-Zellen CD11b™ fiir T-Zellen und Makrophagen, CD68™" fiir Ma-
krophagen und CD80™" fiir aktivierte B-Zellen benutzt. Die beiden infizierten Gruppen zeigten
eine erhohte Transmigration von CD3"-, CD8a™, CD11b*-, CD68™- und CD80"-Zellen in das
Myokard im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren. Die Anzahl dieser Zelltypen war aber in
den MMP2KO-CVB3 signifikant hoher als in den WT-CVB3 (Abb. 3.4 und 3.5). Ferner konnten
grofere Infiltrate im Herzen der MMP2KO-CVB3 erkannt werden, die durch die starke Zellein-

wanderung verursacht waren (Abb. 3.6 bis 3.8).
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Abbildung 3.4: CD3"- und CD8a"-Zellen im Myokard. Die MMP2KO-CVB3 zeigten eine signi-
fikant stirkere Einwanderung von Immunzellen als die anderen Gruppen: *, T, § p<0,05, Daten als

Mittelwert + Standardfehler abgebildet.



3.5 Inflammation 49
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Abbildung 3.5: Die MMP2KO-CVB3 zeigten signifikant mehr CD11b*-, CD68"- und CD80" -
Zellen als die anderen Gruppen: *, T, § p<0,05, Daten als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

MMP2KO-Co + . = &

‘WT-CVB3 - ' . S Lol 7 MMP2KO-CVB3

Abbildung 3.6: CD11b"-Zellen im Myokard. 200x-Vergriofierung.
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MMP2KO-Co:

Abbildung 3.7: CD3*- (a-d) und CD8a*-Zellen (e-h) im Myokard. 200x-Vergriferung.
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MMP2KO-Co

Abbildung 3.8: CD68™- (a-d) und CD80"-Zellen (e-h) im Myokard. 200x-Vergroferung.




52 Resultate

3.5.2 Zytokin- und Chemokinexpression

Wir untersuchten die Expression von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen im kardialen
Gewebe, welche die erhohte Zellinfiltration der MMP2KO-CVB3 erkldren konnte. Die mRNA -
Mengen wurden mittels RT-PCR bestimmt.

Die beiden infizierten Gruppen zeigten eine erhohte Expression von IFN-f und -y im Vergleich
zu den Kontrolltieren. Die MMP2KO-CVB3 hatten grolere mRNA-Mengen von IFN-o im Ver-
gleich zu MMP2KO-Co; die WT-CVB3 zeigten bei der IFN-a-Expression keinen signifikanten
Unterschied zu den WT-CVB3.

Zwischen MMP2KO-CVB3 und WT-CVB3 fanden wir eine signifikant hohere Gen-Expression
der drei Interferone, -, -3 und -y, bei den MMP2KO-CVB3 (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Expression von IFN-q,, - und -y an allen 4 Gruppen: *, T, § p < 0,05. Daten sind

als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

TNF-o gehort zu den Zytokinen, die bei der CVB3-induzierten Myokarditis den Verlauf der Krank-
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heit beeinflussen [20]. Die mRNA-Produktion von TNF-o war in allen infizierten Tieren erhoht;
zwischen MMP2KO-CVB3 und WT-CVB3 gab es ebenso einen signifikanten Unterschied (Abb.
3.10a).

Zytokine der Interleukine-Familie spielen ebenso eine wichtige Rolle bei der CVB3-Myokarditis
[30]. Untersucht wurde mittels RT-PCR die Gen-Expression der IL-1p, -6, -10 und -18.

Wir stellten eine signifikant erhohte Expression von IL-1 in den MMP2KO-CVB3 im Vergleich
zu den MMP2KO-Co und den WT-CVB3 fest (Abb. 3.10b). Die WT-CVB3 zeigten zu diesem
Zeitpunkt keine signifikante Erhohung der IL-1B-Expression.

Tnfo IL1p
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Abbildung 3.10: Expression von (a) TNF-a und (b) IL-1P im Herzen: *, f, § p < 0,05. Daten

sind als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

Signifikant gesteigert war die Expression von IL-6 in beiden infizierten Gruppen im Vergleich zu
den gesunden Tieren; die MMP2KO-CVB3 zeigten aber eine hohere Expression als die WT-CVB3
(Abb. 3.11a).

Wir untersuchten ferner die Expression von IL-10 und -18 (Tab. 3.11b und c¢). Zwischen WT-
CVB3 und WT-Co unterschied sich nur die Expression der IL.-10; die Expression von IL-18 zeigte
keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Wir fanden mehr IL-10 und -18 mRNA bei den
MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3 und den MMP2KO-Co.

Chemokine sind wichtige lokale Regulatoren der Inflammation, die Konzentrations-Gradiente fiir
die chemotaktische Bewegung der Immunzellen in den Geweben bilden [129]. Wir untersuchten
die Expression von verschiedenen Chemokinen in unserem experimentellen Modell. Unter ande-

ren waren CX3CL1-, CCL7 (MCP-3)- und CXCL10-mRNA-Mengen in den infizierten Gruppen
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Abbildung 3.11: Expression von (a) IL-6, (b) -10 und (c) -18 im Herzen: *, §, § p < 0,05. Daten

sind als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

signifikant erhoht im Vergleich zu den gesunden Tieren (Abb. 3.12).

In den MMP2KO-CVB3 war die Expression dieser Zytokine, sowie der CCL2 und CCLS8 noch ho-
her als in den WT-CVB3. CXCL12-Expression zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
den vier Gruppen (Abb. 3.13a-c).

CCR2, ein Rezeptor der sich auf den T-Zellen befindet und die Chemotaxis aktiviert, war auf
mRNA-Ebene in beiden infizierten Gruppen erhoht und in den MMP2KO-CVB3 signifikant mehr
als in den WT-CVB3 (Abb. 3.13d).

Insgesamt wurde eine erhohte Expression von Zytokinen der Interleukin- und der Interferon-
Familien, sowie auch von TNF-o wihrend der akuten Phase der Myokarditis gesehen; eine si-
gnifikante Expression konnte ebenso an mehreren anderen Chemokinen festgestellt werden. Eine

wichtige Beobachtung war die signifikant gesteigerte Expression dieser Zytokine und Chemokine
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Abbildung 3.12: Expression von (a) CX3CL1, (b) CCL7 und (c) CXCL10 im Herzen:

*, T, § p <0,05. Daten sind als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

insbesondere bei den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3, was auf eine stirkere Im-

munreaktion hinwies. Letzte konnte immunhistochemisch durch eine groere Einwanderung von

Immunzellen in das Herz der MMP2KO-CVB3 Tiere bestitigt werden.
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Abbildung 3.13: Expression von (a) CCL2, (b) CCLS, (c) CXCL12 und (d) CCR2 im Herzen: ,
T,§ p <0,05. Daten sind als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

3.5.3 Adhisionsmolekiile VCAM und ICAM

Die Expression der Adhésionsmolekiile [ICAM (“Intercellular Adhesion Molecule”) und VCAM
(“Vascular Cell Adhesion Molecule”) ist wichtig bei der Untersuchung der Myokarditis, da die
beiden Molekiile die transendotheliale Migration von Leukozyten regulieren [44]. Die Mengen
dieser Molekiile im Herzen untersuchten wir mittels Immunhistochemie.

Die Konzentration beider Adhédsionsmolekiile war bei den infizierten Tieren erhoht im Vergleich
zu den gesunden Tieren. Die MMP2KO-CVB3 zeigten hohere Mengen von VCAM und ICAM als
die WT-CVB3 (Abb. 3.14). Dadurch wurde in den MMP2KO-CVB3 die gesteigerte Leukozyten-

transmigration im Vergleich zu den WT-CVB3 induziert.
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Abbildung 3.14: Immunhistochemische Bestimmung der VCAM- und ICAM-Mengen im Herzen

sieben Tage nach der Infektion: %, ¥, § p < 0,05. Daten sind als Mittelwert + Standardfehler

abgebildet.

3.6 Aktivitit und Expression von Matrix Metalloproteinasen

Die Matrix Metalloproteinasen spielen eine wichtige Rolle sowohl bei der Entwicklung der Ent-
ziindung [102], als auch beim Heilunsprozess und “Remodelling” des Herzens [100]. Deswegen
untersuchten wir mittels Zymographie die Aktivitit der MMP-2 und -9. Die Gen-Expression der
Matrix Metalloproteinasen-2, -7, -8, -9, -10, -12 und ihrer Inhibitoren TIMP-1, -2, -3, -4 im Herzen
wurde auBerdem mittels RT-PCR bestimmt.

Die Expression von MMP-7, -10, -12 und -13 war in den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den
WT-CVB3 signifikant erhoht. Interessanterweise war jedoch die Expression von MMP-9 in den
MMP2KO-CVB3 signifikant niedriger als in den WT-CVB3.

Signifikante Unterschiede zeigte ebenso die Expression von TIMP-1, -3 und -4 zwischen den in-
fizierten Tieren, mit einer Erhohung der TIMP-1-Expression und Abnahme der Expression der
TIMPs-3 und -4 in den MMP2KO-CVB3 (Tab. 3.2).

Zymographisch stellten wir eine signifikant erhohte Aktivitdt in den infizierten Gruppen vergli-
chen zu den gesunden Tieren fest. Die MMP-9-Aktivitit unterschied sich, im Gegensatz zu ihrer
Expression, zwischen den beiden infizierten Gruppen nicht (Abb. 3.15). Die Aktivitdt von Pro-
MMP-2 war in den WT-CVB3 erhoht, wihrend die Aktivitit der aktiven Form niedriger im Ver-

gleich zu den WT-Co war. Wie erwartet wurde keine Expression oder Aktivitit von MMP-2 in den
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WT-Co  MMP2KO-Co WT-CVB3  MMP2KO-CVB3
MMP-2 (x107%)  1,85+0,42 n.b. 1,3440,32 n.b.
MMP-7 (x10719)  7,5741,86 5,7243,8 4,7840,97 26,9+17,2%3
MMP-8 (x1078)  1,67+1,05 2,7+1,86  148,7+112,77 203499, 5%
MMP-9 (x10~7) 3,240,92 1,76+0,78  4,23+1,5 2,574+1,3%
MMP-10 (x10719)  7,6+1,9 5,7+3,8 39,45426,9 139,2+46, 13
MMP-12 (x10~7)  1,56+0,24 0,9440,35  15,32+5,37 30,42+11,6%%
MMP-13 (x10~7)  3,4+0,64%  1,41+0,28 2,8740,6 12,574+4,95%8
TIMP-1 (x1077)  6,67+3,2 4,124+1,38  233,3+143,27  787,4+4266,3%3
TIMP-2 (x107°)  1,36+0,26*  0,64+0,04 0,98+0, 157 1,0940, 16
TIMP-3 (x1079) 4,940,73%  2,3440,99  3,4940,6 2,1140,66%
TIMP-4 (x107°)  1,76+0,51 1,4140,39 1,6440,51 0,640,348

Tabelle 3.2: Expression der Matrix Metalloproteinasen und ihrer TIMPs im Myokard sieben Tage
nach der Infektion: §p < 0,05 vs. WT-Co, £p < 0,05 vs. MMP2KO-Co, §p < 0,05 vs. WT-CVB3,
Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. MMP Matrix-Metalloproteinase, TIMP

“Tissue-inhibitor of Metalloproteinases”, n.b. nicht bestimmbar

MMP2KO-Tieren registriert.

3.7 Apoptose

Zur Untersuchung der Induktion von Apoptose durch das CVB3 wihrend der akuten Myokar-
ditis wurde die immunhistochemische TUNEL-Methode angewendet, sowie die Gen-Expression
der Caspasen-3 und -8 und Bax und Bcl-2 bestimmt. Durch die Expression von Bax und Bcl-2
wurde das Verhiltnis Bax/Bcl-2 berechnet, welches das Gleichgewicht zwischen proapoptotischer
(Bax) und antiapoptotischer Gene (Bcl-2) zeigt. Dieses Verhiltnis ist fiir die Entscheidung der
Zellschicksals als wichtiger Marker erkannt [120]. Die Caspasen sind Proteine, die an der Apop-
tosekaskase teilnehmen: Caspase-3 gehort zu den Effektorproteinen der Apoptose, wihrend die
Caspase-8 in der Initiierung der Apoptose teilnimmt [120].

Die beiden infizierten Gruppen stellten eine hohere Apoptoserate von Zellen als die gesunden
Gruppen dar, welche durch die TUNEL-Methode und die Expression der Caspasen-3 und -8 be-

stimmt werden konnte (Abb. 3.16). Ferner stellten wir ein erhohtes Ratio von Tunel-positiven Zel-
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Abbildung 3.15: Aktivitdt von (a), (¢) MMP-9 und (b), (d) MMP-2 im Myokard. Die drei For-
men der MMP-2 konnten unterschieden werden; gemessen wurden die Pro- und die aktive Form:

xp < 0,05, Daten als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.

len in den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3 fest. Die Expression der Caspasen-3
und -8 war ebenso gesteigert in den MMP2KO-CVB3 verglichen mit den WT-CVB3. Insgesamt
zeigten die MMP2KO-CVB3 signifikant hohere Aktivierung der Prozesse, die zur Apoptose der
Zellen fiihren, welche durch die TUNEL-Methode (Abb. 3.17) bestitigt werden konnte.
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Abbildung 3.16: Bestimmung der Apoptoserate durch die Tunel-Methode, das Verhiltnis
Bax/Bcl-2 und die Expression von Kaspase-3 und -8: *, §, §p < 0,05, Daten als Mittelwert +
Standardfehler abgebildet.
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Abbildung 3.17: Apoptotische Zellen im Myokard: (a) WT-Co, (b) MMP2KO-Co, (c) WT-CVB3
und (d) MMP2KO-CVB3. 200x-Vergrofierung.
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3.8 Viruslast

Wir untersuchten mittels RT-PCR als Marker der Viruslast die Anzahl der Virus-RNA-Kopien im
Myokard, um den Einfluss der MMP-2 auf die Virusreplikation zu erfassen. Die Anzahl der CVB3-
RNA-Kopien war signifikant gréBer in den MMP2KO-CVB3 als in den WT-CVB3, Zeichen einer
erhohten Virusreplikation im Myokard der MMP2KO-CVB3 Tiere (Abb. 3.18).

CVB3-RNA-Kopienanzahl
: t—

Anzahl von Viruskopien
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Abbildung 3.18: Vergleich der Virusreplikation im Myokard sieben Tage nach der Infektion:
T p <0,05, Daten als Mittelwert + Standardfehler abgebildet.
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Die MMPs, insbesondere die MMP-2, spielen eine wichtige Rolle in den verschiedenen Formen
der Herzinsuffizienz [116]. Verschiedene Arbeitsgruppen haben einen Anstieg von MMP-2 in der
ischdmischen und dilatativen Kardiomyopathie, sowie bei der kardialen Hypertrophie beschrieben
[107, 46, 117]. Bisher ist die Datenlage beziiglich der Funktion der MMPs in der viralen Myo-
karditis limitiert. Die Ergebnisse fritherer Studien, die einen Anstieg der MMP-2 in der akuten
Myokarditis zeigten, lassen vermuten, dass die MMP-2 eine mogliche Rolle in der viralen Myo-
karditis haben konnte [109].

Frithere Studien zeigten die Wirkung der CVB3-Infektion auf das Herz und seine Funktion: die
CVB3-Myokarditis fiihrt zu einer Verschlechterung der systolischen und diastolischen Herzfunkti-
on [126], zu fibrotischen Verdnderungen der kardialen EZM [109], sowie zur Induktion von Apop-
tose an den kardialen Zellen [110]. Es wurde der Einfluss der MMP-2 auf diese Parameter der
CVB3-Myokarditis in MMP-2-“knockout” Miusen untersucht. Ferner wurden die inflammatori-
sche Antwort des Herzens auf die CVB3-Infektion, die kardiale Viruslast und die Mortalitiit be-
schrieben, um den genauen Mechanismus der MMP-2-Wirkung auf die virale Myokarditis durch

CVB3 zu erfassen.

4.1 Kardiale Funktion

4.1.1 Himodynamische Funktion unter Basalbedingungen

Unter Basalbedingungen zeigten die beiden Gruppen WT-Co und MMP-2-Co keine signifikan-
ten Unterschiede, weder in der systolischen noch in der diastolischen Funktion. Unsere Beob-
achtungen stimmen mit der hamodynamischen Charakterisierung anderer Arbeitsgruppen iiberein,
die ebenso keine Unterschiede bei MMP-2—/~ Tieren im Vergleich zu MMP-2t/% feststellten
[117, 57].

4.1.2 Hiamodynamische Funktion wiihrend der akuten Myokarditis

Die globale Herzfunktion wurde durch die Herzfrequenz, die LV-Volumina, das Schlagvolumen,
die Ejektionsfraktion und das Herzzeitvolumen charakterisiert. Die systolische Funktion wur-

de genauer durch den produzierenden maximalen und endsystolischen Druck und die maximale
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Druckanstiegsgeschwindigkeit beschrieben. Die diastolische Funktion wurde anhand der maxima-
len Druckabfallsgeschwindigkeit, des Taus, des enddiastolischen und des minimalen LV-Druckes,

sowie des enddiastolischen Volumens untersucht.

4.1.2.1 Globale Herzfunktion

Beide infizierte Gruppen zeigten eine reduzierte globale Herzfunktion im Vergleich zu den ge-
sunden Tieren. Sowohl zwischen WT-Co und WT-CVB3 als auch zwischen MMP2KO-Co und
MMP2KO-CVB3 war das Herzzeitvolumen und die Herzfrequenz in den infizierten Tieren redu-
ziert. Zwischen WT-Co und WT-CVB3 wurde kein signifikanter Unterschied weder an den LV-
Volumina (LVESV, LVEDV und SV) noch an der EF festgestellt. Gleiche Ergebnisse wurden in
fritheren Studien beobachtet: in der akuten Phase der CVB3-Myokarditis kommt es zu keiner Herz-
dilatation, so dass die LV-Volumina und die EF konstant bleiben [126].

Bei den MMP2KO-CVB3 wurde eine signifikant reduzierte globale Herzfunktion mit einer nied-
rigeren Herzfrequenz und einem geringeren Herzzeitvolumen im Vergleich zu den WT-CVB3 be-
obachtet. Die niedrigere Herzfrequenz sahen wir als Ausdruck der schwereren Myokarditis bei
den MMP2KO-CVB3 verglichen mit den WT-CVB3. Diese Abhédngigkeit der Herzfrequenz vom
Schweregrad der Myokarditis wurde in fritheren Studien ebenso gezeigt [126]. Die MMP2KO-
CVB3 zeigten kleinere LV-Volumina und SV im Vergleich zu den anderen Gruppen. Die EF blieb
allerdings durch die Reduktion von LVESV und LVEDV konstant in den MMP2KO-CVB3. Die
geringeren LV-Volumina in den MMP2KO-CVB3 erklirten wir als Folge der reduzierten Fliissig-
keitszufuhr aufgrund der hoheren Morbiditit (s. auch 4.1.2.3).

4.1.2.2 Systolische Herzfunktion

Sowohl zwischen WT-Co und WT-CVB3 als auch zwischen MMP2KO-Co und MMP2KO-
CVB3, wurde sieben Tage nach der Infektion eine signifikant reduzierte systolische Herzfunk-
tion festgestellt. Der maximale LV-Druck, der endsystolische LV-Druck und die maximale LV-
Druckanstiegsgeschwindigkeit waren signifikant niedriger in den infizierten Tieren im Vergleich
zu den gesunden Tieren. Der LV P, und die dP/dt,,,, sind die frithesten Parameter, welche die
systolische Dysfunktion bei der Myokarditis zeigen [97].

In den MMP2KO-CVB3 Miusen war die systolische Funktion zusitzlich schlechter im Vergleich
zu den WT-CVB3 Tieren; LVP, ., LVESP und dP/dty,c waren in den MMP2KO-CVB3 re-

duziert im Vergleich zu den WT-CVB3. Das bedeutete eingeschrinkte Kontraktilitéit, niedrigere
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Druckverhiltnisse im linken Ventrikel und somit niedrigeren systolischen arteriellen Druck in den

MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3.

4.1.2.3 Diastolische Herzfunktion

Der LVEDP, der LVP,,;,, der Tau und die dP/dt,,;, waren alle in den infizierten Tieren signifikant
schlechter im Vergleich zu den gesunden Tieren. Die diastolische Dysfunktion gehort ebenso zu
den frithesten Folgen der Virusinfektion auf die Herzfunktion [97].

Die untersuchten Parameter zeigten ebenso eine relativ schlechtere diastolische Dysfunktion bei
den MMP2KO-CVB3 Tieren als bei den WT-CVB3: dP/dty,;,, war signifikant niedriger bei den
MMP2KO-CVB3 Tieren als bei den WT-CVB3; der 1, der LVEDP und das LVEDV waren al-
lerdings nicht signifikant unterschiedlich. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung konnte
die stirkere Gewichtsabnahme bei den MMP2KO-CVB3 sein. Die groflere Fliissigkeitsreduktion
konnte ndmlich zu geringerem intravaskuldrem Volumen und dadurch zu reduzierten Fiillungsvo-
lumina und -drucken im linken Ventrikel fiihren.

Fiir die gestorte Herzfunktion konnen verschiedene Faktoren verantwortlich sein:

* Die direkte Viruswirkung auf die Kardiomyozyten. Die Synthesemechanismen der Zelle
werden ausgeschaltet, wichtige Zellproteine, wie das Dystrophin werden von den Viruspro-
teasen abgebaut, die Zellenergie, die fiir die aktive Herzrelaxation notwendig ist, wird fiir die
Virusreplikation verbraucht. Zuletzt kommt es zur Lyse von Kardiomyozyten, wodurch das
Virus aus der Zelle freigesetzt wird und so benachbarte Zellen infiziert. Es kommt also zu
einer Reduktion der Kardiomyozytenanzahl und zu einer gestorten Funktion der restlichen
Zellen durch die Infektion. Die hohere Viruslast bei den MMP2KO-CVB3 Tieren konnte die

schlechtere Herzfunktion erklaren.

* Wihrend der Entziindung kommt es zur Erh6hung der zirkulierenden inflammatorischen
Mediatoren (Zytokine, Chemokine, Antikorper). Diese konnen ebenso zu einer Storung der
systolischen und diastolischen Funktion fiithren. Vor allem TNF-o und IL-6 sind an der Pa-
thophysiologie der akuten Herzinsuffizienz beteiligt [10]; ihre Expression war in den in-
fizierten Méusen und insbesondere in den MMP2KO-CVB3 Tieren signifikant erhoht im
Vergleich zu den WT-CVB3 Tieren.

* Eine bedeutende Rolle in der diastolischen Dysfunktion spielt die Steifigkeit des Herzens,

die direkt vom Kollagengehalt und -qualitdt des Herzmuskels abhédngig ist [95]. In den infi-
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zierten Tieren wurde zwar keine signifikante Myokardfibrose im Vergleich zu den gesunden
Tieren festegestellt, es gab aber eine signifikante Erhohung des Kollagen I/Kollagen III-
Verhiltnisses (s. 4.2). Kollagen I zeigt eine geringere Elastizitét als Kollagen III und kann
daher zu einer Relaxationsstorung des Herzens fithren, wenn seine Konzentration im Herzen

ansteigt [130].

4.2 Kardiales ‘“‘Remodelling”

Die beiden infizierten Gruppen zeigten eine Erhohung des Verhiltnisses vom Herzgewicht zum
Korpergewicht. Dies ist eine bekannte Verdnderung im experimentellen Modell der viralen Myo-
karditis [97]. Charakteristisch ist aber, dass bei den infizierten MMP2KO-CVB3 Tieren geringe-
re LV-Volumina bei fehlender Verinderung des Herzgewichtes beobachtet wurden. Dies konnte
am ehesten auf die stirkere Gewichtsabnahme und moglicherweise auf den daraus resultierenden
Fliissigkeitsmangel zuriickgefiihrt werden. Eine Herzdilatation wurde in dieser Phase, wie bereits
in fritheren Studien [106], nicht beobachtet.

Ahnlich zu fritheren Studien [47, 79], blieb der Gesamtkollagengehalt des Herzmuskels in unserer
Studie stabil. Es kam allerdings durch den reaktiven Anstieg des Kollagens I im Vergleich zu
Kollagen III zu einer Myokardfibrose. Die Myokardfibrose im Rahmen einer Entziindung ist Teil
des normalen Heilungsprozesses [38]. Kollagen wird von den kardialen Fibroblasten als Antwort
auf verschiedene Zytokine wie das TNF-a, IL-1 und TGF-B produziert [109]. Die Expression
dieser und anderer Zytokine war in unserer Studie in allen infizierten und insbesondere in den
MMP2KO-CVB3 Tieren erhoht im Vergleich zu den gesunden Tieren.

Auffallend ist, dass immunhistochemisch zwischen den beiden infizierten Gruppen kein signifi-
kanter Unterschied zu erkennen war, weder im gesamten Kollagengehalt noch in der Kollagen
Typ I und I1I-Menge. Das ist interessant, weil die Gen-Expression beider Kollagentypen in den
MMP2KO-CVB3 Tieren signifikant gesteigert war. Dies kann fiir einen entsprechend vermehrten
Abbau von Kollagen I und III in den KO Tieren sprechen, der diese Diskrepanz zwischen mRNA-
und Protein-Ebene erklidren konnte. MMP-2 ist eine Proteinase, die denaturiertes Kollagen abbaut
[100]; Mangel an MMP-2 wiirde theoretisch zur stidrkeren Fibrose fithren. Eine mogliche Ursache
fiir den vermehrten Abbau von Kollagen wire die stirkere Infiltration des Herzmuskels durch die
inflammatorischen Zellen: die Einwanderung benétigt das “Remodelling” des Gewebes mit Abbau
von Kollagen. Diese Erkldarung wird durch die beobachtete erhthte Expression anderer Metallopro-

teinasen wie MMP-7 und -13 unterstiitzt (Tab. 3.2), die Kollagenfasern degradieren. Die gleichen
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Ergebnisse wurden in einem experimentellen Modell TNF-a-induzierter Kardiomyopathie gezeigt,
welches Ahnlichkeiten zur viralen Myokarditis hat: in MMP-2 “knockout” Tieren wurde, trotz der

starken Inflammation, keine signifikant verstirkte Kollagenablagerung beobachtet [89].

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die fehlende Fibrose ist der frithe Zeitpunkt unserer Unter-
suchung. In der chronischen Phase der Myokarditis entwickelt sich im Herzen eine vermehrte Fi-
brose, die meistens ca. 28 Tage nach Beginn der Infektion zu erkennen ist [30]. Das bedeutet, dass
zu diesem Zeitpunkt die Ausheilungsprozesse des Herzens mittels Kollagenablagerung noch nicht
abgeschlossen sind, und dass sie erst nach der Eliminierung des Virus aktiviert werden. Zu einem
spéteren Zeitpunkt konnten wir vielleicht auch signifikante Unterschiede zwischen den beiden in-
fizierten Gruppen beobachten, da theoretisch in den MMP2KO-CVB3 der starke Gewebeschaden

und die Inflammation zur stirkeren Fibrose fithren sollten.

4.3 Inflammation

4.3.1 Zellinfiltration

Alle infizierten Tiere zeigten eine verstirkte Immunreaktion mit erhohter Einwanderung von in-
flammatorischen Zellen in den Herzmuskel; diese Reaktion war in den MMP2KO-CVB3 Tieren
ausgepragter im Vergleich zu den WT-CVB3. Dies konnte immunhistochemisch durch den Nach-
weis signifikant hoherer Konzentrationen von Makrophagen (hauptséichlich CD68" und CD11b™),
T-Zellen (CD3 ™) insbesondere zytotoxischen T-Zellen (CD8a™), aktivierten B-Zellen (CD80™) in
den MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3 festgestellt werden.

Trotz der gesteigerten Zellmigration in das Myokard der MMP2KO-CVB3 konnte allerdings das
Coxsackievirus nicht eliminiert werden, wie es an der signifikant hoheren Viruslast zu erkennen
war (s. 4.5). Ferner war die Herzgewebezerstorung in den MMP2KO-CVB3 Tieren grofler als in
den WT-CVB3 Tieren, wie es an der reduzierten himodynamischen Funktion bei den MMP2KO-
CVB3 festgestellt wurde. Dies weist auf einen Einfluss der MMP-2 auf das Immunsystem hin, das

die Virusinfektion nicht beherrschen und einschrinken konnte.

Auch in mehreren anderen experimentellen Studien wurde gezeigt, dass im Fall der CVB3-
Myokarditis die iiberschieBende Migration von inflammatorischen Zellen zu einem erhohten Herz-
gewebeschaden fiihrt (s. 1.2.2.2). Opavsky et al. zeigten die potenziell negative Wirkung von
CD47"- und CD8"-Zellen in der CVB3-Myokarditis [99]. Die verstirkte Immunzellmigration ins
Myokard der MMP2KO-CVB3 konnte daher der entscheidende Mediator der CVB3-induzierten
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Kardiomyopathie sein und so den schweren Verlauf der Myokarditis bei den MMP2KO-CVB3
Tieren erkléren.

Andere Arbeitsgruppen haben bisher in unterschiedlichen infektiosen und autoimmuninduzierten
experimentellen Modellen dhnliche Ergebnisse gezeigt. MMP-2 zeigt einen protektiven Effekt
bei der allergischen Entziindung der Lunge [22], der AntikOrper-induzierten Arthritis [58], der
Autoimmun-Encephalomyelitis [31], der experimentellen Kolitis [40] und der Zytokin-induzierten
Kardiomyopathie [89]. Gemeinsames Merkmal dieser inhomogenen Gruppe von Erkrankungen ist
der Mechanismus, der zur Gewebezerstorung fiihrt: Das Immunsystem, hauptséchlich durch seine

Effektorzellen, trigt signifikant zum Gewebeschaden bei.

4.3.1.1 Direkte Wirkung der MMP-2 auf die Immunzellmigration und die EZM

Wir versuchten eine Erklédrung fiir die unterschiedlich starke Einwanderung der Immunzellen zwi-
schen den beiden infizierten Mausstimmen in der direkten Wirkung der MMP-2 auf die Migration
der Zellen zu finden.

Hauptsidchlich MMP-2 und MMP-9, aber auch andere MMPs, sind an der transendothelialen Mi-
gration der inflammatorischen Zellen am Ort der Entziindung beteiligt [44]. Diese Enzyme werden
von den Leukozyten, den Makrophagen und den Endothelzellen ausgeschiittet und spalten die Ba-
salmembran und ihre Faktoren, wie das Laminin, das Fibronektin, das Heparansulfat u.a., so dass
die verschiedenen Zellen einwandern konnen [101]. Pharmakologische Blockierung der MMPs
fiihrt zu einer verzogerten Migration von Leukozyten in experimentellen Studien [33]. Eine mog-
liche Erklédrung fiir die beschriebene Wirkung von MMP-2 in der Myokarditis durch CVB3 konnte
also eine verminderte Zelleinwanderung sein; im Gegensatz hierzu konnte immunhistochemisch
eine vielfach hohere Zellinfiltration gezeigt werden. Eine reduzierte Migration, zumindest am sieb-
ten Tag nach der Infektion, scheint nicht die Ursache fiir den schweren Verlauf der Krankheit in
den MMP2KO-CVB3 zu sein.

Interessant wire es, den Inflammationsprozess zu einem fritheren Zeitpunkt zu untersuchen. Eine
zweite mogliche Erklarung wire ndamlich, dass die Einwanderung der inflammatorischen Zellen
nur in den frithen Stadien (in den ersten 7 Tagen) verzogert wird, wo eine starke Immunantwort fiir
die Viruseliminierung notwendig ist. Das Virus konnte sich in einem solchen Fall ohne die Immun-
reaktion im Herzen frei replizieren. Erst spiter (am 7. Tag) wiirde es durch die vermehrte Gewe-
bezerstorung zu einer gesteigerten Immunzellinfiltration kommen. In unserer Studie erschien uns

diese Erkldarung eher unwahrscheinlich: das Coxsackievirus verwendet die zirkulierenden Immun-
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zellen, um seine Zielorgane zu erreichen [83]; eine verzogerte Einwanderung von Immunzellen ins
Herz wiirde daher zu einer verzdgerten Virusausbreitung fithren. Letztere wiirde sich durch eine
niedrigere Viruslast manifestieren, welche allerdings in unserer Arbeit nicht festgestellt wurde (s.
3.8).

Esparza et. al. haben in ihrer experimentellen Arbeit iiber die autoimmune Enzephalomyelitis
einen reaktiven Anstieg von MMP-9 als moglichen Mechanismus fiir den schweren Krankheits-
verlauf beit MMP-2 “knockout” Tieren beschrieben [31]. Dort wurde eine starke Transmigration
der Autoimmun-T-Zellen beobachtet, die durch eine hohere MMP-9-Expression ermoglicht wur-
de. In unserer Studie konnte im Herzen keine signifikante Erh6hung der MMP-9-Expression in den
MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3 festgestellt werden. Die starke Einwanderung
der Immunzellen kann daher nicht allein durch die Wirkung von MMP-9 in der CVB3 Myokarditis
erklédrt werden.

In einer anderen experimentellen Studie zeigten Monaco et. al einen negativen Einfluss von MMP-
2 auf die Migration von Neutrophilen in vitro. Eine mogliche Ursache konnten die niedrigmoleku-
laren Abbauprodukte von Typ IV Kollagen-Fasern sein, die durch den Abbau der Basalmembran
durch die MMP-2 produziert werden [94]. Die MMP-2-Defizienz konnte eine erhohte Migrations-

rate ermdglichen, wie es in unserer Studie der Fall war.

4.3.2 Adhiasionsmolekiile: VCAM und ICAM

Im Herzen der MMP2KO-CVB3 Tiere wurde eine erhohte Expression der Adhdsionsmolekiile
VCAM und ICAM-1 im Vergleich zu den WT-CVB3 beobachtet. Die Expression dieser beiden
Adhisionsmolekiile wihrend der CVB3-Myokarditis wird durch die Signale der TLRs und die
Wirkung von Zytokinen wie das IL-1p, IL-4 und TNF-a induziert [125]. In einem experimen-
tellen Modell von Myosin-induzierter Myokarditis war die Expression von VCAM und ICAM
fiir die Migration der autoreaktiven T-Zellen ins Myokard notwendig [108]. Diese Beobachtung,
dass die beiden Adhisionsmolekiile fiir die Transmigration der Immunzellen wichtig sind, zeigt
in Kombination mit ihrer signifikant erhohten Expression in den MMP2KO-CVB3 im Vergleich
zu den WT-CVB3, dass der entscheidende Mediator der Zellinfiltration am ehesten hoher in der

Inflammationskaskade liegt, ndmlich auf der Ebene der Zytokine und Chemokine.
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4.3.3 Zytokine und Chemokine

In der akuten Phase der Myokarditis sind im Myokard verschiedene Zytokine, insbesondere die
IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-18, TNF-a und die Interferone -o, -f3 und -y erhéht [30]. Diese Zytoki-
ne induzieren die Expression von VCAM und ICAM auf der Zelloberfliche der Endothelzelle,
sowie der Immunzellen und locken Zellen des Immunsystems an den Ort der Inflammation. Auf
der lokalen Ebene werden ferner Chemokine, wie MCP-1, MIPs-1 und -2, SDF-1 u.a., hochregu-
liert (s. 1.2.2.1). Diese Chemokine kontrollieren die chemotaktische Bewegung der benachbarten
Immunzellen und induzieren die Immunreaktion [59, 20].

In unserer Studie konnten wir diese Beobachtungen bestitigen: die mRNA-Konzentrationen von
IL-1, -6, -18, TNF-a und Interferonen im Herzen waren in den beiden infizierten Gruppen signi-
fikant erhoht; interessanterweise war aber ihre Expression signifikant stirker in den MMP2KO-
CVB3 Tieren als in den WT-CVB3.

Eine gesteigerte Expression verschiedener Chemokine konnte in beiden infizierten Gruppen fest-
gestellt werden, darunter von CX3CL1 (Fractalkine), CCL2 (MCP-1), CCL8 (MCP-2) und CCL7
(MCP-3). Die Expression dieser Chemokine war in den MMP2KO-CVB3 signifikant hoher als in
den WT-CVB3 Tieren.

Die erhohte Expression von Zytokinen und Chemokinen im Herzen der MMP2KO-CVB3 Tiere
verglichen mit den WT-CVB3 konnte der entscheidende Faktor fiir die gesteigerte Zellmigration

sein.

4.3.3.1 Wirkung der MMP-2 auf die Zytokine

Die MMPs sind Proteasen, die nicht nur Kollagenfasern sondern auch diverse andere Proteine ab-
bauen konnen. Eine wichtige Funktion der MMPs und damit auch der MMP-2 ist daher die Regu-
lation und Modulation der Immunreaktion durch die Verdnderung der Konzentration und Aktivitét
der Zytokine und Chemokine [85]. Insbesondere MMP-2 ist unter anderem am Abbau von IL-10
[56], CCL7 (MCP-3) [92], SDF-1 (“Stromal cell-Derived Factor-1”, CXCL12) [90] und CX3CL]1
[23] beteiligt.

Die Expression von IL-13 und TNF-a war in den MMP2KO-CVB3 Tieren signifikant hoher im
Vergleich zu den WT-CVB3. IL-1 ist eins der wichtigsten Zytokine, welches von den Monozyten
und Makrophagen exprimiert wird und eine starke chemotaktische Wirkung auf die einwandernden
Immunzellen ausiibt [2]. TNF-at ist ein anderes Zytokin mit potenziell schidlichem Einfluss auf die

CVB3-Myokarditis. Gabe von IL-1f und TNF-o wihrend der experimentellen CVB3-Myokarditis
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erhoht die Anzahl der Immunzellen im Herzen und induziert einen schwereren Verlauf [74]. Beide
Zytokine zeigen ferner eine direkte kardiodepressive Wirkung und kénnen eine Myokardfibrose
induzieren, welche das kardiale-“Remodelling” negativ beeinflusst [20].

Die MMP-2 kann auch das IL-1f abbauen; daher konnte seine Konzentration in den MMP2KO-
CVB3 durch seine geringere Deaktivierung hoher als in den WT-CVB3 sein. Die MMP-2 hat keine
bekannte direkte Wirkung auf das TNF-a.. Wir stellten allerdings einen reaktiven Anstieg der Ex-
pression anderer Matrix Metalloproteinasen in den MMP2KO-CVB3 fest. Unter denen zeigten
MMP-7 und -12 eine signifikant hohere Expression im Myokard. Diese beiden Metalloproteinasen
spielen durch ihre Wirkung auf verschiedene Zytokine und Chemokine auch eine immunmodula-
torische Rolle. Thre Funktion liegt allerdings in der Aktivierung von latentem TNF-a, wie in vitro
Studien an isolierten Makrophagen feststellten [16, 45].

Der geringere Abbau des IL-1 und die erhohte Aktivierung des TNF-o in den MMP2KO-CVB3
als in den WT-CVB3 konnte zu hoheren Konzentrationen der beiden Zytokine und somit zur Poten-

zierung ihrer chemotaktischen Aktivitit und zur gesteigerten Migration von Immunzellen fiihren.

4.3.3.2 Wirkung der MMP-2 auf die Chemokine

MCP-3 und CX3CLI1 sind Chemokine mit starker chemotaktischer Wirkung. Die enzymatische
Spaltung von MCP-3 durch die MMP-2 (Abb. 4.1) fiihrt zur Produktion eines kleineren Proteins,
welches antagonistische Wirkung gegen MCP-3 fiir den CC-Chemokinrezeptor ausiibt und die
Inflammation inhibiert [91]. Die MMP-2 baut ebenso CX3CL1 ab [23]. Die erhohte Produktion
dieser potenten Molekiile im Herzen konnte in Kombination mit der fehlenden regulatorischen
Rolle der MMP-2 in den MMP2KO-CVB3 zu signifikant hoheren Konzentrationen fiithren und
somit die starke Migration von Immunzellen in diesen Tieren erklédren.

Ahnliche Ergebnisse haben Matsusaka et al. in ihrer experimentellen Arbeit iiber die zytokin-
induzierte Kardiomyopathie gezeigt [89]. Die Autoren haben ein inflammatorisches Mausmodell
von TNF-a-Uberexpression im Herzen benutzt und es mit MMP-2 “knockout” Miusen kombi-
niert. Sie stellten eine Exazerbation der Inflammation, eine Verschlechterung der Herzfunktion
und eine erhohte Mortalitit bei den MMP-2 “knockout” Tieren fest. Das Modell der TNF-o-
Uberexpression hat einige Ahnlichkeiten zum Modell der CVB3-induzierten Myokarditis, da in der
Pathophysologie beider Krankheitsbilder die Zytokinexpression eine entscheidende Rolle spielt
[74]. Auch in unserer Studie waren bei den MMP2KO-CVB3 Tieren das TNF-a und das IL-1f3
hochreguliert im Vergleich zu den WT-CVB3.
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Abbildung 4.1: Abbau von MCP-3 durch MMP-2 in vitro. MCP-3 wurde mit absteigenden Kon-
zentrationen von MMP-2 inkubiert. Eine zweite gespaltete Form, kleiner als das originale Protein

wurde mittels Spray-Massenspektroskopie erkannt. Abbildung nach McQuibban et al. [91]

Diese potentielle Erklidrung wird durch die Beobachtungen von Cheung et. al unterstiitzt [12]. Die
Autoren stellten in MMP-9~/~ Miusen, bei denen eine Myokarditis durch CVB3 induziert wurde,
dhnliche Ergebnisse zu unseren Beobachtungen fest. Die MMP-9 “knockout” Tiere zeigten ebenso
eine hohere Mortalitidt zu den infizierten Tieren des Wildtypes. MMP-2 und -9 sind beide Gela-
tinasen mit dhnlicher Wirkung, vielen gemeinsamen Substraten und wichtiger Funktion in vielen
kardiovaskuldren Erkrankungen [85, 100, 117]. Als mogliche Ursache fiir die schwere Myokar-
ditis sahen Cheung et. al die Hochregulation von Chemokinen und Zytokinen, die somit zu einer

ausgeprigten inflammatorischen Reaktion im Herzen fiihrten.

4.4 Apoptose

Die Induktion der Apoptose ist das letzte Stadium in der CVB3-Infektion, bevor das Virus aus der
Zelle freigesetzt wird und erneut andere Zellen infiziert. Frithere Studien haben eine vermehrte
Apoptose von Kardiomyozyten wihrend der CVB3-Myokarditis gezeigt, die aber stark von der
Inflammation und vom Mausstamm abhiingig ist. Die Induktion der Apoptose scheint mit der In-

tensitdt der Virusreplikation in den Kardiomyozyten verbunden zu sein [110].

In unserer Studie konnten wir mit Hilfe der TUNEL-Methode und der Bestimmung der Expression
der Caspasen-3- und -8, sowie der Proteine Bax und Bcl-2 eine erhohte Apoptoserate in beiden in-
fizierten Gruppen feststellen (s. 3.7). Die Apoptoserate in den MMP2KO-CVB3 Tieren war signi-
fikant hoher als in den WT-CVB3 Tieren. Dies kann zum einen durch die erhebliche Viruspersis-

tenz im Herzen, zum anderen durch die stirkere Inflammation erklédrt werden. Leukozyten konnen
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Apoptose induzieren [123, 53]. Ferner fiithren apoptotische Zellen und proapoptotische Proteine
zur Zytokinproduktion, welche eine stirkere Inflammation auslésen. Man kann sogar vermuten,
dass es in den MMP2KO-CVB3 Tieren, wo die inflammatorische Reaktion besonders ausgeprigt
war, zu einem Circulus vitiosus kam. Die Virusreplikation fiihrte zur erhdhten Apoptose sowohl
der Kardiomyozyten als auch der inflammatorischen Zellen, die ins Herz eingewandert waren. Da-
durch wurden mehr Viren freigesetzt, die weitere Zellen im Herzen infizieren konnten. Als Folge
stieg die Expression von Zytokinen und Chemokinen an, welche wiederum das Einwandern von
Immunzellen steigerten. Viele der Immunzellen waren infiziert und fiihrten zur Erhohung der ge-
samten Viruslast im Myokard (s. auch 4.5) und damit zur weiteren Apoptose und Infektion der

kardialen Zellen.

4.5 Viruslast

Eine relativ tiberraschende Beobachtung in unserer Studie war die signifikant hohere Viruslast in
den MMP2KO-CVB3 Tieren im Vergleich zu den WT-CVB3. Man wiirde erwarten, dass das Virus
durch die starke Immunreaktion effektiver eliminiert werden konnte.

Das Coxsackievirus hat aber die Eigenschaft nicht nur Kardiomyozyten, sondern auch Zellen des
Immunsystems infizieren zu kénnen; das stellt sogar einen der Hauptwege dar, woriiber das Vi-
rus seine Zielorgane erreicht [83, 64]. Eine mogliche Erkldrung fiir die beobachtete Viruslast
konnte die starke Infiltration des Myokards mit infizierten Immunzellen sein. Frithere Studien
konnten mit Hilfe der in situ Hybridisierung zeigen, dass CVB3 sich in CD4"-T-Zellen, Mac-1*-
Makrophagen und B-Zellen repliziert [70]. Die Depletion von Mac-1"-Makrophagen fiihrte eben-
falls zur besseren Prognose und niedrigeren Viruslast in einem dhnlichen experimentellen Modell
mit Enzephalomyokarditis-Virus (EMCV gehort auch zu den Picornaviren und verursacht Myo-
karditis im murinen Modell) [49]. Die Erkennung von aktivierten infizierten B-Zellen im Herzen
kann zur Viruspersistenz beitragen [69]. Eine erhohte Transmigration von Mac-1"-Makrophagen
(CD11b™"-Zellen) und B-Zellen (CD80"-Zellen) in den MMP2KO-CVB3 verglichen mit den WT-
CVB3 wurde festgestellt. Diese Erkenntnisse unterstiitzen hiermit die Hypothese, dass die Immun-
zellen im Myokard der MMP2KO-CVB3 Tieren zur Viruspersistenz beitragen und als wichtiges

nicht-kardiales Virusreservoir dienen konnten [64].
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4.6 Morbiditiat und Mortalitat

Die MMP2KO-CVB3 Tiere zeigten eine signifikant hohere Morbititdt und Mortalitdt im Vergleich
zu den WT-CVB3 Tieren. Klinisch manifestierten die MMP2KO-CVB3 Tiere eine signifikant stir-
kere Gewichtsabnahme. Die Nahrungs- und Fliissigkeitszufuhr war bei diesen Tieren reduziert.
Alle MMP2KO-CVB3 Tiere starben 11 Tage nach der Infektion an den Folgen der akuten Herzin-
suffizienz, wihrend die Mortalitit der WT-CVB3 ungefihr bei 20% blieb. Der C57B16-Stamm ist
ein relativ resistenter Stamm gegeniiber der akuten CVB3-Myokarditis. Frithere Studien zeigten
eine gleiche Mortalitit wie in unserer Arbeit, wiahrend meistens 14 Tage nach der Infektion das
Virus nicht mehr im Myokard zu detektieren war [15]. Andere Arbeitsgruppen konnten ebenso
eine protektive Rolle von MMP-2 an verschiedenen inflammatorischen Krankheitensbildern wie
die experimentelle Kolitis, die Antikorper-induzierte Arthritis, die autoimmune Enzephalomye-
litis und die Zytokin-induzierte Kardiomyopathie zeigen [31, 58, 40, 89]. Diese Beobachtungen
zeigen die Relevanz der MMP-2 fiir die Modulation der inflammatorischen Reaktion. Sie konnten
aber aulerdem die Rolle der Inflammation in der inflammatorischen Kardiomyopathie zeigen: eine

tiberschieende Immunreaktion kann derartige schéddliche Folgen fiir den Organismus haben.

4.7 Vergleich zur Rolle der MMP-2 in anderen Herzerkrankungen

Studien aus dem kardiologischen Bereich zeigen, dass die MMP-2 eine adverse Funktion haben
kann, wie z. B. beim Herzinfarkt; MMP-2 “knockout” Méuse zeigen hauptsédchlich durch Inhi-
bition der LV-Ruptur und der LV-Dysfunktion eine hohere Uberlebensrate [46]. In dieser Studie
beobachteten die Autoren in den MMP-2 “knockout” Miusen eine geringere Einwanderung von
Phagozyten und einen langsameren Abbau von nekrotischen Kardiomyozyten [55]. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen scheint die Einwanderung von Immunzellen bei den MMP2 “knockout”
Tieren beim Myokardinfarkt weniger ausgeprigt zu sein als in der Myokarditis. In der Druckindu-
zierten kardialen Hypertrophie zeigt die Inhibition von MMP-2 ebenso einen positiven Effekt auf
das kardiale “Remodelling” [88]. MMP-2 iibt scheinbar zweiseitige Auswirkungen an die Entwick-
lung der Herzerkrankungen aus. Mogliche Erkldrungen fiir diese unterschiedlichen Wirkungen der

MMP-2 zwischen CVB3-Myokarditis und anderer Herzerkrankungen konnten folgende sein:

1. Es handelt sich potenziell um eine unterschiedliche Art von EZM-“Remodelling”: Beim
Myokardinfarkt spielt der Abbau vom Kollagen eine wichtigere Rolle als die Immun-

zellinfiltration in der akuten Phase; in experimentellen Studien von Myokardinfarkt an
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MMP-2 “knockout” Miusen, zeigen sie geringere LV-Rupturrate [122]. Beim Myokardin-
farkt scheint die Ursache der ungiinstigen Prognose der Verlust des Kollagennetzes in der
Infarktzone zu sein [55]. Bei der akuten Myokarditis spielt der Gesamtkollagengehalt, zu-
mindest in der akuten Phase, eine sekundire Rolle. Viel wichtiger ist die Wirkung des Im-

munsystems fiir das Uberleben, wie wir in unserer Studie zeigen konnten.

2. Moglicherweise zeigen die Chemokine und Zytokine bei den anderen Herzerkrankungen
ein unterschiedliches Expressionsprofil, oder die gleichen Chemokine und Zytokine spielen
unterschiedliche Rollen. Als Beispiel wirken SDF-1 und MCP-3 protektiv beim Myokardin-
farkt: MCP-3 rekruitiert mehr mesenchymale Stamzellen aus der Blutbahn in das Herz, wel-
che wiederum eine positive Wirkung auf den “Remodelling”-Prozess ausiiben [113]. SDF-1

schiitzt das Herz vor dem hypoxischen Schaden wihrend des Myokardinfarkts [112].

4.8 Hypothetischer Mechanismus

Die verstirkte Immunreaktion mit der erhohten Immunzellinfiltration im Myokard der MMP2KO-
CVB3 Tiere scheint die Erkldrung fiir den schwereren Verlauf der Myokarditis im Vergleich zu

den WT-CVB3 Tieren zu sein.

Die direkte Wirkung der MMP-2 auf die Transmigration der Immunzellen und das EZM-*“Re-
modelling” gibt allerdings keine adequate Erkldrung fiir die erhohte Zellinfiltration an. Die MMP-2
ibt mit ihren Proteaseneigenschaften eine direkte regulatorische Funktion auf die Konzentration
von Chemokinen und Zytokinen durch ihren Abbau aus [75]. Von den unterschiedlichen chemo-
taktischen Molekiilen, die in unserer Studie auf der mRNA-Ebene hochreguliert waren, sind die
Zytokine IL-1P und TNF-o und die Chemokine MCP-3, CX3CL1 und SDF-1 die, welche von
der MMP-2 direkt abgebaut werden. Durch ihre geringere Inaktivierung in den MMP2KO-CVB3
Tieren verglichen mit den WT-CVB3 kam es am ehesten zu einer Storung des Gleichgewichts
zwischen pro- und antiinflammatorischen Faktoren in den MMP2KO-CVB3. Dies fiihrte zu einer
gesteigerten Expression von Adhédsionsmolekiilen und zur erhohten Transmigration von Immun-
zellen ins Myokard der MMP2KO-CVB3 und dadurch zu einer noch stirkeren Expression von
proinflammatorischen Molekiilen. Die potenziell schddliche Wirkung des Immunsystems in der
CVB3-Myokarditis konnte in mehreren Studien festgestellt werden [4]. Die hohere Migration von
Makrophagen, zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen fiihrte sowohl zum starken Gewebezerfall als

auch zur erhohten Apoptose der Kardiomyozyten und der Immunzellen. Dadurch wurde mehr Vi-
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rus freigesetzt, welches weitere Zellen infizieren konnte und somit den Circulus vitiosus in den
MMP2KO-CVB3 aufrecht erhalten und potenzieren konnte. Sowohl die direkte Viruswirkung als
auch die Wirkung des Immunsystems durch die Immunzellen, die Zytokine und die Chemokine
auf das Myokard der MMP2KO-CVB3, manifestierten sich klinisch durch die reduzierte hamody-

namische Herzfunktion und anschlieBend durch die erh6hte Mortalitit und Morbiditét.

4.9 Methodenkritik

Um die Wirkung der MMP-2 auf die experimentelle CVB3-induzierte Myokarditis zu untersuchen
verwendeten wir “knockout” Miuse, bei denen das Gen der MMP-2 deletiert war. Mduse werden
als experimentelle Modelle fiir viele Krankheiten angewendet. Das liegt an den geringen Kosten,
ihrer GroBe, die ihre Haltung und Behandlung leichter macht und vor allem an der Moglichkeit
zur Erstellung von transgenen Miusen. Durch die Erzeugung von transgenen Méusen wurde es
ermoglicht, viele humane Krankheiten zu reproduzieren und die Rolle von bestimmten Faktoren
auf diese Erkrankungen zu untersuchen.

Die Herz- und Kreislaufphysiologie der Miuse zeigt zwar viele Ahnlichkeiten zu der des Men-
schen, weist aber auch Unterschiede auf [65]; die hohe Herzfrequenz von ca. 400-600 Schligen
pro Minute bei Méusen ist nur ein Beispiel dafiir. Trotzdem konnen wichtige Riickschliisse auf die
humane Physiologie und Pathologie gezogen werden. Spezien, die der Physiologie des Menschen
nidher stehen, wie Schweine und Hunde, konnen nur schwer genetisch manipuliert werden.

Eine Einschrinkung der transgenen Miuse liegt darin, dass die Ausschaltung eines Genes direk-
te und indirekte Folgen auf den Phénotyp des Tieres unter Basalbedingungen haben kann. Die
Matrix-Metalloproteinasen sind fiir die Entwicklung des Organismus wichtige Proteasen, deren
Funktionen sich aber iiberlappen konnen [39]. Die MMP-2 “knockout” Miuse, die in dieser Stu-
die angewendet wurden, zeigen unter Basalbedingungen ein kleineres Korpergewicht, haben aber
keinen unterschiedlichen kardialen Phénotyp unter Ruhebedingungen [117, 57], so dass sie ein
gutes Modell fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sind. In unserer hamodynamischen Evaluierung
der Herzfunktion mittels Konduktanzkatheters konnten wir ebenso keine Unterschiede feststellen.
In den letzten 10 Jahren wurden auch transgene Tiere mit einer “Schalter-Sequenz” im untersuch-
ten Gen hergestellt, so dass es unter Tetrazyklin-Gabe (z.B. Doxyzyklin) zu einer induzierbaren
Genausschaltung kommt. Solche transgene Tiere wiren natiirlich fiir die experimentelle Unter-
suchung von Krankheiten optimal; Tetrazyklin- Antibiotika sind aber unspezifische Inhibitoren der

Matrix Metalloproteinasen [50]. Ihre Gabe wiirde moglicherweise den Verlauf der experimentellen
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Myokarditis beeinflussen, so dass wir solche transgene Méuse nicht benutzen konnten.

Die himodynamische Untersuchung der Herzfunktion mittels Konduktanzkatheters hat sich als ei-
ne genaue und mit anderen vergleichbare Methode, wie die Echokardiographie, erwiesen [34].
Die besonderen Vorteile des Konduktanzkatheters liegen aber darin, Druck und Volumen im
Herzen und somit Druck-Volumen-Kurven, gleichzeitig aufzuzeichnen und Vor- und Nachlast-
unabhingige Daten zu bekommen (s. auch 2.4.1). Fiir die Anwendung der Methode miissen al-
lerdings die Tiere narkotisiert werden. Die meisten Betdubungsmittel, darunter auch Thiopental,
zeigen einen kardiodepressiven Effekt, welcher sogar vom Mausstamm und Geschlecht abhéngig
ist [60]. Es wurde deswegen besonderer Wert darauf gelegt, ein optimales Gleichgewicht zwischen
unzureichender Narkose und wenig ausgeprigter Kardiodepression zu erreichen. Protokolle fiir die
Anwendung des Konduktanzkatheters an wachen Miausen wurden beschrieben; sie sind aber bisher
nicht ausreichend etabliert und zeigen mehrere Einschriankungen [61]. Eine weitere Einschrankung
ist die Injektion von 10%igem Kochsalz in die V. jugularis zur Bestimmung der Parallelkonduk-
tanz. Die Methode geht davon aus, dass diese Injektion keine Wirkung auf die hamodynamische
Funktion hat; sowohl das Volumen, als auch die Hypertonizitit des Kochsalzes konnen alllerdings
die Herzfunktion beeinflussen [97].

Verschiedene Einschrinkungen gelten auch fiir die molekularbiologischen Methoden. Die TUNEL-
Methode ist relativ spezifisch fiir die Bestimmung der Apoptoserate, kann aber in einigen Fillen
auch nekrotische Zellen falsch erkennen, deren DNA die gleichen Verdnderungen zeigen wie die
apoptotischen Zellen [131].

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Gen-Expression von verschiedenen Proteinen mit-
tels RT-PCR. Die mRNA-Konzentrationen, die durch die RT-PCR bestimmt werden, geben Hin-
weise fiir die Mengen der entsprechenden Proteine im Gewebe. Die Konzentration der Proteine
kann allerdings durch ihre Modifikation oder ihren Abbau variieren, so dass die eigentliche Prote-
inmengen nicht immer mit den mRNA-Mengen iibereinstimmen. Trotzdem gibt die Untersuchung
der Gen-Expressionen wichtige Informationen iiber die regulatorischen Mechanismen in der Zelle

und im Gewebe.



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie konnte erstmals die adverse Auswirkung der Matrix-Metalloproteinase-
2 auf die Coxsackievirus B3-induzierten Myokarditis im murinen Modell beschrieben werden.
Dazu wurden MMP-2 “knockout” und Wildtyp Miause verwendet, die mit CVB3 infiziert wur-
den. Sieben Tage nach der Infektion wurden sowohl himodynamische als auch immunhistochemi-
sche und molekularbiologische Parameter bestimmt und verglichen. Ferner wurde der Einfluss der
MMP-2 auf die kardiale CVB3-Infektion auf die Mortalitédt untersucht.

Die Eliminierung der MMP-2-Funktion fiihrte bei den MMP2KO-CVB3-Miusen zu erhohter Mor-
talitdt im Vergleich zu den WT-CVB3 Maiusen. Bei allen Tieren wurde die hamodynamische
Funktion des Herzens mittels Konduktanzkatheter charakterisiert. Durch die Analyse der Druck-
Volumen-Daten wurde eine reduzierte globale, systolische und diastolische Herzfunktion in den
MMP2KO-CVB3 im Vergleich zu den WT-CVB3 Miusen festegestellt. Signifikante Unterschie-
de an den Parametern der LV-Dilatation und der Fibroseninduktion wurden zwischen den beiden
infizierten Gruppen nicht festgestellt.

Die molekularbiologische und immunhistochemische Untersuchung des Herzens zeigte allerdings
eine stirkere Inflammation im Myokard der MMP2KO-CVB3 Tiere im Vergleich zu den WT-
CVB3 Maiusen. Eine signifikante Migration von Immunzellen (Makrophagen, T- und B-Zellen,
zytotoxischen T-Zellen) wurde immunhistochemisch im Myokard der MMP2KO-CVB3 nachge-
wiesen. Die Gen-Expression von verschiedenen Zytokinen, Chemokinen und Adhésionsmolekii-
len war in den MMP2KO-CVB3 Tieren hoher als in den WT-CVB3. Ferner manifestierten die
MMP2KO-CVB3 Tiere eine gesteigerte Apoptose und hohere Viruslast als die WT-CVB3.

Die MMP-2 iibt wichtige immunmodulatorische Funktionen aus. Die Wirkung der MMP-2 auf
die Zytokine und Chemokine, wie IL-13, TNF-a, CCL7 und CX3CLI, scheint im Rahmen der
Entziindung der entscheidende Mechanismus fiir die protektive Rolle der MMP-2 auf die CVB3-
Myokarditis zu sein. Durch Regulierung dieser Molekiile kontrolliert die MMP-2 die Expression
von Adhisionsmolekiilen und somit die Migration der inflammatorischen Zellen ins Herz. Die Eli-
minierung dieser Wirkung im Rahmen einer CVB3-Myokarditis in den MMP2KO-CVB3 Tieren
fiihrte zur starken Inflammation und ungiinstiger Prognose mit erhohter Apoptoserate von Kardio-
myozyten, sowie reduzierter Herzfunktion und hoherer Mortalitit im Vergleich zu den WT-CVB3.

Die beschriebene Wirkung der MMP-2 auf die CVB3-Myokarditis steht im Gegensatz zu ihrer Rol-
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le in anderen kardiovaskuldren Erkrankungen. Die Funktion der MMP-2 ist mit einer schlechteren
Prognose in der ischimischen, dilatativen und hypertrophen Kardiomyopathie verbunden. Grof3er
Wert wurde deswegen in den letzten Jahren auf die Entwicklung von spezifischen und unspezifi-
schen Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen zur Behandlung kardiovaskulirer Erkrankungen
gelegt [117, 50]. Unsere Daten zeigen jedoch, dass eine Inhibition der MMP-2 in der viralen Myo-
karditis durch CVB-3, eine der hiufigsten Ursache der dilatativen Kardiomyopathie, nicht hilfreich

ist, sondern sogar schédliche Folgen fiir das Herz haben kann.
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