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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund Die virale Myokarditis ist eine der Hauptursachen fiir den plétzlichen Herz-
tod bei Patienten unter 40 Jahren. Besonders zytokingesteuerte inflammatorische Prozesse,
werden in der aktuellen Forschung diesem Zusammenhang immer intensiver als urséchlich
diskutiert. Interleukin-6 (IL-6) wurde sowohl in erh6hten Serumspiegeln, als auch intrakardial
vermehrt bei Patienten mit Myokarditis und chronischer Herzinsuffizienz gezeigt. Die vor-
liegende Studie untersucht, die Auswirkungen einer IL-6 Rezeptorblockade, auf die kardiale
Pumpfunktion, immunologische Mechanismen und das Remodeling nach CVB3-induzierter

Myokarditis im murinen Tiermodell.

Material und Methoden C57BL6/j Méuse wurden mit Coxsackievirus B3 (CVB3) infiziert
und entwickelten in Folge eine Myokarditis. Einen Tag p.i. wurden die Tiere durch einma-
lige Injektion des Rezeptorantikorpers MR16-1 bzw. IgG-Kontrolle behandelt. Sieben Tage
p.i. wurden alle Tiere einer himodynamischen Messung mittels Konduktanzkatheter-Technik
zugefiihrt. Die Inflammation sowie die antivirale Reaktion und Prozesse des kardialen Remo-
delings wurden durch Immunhistologie, TagMan® PCR und isolierte Versuche in Zellkultur

untersucht.

Ergebnisse Verglichen mit den Kontrollen, zeigten die infizierten Tiere eine deutlich kom-
promittierte systolische sowie diastolische Herzfunktion begleitet von einer ausgepriagten
kardialen Inflammation. Die IL-6 Rezeptorblockade fithrte zu einem Ubergang der zelluliren
Immunreaktion in Richtung einer Tyl Antwort. Zusétzlich zeigte sich eine allgemein redu-

zierte kardiale Immunreaktion und eine verbesserte extrazellulire Matrixregulation.

Schlussfolgerung Die IL-6 Rezeptorblockade fithrt durch Immunmodulation zu einer Ver-

besserung der linksventrikuldren Pumpfunktion in der akuten Myokarditis im Mausmodell.



Abstract

Abstract

Background Viral myocarditis is one of the major causes for unexpected sudden death in
patients under the age of 40. Espicially cytokine-driven inflammatory mechanisms are dis-
cussed to be key mechanisms of cardiac damage. Increased cardiac levels as well as increased
serum levels of interleukin-6 (IL-6) have been observed in patients with acute myocarditis
and are associated with poor prognosis. This study was designed to examine whether treat-
ment with anti-IL-6 receptor antibody improves cardiac dysfunction and left ventricular (LV)

remodeling in experimental coxsackievirus B3 (CVB3)-induced induced myocarditis.

Material and methods C57BL6/J mice were subjected to acute Coxsackievirus B3 (CVB3)
infection. One day after viral infection mice were treated with a single injection of the anti-
IL-6 receptor antibody (MR16-1) or IgG. Seven days after viral infection, LV function was
examined by conductance catheter technique. Inflammatory and antiviral response as well
as cardiac remodeling were assessed by immunohistochemistry, TagMan® PCR, and isolated

cell culture experiments.

Results Compared to controls, infected mice displayed an impaired systolic and diastolic
LV function associated with an increase in cardiac inflammation. IL-6 receptor blockade led
to a shift of the immune response to the Ty1 direction. In addition, cardiac immune response

and extracellular matrix regulation improved, resulting to a preserved LV funtion.

Conclusion IL-6 receptor blockade exerts cardiobeneficial effects by antiviral and immuno-

modulatory actions in acute murine myocarditis.
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1 Einleitung

1.1 Myokarditis als humanes Krankheitsbild

Myokarditis ist eine entziindliche Erkrankung des Herzmuskelgewebes, welche potentiell le-
bensbedrohlich verlauft, sich durch eine hohe Variabilitdt der Symptome auszeichnet und
sowohl Kinder als auch Erwachsene betrifft. Die Myokarditis wurde 1837 zum ersten Mal
von Soberheim et al. beschrieben [1]. Die Diagnose dieser Erkrankung blieb jedoch immer
eine Herausforderung und konnte in den meisten Féllen nur klinisch gestellt werden. Erst mo-
derne Untersuchungstechniken, wie die histologische Analyse von Myokardbiospien, machten
eine sichere Diagnosestellung moglich. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und die In-
ternationale Gesellschaft fiir Kardiologie (ISFC) definierten 1986 die Dallas-Kriterien um die
Myokarditis histopathologisch einzuteilen. Hiernach gilt eine Myokarditis als nachgewiesen,
wenn in Herzpraparaten ein zellulidres Infiltrat, begleitet von Nekrose der Kardiomyozyten,
gesehen wird [2]. Die Aktualitdt dieser Kriterien wird jedoch vor dem Hintergrund neue-
rer Methoden durchaus kontrovers diskutiert [3]. Neuere histologische Kriterien schlieBen
immunhistochemische Farbungen mit ein, die Oberflachenstrukturen wie Cluster of differen-
tiation (CD)3, CD4, CD20, CD28 und Humanes Leukozytenantigen (HLA) nachweisen. Die
aktuelle Definition der aktiven Myokarditis stammt von der World Heart Federation (WHEF),
die sich an den urspriinglichen Dallas-Kriterien stark orientiert. Sie fordert ein lymphozytéres
Infiltrat von mehr als 14 Lymphozyten und/oder viralen Makrophagen pro mm und eine

gleichzeitige Zellnekrose sowie 6dematdse Verdnderungen [4].

1.1.1 Epidemiologie

Aufgrund der Heterogenitét der klinischen Prasentation von Myokarditiden, ist die epidemio-
logische Beschreibung dieses Krankheitsbildes nach wie vor schwierig. Eine genaue Privalenz
kann aufgrund der teils asymptomatischen Verlaufe nicht angegeben werden [5]. Fiir die USA
wurde jedoch eine Jahresprévalenz von acht bis zehn pro 100.000 Einwohner bestimmt [6].
Verschiedene weitere Erhebungen machen zudem die Bedeutung, die die Myokarditis gerade
auch bei jungen Patienten einnimmt, klar. So wies eine grof§ angelegte Behandlungsstudie
von Hahn et al. nach, dass 9,6% aller Patienten, die an ungeklarter dilatativer Kardiomy-
opathie (DCMs) verstarben, histopathologisch Zeichen einer Myokarditis hatten [7]. Eine
andere Untersuchung unter Sportlern konnte zeigen, dass 6% von 1866 plotzlich verstorbe-
nen Athleten, ebenfalls eine Myokarditis gehabt haben miissen [8]. Gupta et al. gaben eine
Spanne von 4 bis 20% bei sonst jungen Erwachsenen des US-amerikanischen Militéars an, die

an plotzlichem Herztod verstarben, bei denen eine Myokarditis urséchlich war [9].
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1.1.2 Atiologie

Die Myokarditis als infektiose Erkrankung des Herzmuskelgewebes kann durch diverse Pa-
thogene (Tabelle 1) oder Autoimmunprozesse ausgelost werden. Die mit Abstand haufigsten
Erreger der Myokarditis in der westlichen Welt sind Viren. Neben dem Hepatitis-C-Virus
(HCV), Influenzaviren, Herpes-simplex-Virus (HSV), Epstein-Barr-Virus (EBV), Parvovirus
B19 (B19V) und dem Cytomegalie Virus (CMV) sind Entereoviren und hier insbesondere
Coxsackieviren der Gruppe B mafigeblich als Ausléser von Myokarditien bekannt [10]. In we-
niger entwickelten Landern spielen auch andere Erreger, wie Bakterien, Pilze und Protozoen
eine groBere Rolle, doch dies ist in Europa eher selten [11]. Tabelle 1 zeigt die moglichen
Erreger von Myokarditiden.

1.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese der viralen Myokarditis lasst sich anhand von Erkenntnissen aus tierex-
perimentellen Arbeiten in drei Phasen einteilen. Auf die erste Phase der Infektion mit an-
schliefender Aktivierung des angeborenen Immunsystems folgt die postinfektiose Phase, die
gepragt ist, durch eine adaptive Immunreaktion. Die dritte Phase bildet die postinflamma-
torische Entwicklung, die von voélliger Remission bis hin zu einer chronisch viralen Herz-
muskelentziindung mit DCM reichen kann [12]. Der Kontakt mit dem Virus findet in den
meisten Féllen zunéchst durch Aufnahme und Ausbreitung im Magen-Darm-Trakt statt. Es
folgt die Ausbreitung iiber das Blut und das Lymphsystem. Nach dem Eintritt des Virus in
die Herzmuskelzelle, fithrt die intrazelluldre Replikation zu Zelluntergang und Nekrose [13].
Freiliegende Zellbestandteile, wie beispielsweise kardiales Myosin, fithren zu einer unspezifi-
schen Immunantwort des Wirtsorganismus, welche gekennzeichnet ist durch eine Inversion
von Natiirlichen Killerzellen und Makrophagen, gefolgt von T-Lymphozyten [14]. Diese akute
Phase dauert in der Regel nur wenige Tage. Hieran schlie3t sich die subakute Phase an, die
mafgeblich durch die adaptive Immunantwort, vermittelt durch virusspezifische T-Zellen,
bestimmt ist. Zytokinaktivierung proinflammatorischer Botenstoffe wie Tumor Nekrose Fak-
tor o (TNF-a), Interleukin (IL)-1 und -6 und spezifische Antikorper gegen virale und kardiale
Proteine fithren zu einer verstiarkten inflammatorischen Antwort, die in Folge zu Zellunter-
gang von Kardiomyozyten und Einbuflen in der kontraktilen Funktion fiithren kann [15].
Die Inflammation sinkt jedoch mit fortschreitender Viruselimination und in vielen Féllen
stellt sich die linksventrikuldre Funktion ohne gravierende Folgeschédden wieder ein. Manche
Patienten leiden aber auch ohne Nachweis von Virusgenom lange Zeit nach einer akuten
Infektion an starken Beschwerden. Diese chronische Phase wird oft begleitet von kardialen

Umbauprozessen, die zu Kontraktionseinbuflen fithren und nicht selten in eine DCM miinden

[16].
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Tabelle 1 — Ursachen von Myokarditiden Mit * gekennzeichnete Punkte stellen hiufige Ausloser
von Myokarditiden dar. In Anlehnung an [11].

Viren Bakterien Toxine Hypersensitivitit
Adenovirus* Chlamydien Ethanol* Cephalosporine
Coxsackievirus B* Vibrio cholerae Anthrazykline* Clozapin
Cytomegalievirus* Mycoplasmen Arsen Diuretika
Humanes-Herpes-Virus 4 Neisserien Kohlenmonoxid Insektenstiche
Hepatitis-C-Virus Salmonellen Katecholamine Lithium
Herpes-simplex-Virus Staphylokokken Kokain* Sulfonamide
HIV* Streptokokken Schwermetalle Schlangenbiss
Influenza Virus Clostridium tetani Kupfer Tetanus Toxin
Mumps Mykobakterien Quecksilber Tetrazykline
Parvovirus B19 Blei

Poliovirus

Rabies Spirochiten Protozoen Systemische Erkrankungen
Rubella Leptospira Morbus Chagas Hypereosinophiles Syndrom

Humanes-Herpes-Virus 3

Gelbfieber-Virus

Borrelia Burgdorferi
Borrelia spp.

Treponema pallidum

Leishmaniose

Malaria

Kawasaki-Syndrom
Sarkoidose

Weger Granulomatose

1.1.4 Kilinik

Die Myokarditis bietet in Hinblick auf die Symptomatik ein sehr heterogenes Bild. So kénnen

die Anzeichen von grippedhnlichen Beschwerden, die nach kurzer Zeit unbehandelt in eine

Restitutio ad integrum miinden, bis hin zu vital bedrohlicher kardialer Symptomatik reichen,

woran sich eine schwere Kardiomyopathie anschliefit, die nur durch Organ-Ersatz-Verfahren

oder Transplantation das Uberleben sichert [16]. Die Prisentation der akuten Myokarditis

kann dhnliche Symptome wie ein Myokardinfarkt mit typischen EKG-Veranderungen, An-

gina pectoris-Beschwerden und Belastungsdyspnoe zeigen, doch in vielen Fillen, sind die

anfianglichen Symptome der Myokarditis eher nicht kardial, sondern &hneln unspezifischen
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Infektsymptomen [17]. Dies liegt darin begriindet, dass vielen Herzmuskelentziindungen ein
Virusinfekt der oberen Atemwege oder des Gastrointestinaltraktes voraus geht und sich in
Folge kardial manifestiert. Sobald jedoch kardiale Symptome, wie die oben beschriebenen,
auftreten, kann die Diagnostik meist nur noch das Ausmafl der Schiadigung evaluieren und
nur in wenigen Féllen noch zu einer kausalen Therapie mit durchschlagendem Erfolg bei-
tragen. Fiir die Sicherung der Diagnose und der Einleitung einer gezielten Therapie, ist
es unerlésslich das Myokardgewebe mikroskopisch und immunhistochemisch zu untersuchen
[18, 17]. Dies setzt eine Biospie voraus, die mittels eines diagnostischen Herzkatheters pro-
blemlos gewonnen werden kann. Aus klinischer Perspektive kann die Myokarditis in vier

Formen aufgeteilt werden, welche in Tabelle 2 dargestellt sind [19].

1.1.5 Prognose

Auch die Prognose unterscheidet sich bei den verschiedenen Formen der Myokarditis stark,
die frithzeitige und treffsichere Diagnose eines inflammatorischen kardialen Geschehens, bleibt
jedoch mafigeblicher Prédiktor fiir das Outcome der Patienten [18]. Weitere prognostische
Faktoren sind die klinische Prasentation bei Erstvorstellung in Bezug auf die linksventri-
kulédre und rechtsventrikulédre Funktion, persistierende Virusinfekte, chronische Entziindung
und das Vorhandensein kardiodepressiver Autoantikérper [17]. Die fulminante Myokarditis,
weist eine sehr hohe Letalitit von iiber 40% innerhalb der initialen Phase auf, da das in-
flammatorische Geschehen die kardiale Funktion erheblich einschréinkt. Uberlebt der Patient
diese Phase, so hat er eine exzellente Langzeitprognose bei zumeist vollstandiger Ausheilung.
Uber die Hilfte der Patienten mit akuter Myokarditis sind jedoch auf Organersatzverfah-
ren oder eine Herztransplantation angewiesen [20]. Eine ebenfalls schlechte Prognose hat
das Bild der Riesenzellmyokarditis (GCM), welche mit der Entwicklung von Riesenzellen
einhergeht und sich durch besonders fulminante Verlaufe auszeichnet. Cooper et al zeigten,
anhand eines Kollektivs von 63 Patienten, die sich mit kardialen Symptomen présentierten,
dass die GCM vor allem junge Patienten zumeist aus volliger Gesundheit heraus betrifft.
Fast 90% dieser Patienten verstarben oder bendtigten eine Herztransplantation. Das mitt-
lere Uberleben gemessen vom Beginn der Symptome lag lediglich bei 5,5 Monaten. Eine
medikamentose Therapie zeigte hier wenig erfolgversprechende Ergebnisse und stellte die

Herztransplantation als Therapie der Wahl heraus [21].



Tabelle 2 — Klinisch pathologische Einteilung der Myokarditiden Aufgrund der klinischen Prédsentation und basaler histologischer Untersuchun-
gen kann die Myokarditis in vier Typen eingeteilt werden. BL = Borderline, DCM = dilatative Kardiomyopathie, LV = linksventrikuldr. Modifiziert in

Anlehnung an [19].

Fulminant Akut Chronisch aktiv Chronisch persistierend
Beginn kardialer Sympto- typisch untypisch untypisch untypisch
me
Erstvorstellung Kardiogener Schock, Schwere Herzinsuffizienz m. LV Dys- Herzinsuffizienz m. LV Dys- Nichtkardiale Symptome,

Erste Biopsie

Klinischer Verlauf

Histologischer Verlauf

Immunsupp. Therapie

LV Dysfunktion

Multiple Foci einer aktiven
Myokarditis

Komplette Remission oder

Tod

Vollstandige Auflésung der
aktiven Myokarditis

Kein Benefit

funktion

Aktive oder BL Myokarditis

Inkomplette Remission oder
DCM

Teilweise Auflosung der akti-
ven Myokarditis

Manchmal erfolgreich [22]

funktion

Aktive oder BL. Myokarditis

Nichtkardiale Symptome,
normale LV Funktion

weiterfithrende oder  sich
auflosende Myokarditis,

Fibrose und Riesenzellen

Erfolgreich [23)

normale LV Funktion

Aktive oder BL Myokarditis

weiterfithrende oder  sich
auflésende Myokarditis

Erfolgreich [23]

sunyorury T
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1.2 Coxsackieviren

Coxsackieviren gehoren zur Gattung der Enteroviren und zur Familie der Picornaviren. Thre
Geschichte reicht zuriick auf die schwere Erkrankung zweier Jungen mit Poliomyelitis, die in
den 40er Jahren in der Kleinstadt Coxsackie bei New York lebten. Die Viren konnten mit
den sich gerade etablierenden Methoden zum ersten Mal im Stuhl dieser Jungen nachge-
wiesen werden [24]. Die erste Sequenzierung des Genoms von Coxsackieviren gelang Tizuka
und Kollegen 1987 [25]. Demnach handelt es sich, wie bei anderen Enteroviren auch, um
ein unbehiilltes einzelstrangiges positivgerichtetes RNA (ss(+)RNA)-Virus, mit dem viralen
Protein (VPg-Protein) am 5-Ende und einem Poly-A-Schwanz am 3’-Ende [25]. Umgeben
ist das Virus von einem ikosaederformigen Capsid, welches spezifische Bindungsstellen fiir
zellulére Rezeptoren trégt [26]. Die Aufnahme in den Kardiomyozyten schlieBlich wird iiber
den spezifischen Cosxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR) vermittelt, der gemeinsam
mit dem Korezeptor Deflecting Decay Accelerating Factor (DAF) einen Komplex eingeht,
welcher von der Zelle internalisiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von
CAR, eine Infektion mit CVB3 nicht statt finden kann [27]. Ihrer Pathogenitit nach lassen
sich die Coxsackieviren in die Stdimme A und B sowie diverse Serotypen unterteilen. Die
Coxsackie-A-Viren gliedern sich in 24 Serotypen und rufen im Allgemeinen mildere Sympto-
me hervor. Eine Infektion mit Coxsackieviren der Gruppe B hat durchaus schwerere Erkran-
kungen zur Folge [28] und ist im Fall von CVB3 als Ausloser einer Myokarditis-Epidemie
unter Neugeborenen in Siidafrika beschrieben und im Fall von CVB2 fiir den Ausbruch von
Meningitiden verantwortlich [29, 30]. Die Gruppe umfasst insgesamt sechs Serotypen, wovon
die Typen CVB1, CVB3 und CVB5 direkt kardiovirulent sind [31].

1.3 Immunologie der viralen Myokarditis im Tiermodell

MafBgebliche Erkenntnisse im Bereich der Myokarditisforschung wurden durch tierexperimen-
telle Arbeiten erlangt. Dies liegt nicht zuletzt daran, dass die Diagnosestellung aufgrund der
Heterogenitéit der Symptome héufig spat oder gar nicht erfolgt. Das am weitesten verbreitete
Modell zur Erforschung der Pathogenese der viralen Myokarditis ist das klassische Coxsackie-
virus B3 (CVB3)-Modell [12]. Eine Immunreaktion ist ein komplex organisierter Vorgang, der
unter Anderem dazu dient, Schédlinge, die den mechanischen Schutz der Haut iiberwunden
haben, zu bekimpfen. Neben diesem, fiir das menschliche Uberleben wichtigen Ziel, kann
es durch diverse fehlgeleitete Prozesse in der Mustererkennung oder der Zellaktivierung, zu
Immunprozessen ohne ein schidigendes Agens, den Autoimmunkrankheiten, kommen. Fiir
die Entstehung der Myokarditis bzw. dessen Persitieren und die Entwicklung einer DCM sind
Autoimmunprozesse mehrfach diskutiert worden [32, 33, 34, 35]. Im Verlauf einer myokardia-
len Infektion durch ein schadigendes Agens, kommt es durch Zelluntergang zur Freisetzung
von Autoantigenen, wie dem kardialen Myosin, welche vom Immunsystem erkannt und im

Rahmen der Autoimmunphase bekdmpft werden [36, 37]. Hier zeigt sich, dass es im Rah-
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men der Elimination einer Entziindung neben der Befreiung von dem schédlichen Agens
auch zu relevanten Gewebeschiaden kommt, die im Verlauf selbst Krankheitswert entwickeln
konnen. Ein zentrales Element im feinregulierten Zusammenspiel diverser Zellpopulationen
ist der Ubergang von angeborener unspezifischer Abwehr, hin zu einer erworbenen erreger-
spezifischen Immunreaktion [38]. Die einzelnen Schritte dieses Vorgangs sollen hier in ihren
Grundziigen dargestellt werden. Der immunologische Prozess der experimentell-induzierten

Myokarditis wird allgemein in drei Phasen eingeteilt [39]:

1. Akute Phase (0.-3. Tag p.i.)
2. Subakute Phase (4.-14. Tag p.i.)

3. Chronische Phase (ab 14. Tag p.i.)

1.3.1 Akute Phase

Die akute Phase der viralen Myokarditis zeichnet sich, nach Eintritt des Erregers, durch eine
fulminante Virdmie aus, in Folge dessen es zum Untergang von Kardiomyozyten ohne ein-
hergehendes Immunzellinfiltrat kommt [40, 41]. Ab dem dritten Tag p.i. steigt die Aktivitét
von natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen im Myokard [42]. Gesteigerte
mRNA-Spiegel proinflammatorischer Zytokine (IL-1f3, IL-2, TNF-o, IFN-yund IL-6) konn-
ten nachgewiesen werden [43, 44]. Zwar sind diese in Zusammenhang mit kompromittierter
linksventrikuldrer Pumpfunktion beschrieben [15], es ist jedoch nicht davon auszugehen, dass
ein Gewebeschaden in dieser frithen Phase durch immunologische Prozesse entsteht. Vielmehr
ist der vorherrschende Schiadigungsmechanismus direkt durch das Virus und seinen Repli-
kationszyklus bedingt [45, 46, 42]. Als ein pathogener Faktor in diesem Zusammenhang ist
die enterovirale Protease 2A beschrieben, die das Membranprotein Dystrophin spaltet und
somit die Zellarchitektur der Kardiomyozyten substantiell beeintréchtigt. Dies wird neben
einem Akutschaden auch fiir die Entwicklung einer DCM in der chronischen Phase diskutiert
[47]. In Henrietta Lacks (HeLa)-Zellen konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass sich der
gesamte Metabolismus einer mit CVB3 infizierten Zelle in Richtung Apoptose verschiebt
[48]. Auch fiir die Infektion von Kardiomyozyten mit CVB3 konnten apoptosetypische Ex-
pressionsmuster nachgewiesen werden [49]. Diese Daten stiitzen die Annahme, dass sich die
Schédigung des Myokards in der Frithphase der Infektion hauptséchlich durch die Interaktion

von Virus und Wirtszelle erklaren lasst.

1.3.2 Subakute Phase

Wihrend der subakuten Phase findet der Ubergang von beginnender zellulirer Abwehr des
angeborenen Immunsystems zu einer zielgerichteten Reaktion gegen das Virus statt. Als
Antwort auf die gesteigerte Expression diverser Zytokine durch kardiale Zellen formiert sich
ein erstes zelluldres Infiltrat, welches aus NK-Zellen, CD4*-T-Helferzellen (Ty) und CD8%-
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zytotoxischen T-Zellen (T¢) besteht [39]. Zu Beginn finden sich mafigeblich NK-Zellen, wel-
che die virale Replikation in der frithen Phase in Schach halten. Das Verhéaltnis verschiebt
sich in Folge jedoch vor allem in Richtung der CD8"-Zellen, die sich spezifisch gegen die

infizierten Zellen richten kénnen [39].

Monozyten/Makrophagen Die Monozyten und Makrophagen gelten als erste Linie der
menschlichen Abwehr und gehéren dem Mononukledren Phagozyten Systems (MPS) an.
Das MPS fasst Zellen zusammen, welche aufgrund ihrer Morphologie, Funktion, Herkunft
und Kinetik eine Einheit bilden [50]. Vorldufer-Zellen werden im Knochenmark gebildet und
differenzieren hier zu Promonozyten aus. Werden sie ins Blut abgegeben, zirkulieren sie hier
als Monozyten. Im Gewebe differenzieren sie unter Einfluss von Zytokinen zu Makrophagen,
welche als Hauptaufgabe die Phagozytose von Fremdstrukturen (beispielsweise bakterieller
oder viraler Antigene) haben. Sie nehmen aber auch destruierte Korperzellen auf, welche
im Lauf des Zellzyklus in Apoptose gegangen sind, oder durch inflammatorische Prozesse
zerstort wurden [51]. Alles was sie phagozytieren, prasentieren sie iiber Haupthistokompa-
tibilitdtskomplex (MHC)-Klasse-II auf ihrer Zelloberfliche und stellen so den vorhandenen
Antigenpool fiir Zellen des adaptiven Immunsystems zur Verfiigung (Antigenprésentation).
Wenn Makrophagen durch potentiell gefihrliche Antigene, den s.g. Pathogenassoziierten mo-
lekularen Pattern (PAMPs) iiber Toll-like Rezeptoren (TLR) aktiviert werden, steigern sie
die Anzahl der MHC-Klasse-II Molekiile auf ihrer Zelloberfliche, um so die Interaktion mit
den Zellen des adaptiven Immunsystems zu steigern. Weiterhin induzieren sie durch Freiset-
zung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine die verstiarkte Rekrutierung weiterer
Immunzellen und begiinstigen das Migrieren dieser in das betroffene Gewebe durch Hochre-
gulation von Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen [52].

Fiir die Entstehung inflammatorischer Erkrankungen des Herzens bilden die Monozyten
und Makrophagen eine wichtige Schnittstelle [53, 54]. Sowohl ihre Rolle als Verbindungs-
stelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort, als ihr {iberméfliges Einwandern
ins Myokard im Rahmen autoimmunologischer Prozesse wird hier als urséchlich diskutiert
[54]. Dariiberhinaus werden Monozyten als diagnostischer Marker fir die Aktivitidt des Im-
munsystems im Rahmen diverser kardiovaskuldrer Erkrankungen eingesetzt [55]. Fiir die
Myokarditis werden sie als mégliches Ziel fiir immunmodulatorische Therapiekonzepte be-

reits intensiv diskutiert [54].

NK-Zellen Bei den NK-Zellen handelt es sich ebenfalls um Zellen des angeborenen Im-
munsystems, welche durch IL-2 aktiviert werden und die Fahigkeit haben, dhnlich wie
CD8*-Zellen, viral infizierte Zellen durch Freisetzung zytotoxischer Effektormolekiile in Apop-
tose zu iiberfithren [56]. Sie miissen hierzu jedoch nicht aktiviert werden, sondern, werden
von gesunden Zellen durch die Présentation regelrechter MHC-1 Molekiile, von der Zyto-
lyse abgehalten werden. Allgemein kann die Wichtigkeit einer NK-Zell-Antwort bei viralen
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Infektionen durch valide Daten gestiitzt werden [57]. Fiir die Myokarditis hatte eine beein-
trachtigte NK-Zell-Antwort in der Maus ein Persistieren der Infektion mit deutlich erhéhten
Virustitern zur Folge [58]. Die Effekte von Zytokinen sind jedoch nicht nur auf eine Zellpopu-
laritédt beschrankt. Ein Botenstoff, kann durchaus mehrere Zelltypen aktiveren bzw. hemmen
oder andere Zytokine in ihrer Aktivitit beeinflussen. Durch IL-2 werden somit weitere NK-
dghnliche Lymphozyten angelockt, die das zytolytische Protein Perforin freisetzen und somit

einen erheblichen Schaden am Myokard verursachen [59, 39].

Zytokine Ein wichtiger Bestandteil fiir die Interaktion der verschiedenen Zelltypen zur
Bekampfung viraler Infektionen sind die Zytokine. Eine zentrale Unterscheidung fiir die Ein-
ordnung der Zytokine in der Pathophysiologie der Myokarditis brachte die Untersuchung
von Seko und Kollegen, die zwei zentrale Zytokin-Cluster ausmachen konnten [60]. In der
Frithphase der Infektion werden Zytokine mafigeblich von Kardiomyozyten, kardialen Fibro-
blasten und Endothelzellen als Reaktion auf die Infektion mit dem Virus produziert. Hierzu
gehoren IL-1a, IL-5, IL-6 und IL-7. Die zweite Gruppe wird ab dem 5. Tag p.i. von den
migrierenden Zellen, mafigeblich NK-Zellen und T-Zellen, produziert. Diese Gruppe besteht
aus IL-2, IL-10, TNF-B, IFN-y und IL-4 [60]. Verschiedene Zytokine sind fiir die Auspragung
einer Myokarditis und deren Verlauf diskutiert worden [61]. Ein zentrales Element in der
frithen antiviralen Reaktion sind die Interferone. Diese gliedern sich im menschlichen Orga-
nismus in drei Klassen, welche mit den Buchstaben o, $ und y bezeichnet werden. Bei den
Interferonen der a-Familie handelt es sich um mehrere eng miteinander verwandte Proteine,
wohingegen das IFN-f auf ein einziges Gen zuriickzufiihren ist. Sowohl IFN-a als auch IFN-3
werden von viral infizierten Zellen als Reaktion auf das Vorkommen doppelstréangiger RNA
produziert, welche vom intrazellularen TLR3 als PAMP erkannt wird. Beide IFNe wirken auf
unterschiedliche Arten auf die sie umgebenden Zellen [62]. Allgemein schiitzen Interferone
nichtinfizierte Zellen gegen die Replikation von Viren indem sie die Translation insgesamt
einddmmen und Gene aktivieren, die zum Abbau von mRNA fiihren. Sie steigern die Ex-
pression von MHC-Klasse-I Molekiilen und damit die Présentation von Antigenen. Gesunde
Zellen werden hierdurch vor NK-Zellen geschiitzt, infizierte Zellen konnen durch CD8%-Zellen
erkannt und eleminiert werden [63]. IFN-o. und IFN-$ binden an den gleichen Rezeptor und
haben dhnliche Wirkungen im Rahmen der viralen Abwehr. IFN-y unterscheidet sich hin-
gegen deutlich von den zuvor genannten und wird vornehmlich von Ty und CD8%-Zellen
exprimiert. Es ist Teil der adaptiven Immunreaktion und spielt eine wichtige Rolle bei der
induzierten Reaktion auf intrazelluldre Pathogene [65]. Die protektive Wirkung von Interfe-
ronen, insbesondere IFN-B ist fiir virale Myokarditiden in vivo belegt [66, 67]. Auch Versuche
in Zellkultur konnten zeigen, dass die Zugabe von Interferon zu einer signifikanten Redukti-
on viraler Replikation bei CVB3-Infektion fiihrt [66]. Jiingere Daten aus klinischen Studien

zeigen die therapeutische Anwendung beim Menschen [68, 23]. IFN-y wird vor allem ein
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Riickgang der unspezifischen Immunitét

Hemmt proinflammatorische Zytokinexpression

Unterdriickt CXCL1 und CXCL8 Sekretion

Fordert CXCL5 und CXCL6 Sekretion

Induziert IL-1 und TNFa Antagonisten Initiierung der spezifischen Immunitét

Infiltrierende Neutrophile

Monozyten Beeinflusst den Krankheitsriickgang
schneiden IL-6R aus Zellmembran
T-Zellen Beeinflusst T-Zell Polarisierung
Forderung der Neutrophilen Apoptose B-Zellen

Schitzt T-Zellen vor Apoptose

Leukozyten

Bestimmt die Antwort regulatorischer T-Zellen

=/_/ Neutrophile
' Zeit

1 Verstarkt Chemokin-induzierte Migration

Beeinflusst CD62L-vermittelte T-Zell Anheftung

Definiert Muster der Monozytendifferenzierung
Vermittelt Reifung und Aktivitat dendritischer Zellen

Beeinflusst T-Zell Chemokinrezeptor Expression

Abbildung 1 — Einfluss von IL-6 auf die angeborene und erworbene Immunitat IL-6 be-
stimmt den Ubergang von angeborener zu erworbener Immunitit durch Einfluss, den es auf beide
Arme der Entziindungsreaktion ausiibt. Sowohl der Riickgang der neutrophilen Population, als
auch die Rekrutierung der mononukledren Zellen, werden durch IL-6 gesteuert. In Anlehnung an
[64]

protektiver Effekt in Hinblick auf die Entwicklung einer chronischen Viruspersistenz zuge-
schrieben [69].

Fir IL-18 und TNF-o konnte gezeigt werden, dass sie ebenfalls in der Frithphase der
Infektion ausgeschiittet werden und ihre Expressionsraten mit dem myokardialen Schaden
korrelieren [70, 71]. Ein Experiment, welches die Blockade der entsprechenden Zytokine un-
tersuchte, bestitigte dieses Ergebnis [72]. TNF-a hat jedoch im Verlauf der Erkrankung
eine Schliisselposition zur Regulierung der MHC-II-Molekiile auf antigenprésentierenden Zel-
len (APC), welche fiir die spétere Phase der Immunreaktion essentiell ist [70, 71]. Die Rolle
von IL-6 bei der viralen Myokarditis zeigt kein einheitliches Bild. IL-6 wirkt auf die verschie-
denen Phasen der inflammatorischen Reaktion in verschiedenen Ausprdgungen. So konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression in der frithen inflammatorischen Phase einen pro-
tektiven Effekt auf das Outcome von Méausen mit Encelphalomyokarditis-Virus induzierter
Myokarditis hat. Sie zeigten sowohl eine verbesserte unspezifische Abwehr, als auch ein ver-
besserte Viruselimination. Eine Uberexpression von IL-6 fiihrte jedoch zu verstérkter myo-
kardialer Lasion im Langzeitverlauf durch Beeintrachtigung des gesamten Zytokinnetzwerks
und einer vermehrten Viruspersistenz [73]. Fiir die Einddmmung der Immunreaktion nach
erfolgter Bekdmpfung der Infektion wird von den Ty2-Zellen IL-10 exprimiert, welches die
Tyl-vermittelte Imunreaktion hemmt und das Uberleben und die Antikérperproduktion der
B-Zellen fordert.
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IFNy N Antigenprasentation
und zellulare Abwehr
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Abbildung 2 — Differenzierung der Ty-Zell-Population Durch Stimulation iiber CD28 in
Kombination mit dem induzierbaren T-Zell Co-Stimulator (ICOS) wird die naive T-Zelle akti-
viert und differenziert unter Einfluss der jeweiligen Zytokine in eine der drei angegebenen Ty-
Zellpopulationen aus. Abbildung aus [74]

T-Zell vermittelte Reaktion T-Lymphozyten oder Thymozyten sind als Teil des adap-
tiven Immunsystems fiir die Steuerung und zielgerichtete Bekdmpfung des viralen Infekts
verantwortlich. Die wichtigsten Vertreter dieser Zellpopulation sind die CD4"-T-Helferzellen
(Tw), CD8"-zytotoxische T-Zellen (CD8%-Zellen), regulatorische T-Zellen (Tgrgg) und die
T-Gedéchtniszellen (Tyy). Die Ty-Population kann sowohl aus CD4* als auch CD8% Zellen
entstehen. CD8%-Zellen differenzieren nach Aktivierung alle zu zytotoxischen Effektorzellen,
die nach Erkennen pathogener Antigene, welche iiber MHC-Klasse-I von infizierten Zellen
prisentiert werden, solche abtéten. Die CD41 Ty wiederum gliedern sich in diverse Unterpo-
pulationen, welche unter Anderem bei der Initiierung der humoralen Immunitét eine wichtige
Rolle spielen. Sogenannte Ty0-Zellen oder auch naive Ty-Zellen finden sich im Blut und im
Lymphsystem des Organismus. Werden sie nun von einer APC iiber MHC-Klasse-II stimu-
liert, differenzieren sie entweder in Richtung der Tyl-, Ty2-, Tyl7 oder Trgg-Linie aus
[75]. IL-6 fungiert hierbei als ein wichtiger Co-Stimulator zur Proliferation der T-Zellen [76].
Naive Ty haben ein bestimmtes Zytokinprofil, welches sie im naiven Zustand in modera-
ten Leveln sekretieren. Im differenzierten Zustand exprimieren sie dann ein spezifischeres
Profil mit signifikant hoheren Expressionsraten (Abbildung 2) [74]. In welche Richtung sich
die aktivierte Ty-Zelle entwickelt wird von diversen Faktoren zu Beginn der Immunantwort
bestimmt. Wesentlichen Einfluss hierauf hat das initial exprimierte Zytokinprofil, welches
auf die Zelle einwirkt [77]. So fordert I1-6 synergistisch mit Transorming Growth Factor
B (TGF-B) die Ausreifung aktivierter Ty0-Zellen in Richtung der Ty17-Zelllinie in starkem
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MafBe [78, 79]. Dartiber hinaus ist IL-6 wichtig fiir die Ausbildung einer antigenspezifischer
Ty17-Zellen [80].

Die einzelnen Zelllinien der Ty-Population sind fiir die Pathogenese der Immunreaktion
im Rahmen der viralen Myokarditis von immenser Bedeutung. So konnte gezeigt werden,
dass T-Zell-defiziente Mause die Myokarditis nicht vollstindig ausprigen [14, 81, 82, 83].
Fiir die Tyl vermittelte Immunreaktion konnte im Modell der viralen Myokarditis bereits
gezeigt werden, dass sie durch Reduktion der Virusreplikation [84] und relativer Eindammung
der Ty2 Antwort sowohl die Viruslast initial senkt, als auch préventiv in Hinblick auf die
Entwicklung einer DCM wirkt [12]. Fiir die T2 vermittelte Immunreaktion ist belegt, dass
sie zwar die Inflammation im Rahmen einer akuten Myokarditis senken kann [85, 86], in
diesem Zuge aber die Entwicklung einer DCM durch Stimulation des kardialen Remodelings
begiinstigt [87, 88] . Die Tyl7-Antwort wird, gemeinsam mit erhohten IL-17-Spiegeln, mit
einer haufigeren Entstehung einer DCM durch gesteigertes Remodeling, sowohl im reinen
CVB3-Modell als auch im Rahmen der Experimentelle Autoimmunmyokarditis (EAM), in
Verbindung gebracht [89, 90].

B-Zell vermittelte Reaktion B-Zellen tragen ihren Namen aufgrund ihres Bildungsortes,
dem Knochenmark (englisch bone marrow), und stellen gemeinsam mit den T-Zellen den
zelluldren Teil der adaptiven Immunitét dar. Sie sind in der Lage nach Aktivierung spezifi-
sche Antikorper gegen pathogene Strukturen zu bilden. Die Aktivierung der B-Zellen erfolgt
in den meisten Féllen durch Ty-Zellen. Die B-Zelle, welche mit einem Pathogen in Kontakt
gekommen ist und dieses iiber den B-Zell-Rezeptor aufgenommen hat, zerlegt es im Zellin-
neren und présentiert es iiber MHC-Klasse-II den T-Zellen. Diese konnen dann mit dem
T-Zell Rezeptor (TCR) hieran binden und die B-Zelle nun befihigen, sich klonal zu ver-
mehren und zielgerichtete Antikorper gegen dieses Antigen zu bilden [56]. Die vollstindige
Elimination des Virus im Krankheitsverlauf der viralen Myokarditis geschieht durch neu-
tralisierende Antikorper, die von B-Zellen gegen das Virus gebildet werden [91]. Die Titer
von Virus und neutralisierenden Antikorpern bewegen sich entgegengesetzt. Ab Tag 4 p.i.
konnte ein Anstieg der Antikérper beobachtet werden, der zwischen Tag 8 und Tag 10 sein
Maximum erreicht. Das Virus ist bei unbeeintréachtigter Immunreaktion nach 10 Tage nicht

mehr nachweisbar [91].

1.3.3 Chronische Phase

Fiir die chronische Phase der Myokarditis ist ein konkretes Zeitfenster nicht anzugeben.
Es ist davon auszugehen, dass bei regelrechter Immunantwort das Virus im Myokard in-
nerhalb von 14 Tagen eleminiert ist [91]. Nichtsdestotrotz ist eine Komplikation nach akut
verlaufener viraler Myokarditis die Entwicklung einer DCM, die nicht selten zu fulminanter
Herzinsuffizienz und, im schlimmsten Fall, zur Transplantation fithrt. Wie beim Menschen,

so ist eine DCM auch in der Maus induzierbar. Viele Faktoren sind fiir den Ubergang von
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akuter Infektion zu chronischer Inflammation diskutiert worden. Als die zwei wichtigsten
Mechanismen gelten eine Persistenz viraler RNA im Myokard [92] sowie die Entwicklung
einer autoimmunologischen Komponente [70] nach erfolgreicher Viruselimination [34]. Gera-
de der Erkennung und Bekdmpfung viraler Infektionen durch das angeborene Immunsystem
kommt fiir die Entwicklung von Autoimmunprozessen eine Schliisselrolle zu [93]. Doch virale
Prozesse allein sind nicht zwangsldufig mit dem Ubergang in eine chronische Myokarditis
verkniipft. Die Bedeutung der T-Zellen, wie sie weiter oben schon erwahnt wurde, scheint
in diesem Zusammenhang ebenfalls von grofiler Bedeutung zu sein, was Woodruff und Woo-
druff schon sehr frith zeigen konnten [14]. Die Aktivitdat der Zytokine ist fiir das Entstehen
von Autoimmunitét ebenfalls relevant [94]. B10.A (H-2a) Mause entwickeln nach CVB3 in-
duzierter Myokarditis unter Normalbedingungen keine chronisch autoimmunologische Form.
Nach Immunmodulation mit IL-1 und TNF-o war dies jedoch induzierbar [71]. Doch auch
IL-6 scheint gerade bei diesem Schritt zur chronischen Myokarditis eine wichtige Positi-
on einzunehmen. So konnte gezeigt werden, dass eine IL-6-Defizienz im murinen Versuch
die Entwicklung einer Autoimmunmyokarditis verhindert, begleitet von einer gestorten Re-
gulation des Complementsystems [95]. In diesem Zusammenhang belegten Yamashita und
Kollegen die Bedeutung von IL-6 im Rahmen der Ty17-Zell Differenzierung im Modell der
EAM und ordneten diesem Prozess eine Schliisselrolle fiir die Initiation der EAM zu [96].

1.4 Myokardiales Remodeling

Neben den viral bedingten Schiden und inflammatorischen Prozessen, die das Myokard nach-
haltig schiadigen konnen, ist in den letzten 15 Jahren immer mehr Arbeit in die Erforschung
extrazelluldrer Matrixbestandteile investiert worden. Gemeinsam mit der Synchronitéit myo-
kardialer Kontraktion ist die extrazellulare Matrix (ECM) fiir die Erregungsausbreitung und
Riickbildung essentiell [97]. Neben immunologischen Prozessen kardialer Zellen riickt die
Regulation der Matrix immer mehr in den Fokus der Forschung [98]. Kommt es im Zuge
einer chronischen Myokarditis zu autoimmunologischen Prozessen im Myokard, werden auch
Reparaturvorgénge im Interstitium dauerhaft aktiviert. Die Folge konnen iiberschieflende

Fibrose und fortschreitende Dilatation des linken Ventrikels sein [99).

Extrazellulare Matrix Die Architektur der kardialen Matrix ist ein feinreguliertes System
von Aufbau und Abbau verschiedenster Strukturmolekiile wie Glykoproteinen, Proteoglyka-
nen, Glucosaminoglykanen und verschiedenen Kollagenen [100]. Das im Herzen maBgeblich
vorkommende Kollagen ist vom Typ I oder Typ III. Zwar finden sich in geringen Mengen
auch Kollagen IV und V, jedoch nicht in bedeutenden Mengen [101]. Die Kollagene wer-
den von kardialen Fibroblasten produziert und bestehen aus drei a-Polypeptidketten, die in
linksgéngigen Kollagenhelices vorliegen. Das Kollagen I ist im wesentlichen strukturgebend,
wohingegen das Kollagen III die Elastizitdt des Myokards bestimmt [101]. Die Anteile der
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Kollagene zueinander ist fiir die Form und Funktion des Herzens entscheidend, sie &ndert
sich im Verlauf des Alterns und ist hierbei im wesentlichen fiir die natiirlichen Funktionsein-
bufien bestimmend [102, 103]. Im Krakheitsverlauf einer DCM konnte gezeigt werden, dass
sich ebenfalls das Verhéltnis des kardialen Kollagens hin zu Kollagen I verschiebt, was mit

einer Versteifung des Ventrikelmyokards einhergeht [104].

Funktion der Matrixmetalloproteinasen (MMP) Wesentlich verantwortlich fiir die Steue-
rung der kardialen Reparaturvorgéinge sind die Matrix Metalloprotease (MMP). Diese Grup-
pe von Endoproteinasen teilt die Eigenschaft, die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen
zu katalysieren. Die Peptidasedoméne, bindet fast bei allen MMPs an das Metallion Zink,
was ihnen den Namen verlieh [99]. Sie werden aufgrund ihrer Substratspezifitét bzw., wie
im Fall der vierten Gruppe, aufgrund der Lokalisation, in vier Gruppen unterteilt, was in
Tabelle 3 dargestellt ist.

Tabelle 3 — Unterteilung der Matrixmetalloproteinasen Die MMPs werden aufgrund ihrer
Substratspezifitdt bzw. Lokalisation in vier Gruppen unterteilt. Nach [99]

Gruppe Bezeichnung MMPs (Name)

1 Kollagenasen MMP-1 (interstitielle Kollagenase)
MMP-8 (neutrophile Kollagenase)
MMP-13 (Kollagenase-3)

2 Gelatinasen MMP-2 (Gelatinase-A, 72 kDa)
MMP-9 (Gelatinase-B, 92 kDa)

3 Stromelysine MMP-3 (Stromelysin 1)
MMP-10 (Stromelysin 2)
MMP-11 (Stromelysin 3)

4 Membranassoziierte MMPs MMP-14 (MT1-MMP)
MMP-15 (MT2-MMP)
MMP-16 (MT3-MMP)
MMP-17 (MT4-MMP)

Die Einteilung der MMPs nach den Substraten kann jedoch keineswegs als absolut an-
gesehen werden. So ist bekannt, dass die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 ebenfalls in der
Lage sind, Kollagene zu spalten [105, 106] und ihnen in der Entwicklung kardiovaskuldrer
Erkrankungen eine wichtige Rolle zukommt [107]. Sowohl im Rahmen des Postinfarktge-
schehens [108, 109] als auch bei der Entwicklung einer hypertrophen Kardiomyopathie durch
chronische Volumenbelastung [110] ist der Einfluss der Gelatinasen belegt. Aber auch fur
die virale Myokarditis sind aus unserer Arbeitsgruppe bereits Daten zur Bedeutung der
MMP-2 vorgelegt worden [111, 112]. Die Aktivitat der MMPs ist durch ein exakt regu-
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liertes Zusammenspiel aus Aktivierung und Hemmung so genannter Gewebsinhibitoren der
MMPs (TIMPs) reguliert. Die Steuerung der Expression von MMPs wird mafigeblich durch
die Aktivitit von Zytokinen gesteuert. IL-6 hat laut jiingerer Daten einen wichtigen Einfluss
auf die Freisetzung von MMP-9 [113].

1.5 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6, ein Zytokin aus der Familie der vier-helikalen Zytokine [114], spielt eine zentrale Rolle
im Ablauf der inflammatorischen Reaktion des Korpers auf bakterielle oder virale Struk-
turen. Dariiber hinaus wird seine Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung, eventuell sogar die
Entstehung, entziindlicher Erkrankungen diskutiert [115, 116, 117]. IL-6 ist als pro- und
antiinflammatorischer Botenstoff beschrieben [118]. Es 16st die Akut-Phase-Reaktion in der
Leber aus und stimuliert Lymphozyten zu Wachstum und Differenzierung [119]. Prinzipiell
kann I1-6 an jeder Zelle seine Wirkung entfalten. Aufgrund seiner bedeutenden Funktion
wihrend der Entziindungsreaktion (Abbildung 1) wird IL-6 als verlésslicher Marker fiir die
Aktivierung des Immunsystems bei schweren Krankheitsverlaufen diagnostisch verwendet
[120, 121].

1.5.1 Die Entdeckungsgeschichte von IL-6

Die Entdeckung von IL-6 wird heute Tadamitsu Kishimoto zugeschrieben, einem japanischen
Forscher, der iiber 35 Jahre zu dem Molekiil gearbeitet hat. Wahrend der 1970er und 1980er
Jahre wurde intensiv an Zell-Zell-Interaktionen geforscht und die Bedeutung von Zytokinen
fiir immunologische Prozesse wurde immer klarer. In der Gruppe von Kishimoto wurde IL-6
zunéchst als B-Zell stimulierender Faktor 2 (BSF-2) benannt [122], da es von T-Helferzellen
ausgeschiittet wird und essentiell fiir die Induktion von Proliferation und Differenzierung der
B-Zellen ist. Ausgehend von der Entdeckung, dass fiir die Entwicklung von naiven B-Zellen
hin zu antikorperproduzierenden Zellen nicht zwangslaufig T-Zellen benétigt werden, son-
dern dies durch einen von T-Zellen produzierten Stoff zu initiieren ist [123], wurden diverse
dieser Faktoren benannt. So wurde das Molekiil, welches heute unter dem Namen IL-4 be-
kannt ist, aufgrund seiner zentralen Funktion fiir die Aktivierung ruhender B-Zellen, als

B-Zell stimulierender Faktor 1 (BSF-1) benannt [124, 125]. Fiir Wachstum bereits aktivier-
ter B-Zellen wurde der B-Zell Wachstumsfaktor 2 (BCGF-2) benannt, ein Stoff, der heute
als IL-5 bekannt ist [126]. Fiir die finale Differenzierung der aktivierten B-Zellen zu an-
tikorperproduzierenden Zellen schliefflich, ist I1-6 oder BSF-2 erforderlich [127]. Zeitgleich
wurde in vitro festgestellt, dass ein Molekiil eine antivirale Aktivitéit aufwies, welche durch
ein Anti-Interferon neutralisiert werden konnte, daher erhielt es den Namen Interferon (IFN)-
B2 [128]. Weitere Experimente zeigten jedoch, dass dieser als IFN-B2 benannte Stoff keine
antivirale Aktivitéat besitzt [129] und die Klonierung brachte schliefllich den Beweis, dass es

sich bei dem untersuchten Molekiil einmal mehr um das schon in mehreren Zusammenhéngen
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gefundene Zytokin IL-6 handelt [130]. Noch spéter wurde durch die Sequenzierung bekannt,
dass auch ein weiterer Stoff, ndmlich der Hepatozyten-stimulierende Faktor, molekular mit
dem Stoff IL-6 iibereinstimmt [131, 132]. Auch fir die Entwicklung myeloischer Zellen hat
IL-6 eine aktivierende Wirkung. So stellte sich nach Klonierung auch heraus, dass es sich bei
dem Makrophagen und Granulozyten Induktor Typ 2 (MGI-2) ebenfalls um das beschriebe-
ne Zytokin handelt [133]. Unter diesem Gesichtspunkt verwundert es nicht, dass der selbe
Stoff auch bei malignen Erkrankungen dieser Zellen, wie dem multiplen Myelom oder dem
Plasmozytom, eine wesentliche Rolle fiir das Wachstum einnimmt. Daher wurde der Stoff

zusétzlich auch als Plasmozytom- bzw. Myelom-Wachstumsfaktor benannt [134, 135].

1.5.2 Das IL-6 Rezeptorsystem

IL-6 kann auf zweierlei Weise als Ligand an
seinen Rezeptor binden (Abbildung 3). Der
klassische Weg setzt den membransténdiger
I1-6 Rezeptor (IL6-R) voraus, der aus
zwei Polypeptidketten besteht und maf3-

IL-6 siL-6R

<+

geblich auf Hepatozyten und verschiedenen

Lymphozyten expremiert wird. Die erste

ek o Doméne bildet mit einer atomaren Masse

von 80 kDa die IL-6 spezifische Einheit und

stellt das Element dar, welches den Rezep-

Klassisches Signaling Transsignaling tor als IL6-R definiert [137]. Die zweite Ein-

heit ist das ubiquitar expremierte Glykopro-

Abbildung 3 — IL-6 Rezeptorsysteme Dargestellt tein 130 (gp130), welches aufgrund des ato-

ist der Weg des klassischen Signalings unter Be- maren Gewichts von 130 kDa seinen Namen
teiligung des membranstandigen |L-6-Rezeptors erhielt. Insgesamt finden sich zwischen IL-6
(IL6-R) und der Weg des Transsignalings mittels e . .
des geldsten Rezeptors (sIL6-R). In Anlehnung an und IL6-R drei Bindungsstellen, die den drei
[136] Seiten des IL-6 Molekiils entsprechen (siehe

Abbildung 3). Die erste Seite ist die direkte
Bindungsstelle zum IL-6 spezifischen Element des Rezeptors. Die zweite Seite ist geteilt in
D2 und D3 und stellt die Verbindung zwischen IL-6 und dem ersten gpl30-Molekiil dar,
welche auch als zytokinbindende Doméne bezeichnet wird. Die dritte Seite schlieflich ist die
IgG-dhnliche Doméne, welche als D1 bezeichnet wird und die Bindung zum zweiten gp130-
Molekiil darstellt [138, 139]. Als ein Rezeptorkomplex werden zwei IL-6 Molekiile bezeichnet,
die an zwei IL6-R und zwei gp130-Molekiile binden [140]. Durch diese Bindung zu einem He-
xamer, werden die gpl130-Molekiile, die die transmembranose Doméne darstellen, dimerisiert
und l6sen eine spezifische Signalkaskade im Zellinneren aus, welche die Transkription ver-
schiedener Zielgene im Zellkern reguliert [118]. Dabei binden die zwei gp130-Einheiten mit

einer IL6-R-Einheit und fithren zu einer Phosphorylierung von monomeren STAT-Faktoren,
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die darauthin Homo- und Heterodimere bilden. Sie wandern in den Zellkern und regulieren
dort die Transkription der ensprechenden Gene. Dieser Weg wird als klassischer Signalweg
oder IL6-Signaling bezeichnet [141]. Abgesehen vom IL6-Signaling ist der alternative Weg,
das IL6-Trans-Signaling, iiber einen loslichen I1-6 Rezeptor (sIL6-R) méglich. Uber den al-
ternativen Weg kann I1-6 auch an Zellen ohne membransténdigen Rezeptor wirksam werden
[136], die sonst fiir das Zytokin nicht empfanglich wéren. Hierzu wird der membransténdige
Rezeptor durch Proteolyse mittels der A Disintegrin And Metalloproteinase (ADAM) von der
Zelle abgespalten (Shedding) und liegt dann in geloster Form vor. Eine zweite Moglichkeit be-
steht durch alternatives Splicing. IL6 kann nun an sIL6-R binden und als IL6 /sIL6R-Einheit
mit gpl30 auf Zellen ohne membransténdigen IL6R eine Signalkaskade auslosen [136]. Das
Molekiil gp130 ist neben seiner Funktion im IL6-R und dem Transsignaling fiir IL-6 noch
Bestandteil von Rezeptoreinheiten fiir diverse weitere Zytokine. So dient es beispielsweise
als Subeinheit der Rezeptoren fiir IL-11, Leukdmie hemmender Faktor (LIF), Zilidrer neuro-
troper Faktor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1), Oncostatin M (OSM), Cardiotrophin-like
Cytokine Factor 1 (CLCF1), Neuropoetin (NP) und IL-27.

1.5.3 Die IL-6 Signalkaskade und ihre Regulation

Bindet IL-6 an seinen Rezeptor IL6-R oder
fithrt ein IL-6/sIL6-R Komplex zur Dime-

risierung zweier gp130-Molekiile auf Zellen,

Zell. die den IL6-R nicht expremieren, folgt ei-

membran

ne Signaltranduktion via dem Jak/Signal
Transduktoren und Aktivatoren fiir Tran-
skription (STAT)-Signalweg [142]. Hier-

®
4 @ @"’ - g
%31 Hemmung SOCS3

D STAT3  STAT3 bei fithrt die Bindung des Liganden an
smars U roplasma den Rezeptor zur Aktivierung von Jak-
[ Akut-Phase-Proteine ’—>SOCSS Nukleus TyI‘OSiniH&Sen (Jakl, JakQ, Tyk2> und

DTN NN PATNININTNIN NI
damit zur Phosphorylierung der zytoplas-

matischen Seite von gpl30. Hier befinden
Abbildung 4 — 1L-6 Feedbackmechanismus Ne- i, ;ahlreiche STAT-Faktoren (maBgeblich
gativer Feedbackmechanismus des IL-6 Signalings . .
durch Zytokinsuppressoren (SOCS-1), die aus dem STATT und STAT3), die mit passenden Src-
STAT3 Signalweg entstehen und inhibitorisch auf ~ homology 2 (SH2)-Doménen an gpl30 ge-
die Jak-Tyrosinkinase wirken. In Anlehnung an bunden sind. Diese werden ebenfalls phos-
119
[119] phoryliert, bilden Dimere und dissoziieren
in Richtung Zellkern, wo sie nun bestimm-
te Zielgene regulieren [142]. Die Tatsache, dass eine Uberproduktion von IL-6 mit diversen
Autoimmunerkrankungen assoziiert ist [143], ein vollstdndiger Mangel jedoch zur Beein-
trachtigung essentieller immunologischer Prozesse fithrt [144], lasst vermuten, dass die Ex-

pression des Zytokins sehr fein geregelt ist. Die Produktion von IL-6 kann durch diverse Zellen
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(siehe Tabelle 4) initiiert werden, doch nur bestimmte Zellen sind regelhaft empfanglich fiir
den Botenstoff. Hepatozyten und Granulozyten expremieren hierzu den IL6R auf ihrer Zell-
membran. Andere Zellen sind nur in Anwesenheit des sIL6-R in der Lage intrazelluldre Pro-
zesse nach Bindung von IL-6 auszulosen [119]. IL-6 wird durch verschieden Feedbackschlei-
fen reguliert. Es besteht eine positive Verstiarkung iiber das Akut-Phase-Protein C-reaktives
Protein (CRP), wessen Synthese in den Hepatozyten durch IL-6 geférdert wird. Dieses Pro-
tein selbst induziert die Produktion und Freisetzung von IL-6 aus Endothelzellen [145]. Auf
diese wirkt IL-6 proinflammatorisch indem es die Expression von Adhésionsmolekiilen und
Chemokinen steigert. Zur Negativregulation der IL-6 Expression sind im Wesentlichen zwei
Mechanismen zu nennen. Zum Einen werden allgemein STAT-Proteine durch die konstitu-
tiv expremierten Protein Inhibitoren aktivierter STAT-Proteine (PIAS) gehemmt. PTAS3
wurde als spezifisch fiir STAT3 gefunden und bei in wvitro-Versuchen als direkter Inhibitor
fiir IL-6 verwendet. PIAS3 blockiert die DNA-bindende Aktivitdt von STAT3 und hemmt
so die STAT3 vermittelte Genregulation [146]. Zum Anderen wird durch die Suppressoren
des Zytokinsingnalings (SOCS), welche erst in Folge einer IL-6 induzierten Transduktion frei
werden, bestimmt. Diese wiederum binden direkt an die Jak und hemmen ihre katalytische
Aktivitat, sodass eine erneute Bindung von IL-6 nicht mehr zu einer Produktion von STAT3
fithrt [147]. Glucokortikoide haben ebenfalls einen negativen Einfluss auf die IL-6 Produktion

in diversen Gewebe- und Zellarten [148].

Tabelle 4 — IL-6 produzierende Zellen IL-6 wird von diversen Zellen, im Rahmen der immu-
nologischen Reaktion bzw. der Akut-Phase Induktion produziert und freigesetzt. Die folgende
Ubersicht zeigt, fiir welche Zelllinien ein solches Verhalten belegt ist. In Anlehnung an [149].

Humane Zellen Zelllinien Maligne Zellen
T-Zellen T-Zellen (HTLV-1) Myxomzellen
B-Zellen Monozyten (U937) Myelomzellen
Monozyten Monozyten (P388D1) Hypernephromzellen
Fibroblasten Osteosarkom (MG63)

Keratinozyten Blasenkarzinom (T24)

Endothelzellen Lungenkarzinom (A549)

Astrozyten Glioblastom (SK-MG-4)

Knochenmarkzellen Astrozytom (U373)

Mesangiomzellen
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1.5.4 Die biologischen Funktionen von IL-6

Immunsystem IL-6 spielt eine zentrale Rolle beim Ubergang von der unspezifischen Immu-
nitat zur spezifischen antikorpervermittelten Immunreaktion. Wie schon zuvor beschrieben,
induziert IL-6 in diesem Zusammenhang den finalen Schritt von der aktivierten B-Zelle hin
zur antikorperproduzierenden Zelle. Dies konnte in Experimenten mit Pokeweedmitogen-
stimulierten Zellen belegt werden. Diese produzierten bei Applikation von IL-6 wesentlich
mehr Antikérper der Gruppe IgM, IgG und IgA. Diese IL-6 induzierte Antikérperproduktion
konnte durch einen IL-6 Antikorper fast vollstindig aufgehoben werden, die B-Zell Prolie-
feration hingegen blieb von diesem Antagonismus unberiihrt, was darauf hinweist, dass die
Prolieferation der aktiven B-Zellen von IL-6 unabhéngig ist [144]. Aber auch viele weitere
Funktionen machen das Zytokin unerlésslich fiir eine funktionierende immunologische Re-
aktion, insbesondere den fiir ,,immunologischen Switch“ betreffend (siche Abbildung 1) [64].
So werden beispielsweise T-Zellen, die im Gegensatz zu B-Zellen auch als ruhende Zellen
den IL-6 Rezeptor expremieren, zu Wachstum und Proliferation angeregt [150]. Auch die
Differenzierung von T-Zellen wird mafigeblich durch IL-6 beeinflusst [74]. Auf die genauen
immunologischen Mechanismen, die IL-6 im Zuge der Myokarditis beeinflusst, soll weiter

unten detaillierter eingegangen werden.

Akut-Phase-Reaktion in der Leber Als Akut-Phase-Reaktion wird eine systemische Re-
aktion des Organismus auf einen Entziindungsreiz bezeichnet, die gekennzeichnet ist durch
eine nachweisbare Leukozytose kombiniert mit Fieber, gesteigerter Gefiipermeabilitéit, Be-
eintrachtigung des Eisen- und Steroidhaushalts und nachweisbare Serumspiegel der Akut-
Phase-Proteine, die zum grofiten Teil in der Leber synthetisiert werden [149]. Die wichtigs-
ten Faktoren, die diese Synthese initiieren sind TNF-o, IL-1 und IL-6 [151]. Bei in wivo
Experimenten mit Ratten konnte gezeigt werden, dass IL-6 eine #hnlich starke Akut-Phase-
Reaktion hervorruft, wie die Injektion mit Terpentin bei einem deutlich schnelleren Anstieg
der Proteinlevel im Serum [152]. Auch bei Schwerbranntverletzten korrelierte der Anstieg
von IL-6 mit dem des CRP und dem Fieberanstieg [153]. Bei Schwerstkranken auf Inten-
sivstationen wird IL-6 daher als verlasslicher Entziindungsmarker genutzt und auch in der

Pédiatrie kann er sensitiver eine Entziindung detektieren, als das CRP [120].

1.5.5 IL-6 bei kardiovaskuldaren Erkrankungen

Die genaue Bedeutung von IL-6 bei der Entstehung inflammatorischer Erkrankungen ist
noch nicht im Detail geklart. Es wurde jedoch eine starke Korrelation der IL-6- und sIL6R-
Konzentration mit dem Schweregrad anderer entziindlicher Erkrankungen beobachtet [117].
Es kann daher angenommen werden, dass IL-6 eine Auswirkung auf den Verlauf und die
Schwere der Inflammation im Bereich des Herzens und der Gefafie hat. Im Folgenden sollen

die wichtigsten kardiovaskuldren Erkrankungen im Hinblick auf die Bedeutung von IL-6 im
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Krankheitsverlauf kurz dargestellt werden. Die Systematik der folgenden Zusammenstellung

ist angelehnt an [154].

Autoimmunmyokarditis Bei der Autoimmunmyokarditis richtet sich das Immunsystem des
Korpers gegen eigene kardiale Strukturen, wie beispielsweise das Myosin, und 16st so eine
dghnliche Inflammation, wie nach viraler Myokarditis ohne pathologisches Agens aus. Die Ex-
perimentelle Autoimmunmyokarditis (EAM) ist ein verléssliches Nagermodell zur Untersu-
chung der zugrunde liegenden Pathologie [155]. Gemeinsam mit TGF-B ist IL-6 essentiell fiir
die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Ty vom Typ Ty 17 [156, 157]. Durch die Transduk-
tion der beiden Faktoren iiber den STAT3-Signalweg [158] wird Reinoic acid receptor-related
orphan nuclear receptor yt (RORyt) induziert, welcher als Ty17-Transkriptionsfaktor fun-
giert [159] und die Differenzierung der T-Zellen vorantreibt. Die Menge an Ty17-Zellen ist
ausschlaggebend fiir den Verlauf einer Autoimmunmyokarditis und kann diese sogar initiie-
ren [96]. IL-6-defiziente Méuse waren gegen die Ausprigung einer EAM resistent [95]. Dies

spricht dafiir, dass IL-6 auch in diesem Zusammenhang eine Schliisselposition einnimmt.

Koronare Herzkrankheit Bei Patienten, die eine Koronare Herzkrankheit (KHK) hatten
korrelieren erhohte CRP und IL-6 Serumwerte mit gesteigerter Mortalitét [154, 160]. Es be-
steht der Verdacht, dass proinflammatorische Zytokine an der Destabilisierung atherosklero-
tischer Plaques in den Koronargefdfien und in Folge deren Ruptur beteiligt sind [154, 161].
Als zugrunde liegender Pathomechanismus wird die vermehrte Rekrutierung von MMPs
diskutiert, welche durch proinflammatorische Zytokine hochreguliert werden [154, 162]. Un-
terstiitzt wird diese Annahme durch Daten, die belegen, dass hospitalisierte Patienten, die
kardiale Komplikationen bei instabiler Angina pectoris erleiden, deutlich hohere 1L-6 Spiegel

aufweisen, als solche, die bei gleicher Diagnose keine Komplikationen haben [154, 163].

Chronische Herzinsuffizienz Ahnlich wie bei der KHK korreliert ein hoher Serumspiegel
von IL-6 auch im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz mit eingeschrénkter linksven-
trikuldrer Funktion bei dauerhafter Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) [164]. Ebenso wird das Fortschreiten einer Herzinsuffizienz durch den Anstieg der
myokardialen IL-6-Expression begleitet [165]. Diese Daten lassen vermuten, dass der Spie-
gel von IL-6 als pradiktiver Faktor im Rahmen einer Verlaufskontrolle bei Patienten mit
Herzinsuffizienz nutzbar gemacht werden koénnte. Es besteht jedoch bisher keine Klarheit
dariiber, ob ein Anstieg zirkulatorischer proinflammatorischer Zytokine, die bei konstanter
Druckbelastung des Herzens zu finden sind [166], in kausalem Zusammenhang mit kardia-
len Funktionseinbuflen stehen, oder ob es sich hierbei um ein Epiphenomen der Erkrankung
handelt [154, 167].
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Hypertrophe Kardiomyopathie Ticrexperimentelle Daten haben gezeigt, dass eine Uber-
expression von IL-6 bzw. IL-6R allein nicht mit kardialer Hypertrophie vergesellschaftet
ist [154, 168]. Es besteht aber ein Zusammenhang zwischen dem Signaling via gp130 und
der physiologischen Regulation des Myokardwachstums beeinflusst durch CT-1. So konnte
gezeigt werden, dass ein vermehrtes Signaling iiber gp130 mittels des sIL-6R sehr wohl zu

einer pathologischen Hypertrophie des Myokards fithrt [154, 169].

Endokarditis Das grofite Problem in der Behandlung der Endokarditis ist die Nachweis-
barkeit des zugrundeliegenden Erregers, die nur in 40% der Félle gelingt [170, 171]. Bei
Patienten mit rheumatischer Endokarditis wurde in klinischen Untersuchungen festgestellt,
dass die I1.-6 Spiegel mit dem Krankheitsverlauf korrelieren, wohingegen die Serumspiegel
fiir IL-1 und TNF-o keine Aussagekraft haben. Es bleibt jedoch unklar, welche Kausalbezie-
hung zwischen den Zytokinspiegeln und dem Krankheitsverlauf besteht [172]. In einer grof§
angelegten Studie bei Patienten mit und ohne Erregernachweis in der Blutkultur, konnte
gezeigt werden, dass die IL-6 Spiegel jedoch in beiden Gruppen gleich hoch waren. Es kann
also geschlossen werden, dass I1-6 als Verlaufsmarker fiir den Therapieerfolg bei Endokar-
ditis genutzt werden kann und so als Briicke fiir die diagnostische Liicke, die durch einen

negativen Erregernachweis entsteht, fungiert [173].

Myxom Das kardiale Myxom, ein gutartiger Tumor, der dem kardialen Mesenchym ent-
springt und in 85% der Fille seine Lokalisation im linken Vorhof hat (atriales Myxom), ist
in der Lage selbst IL-6 zu produzieren [154, 174, 175]. Es sind daher Fille in der Literatur
bekannt, die ein vermehrtes Auftreten von mediastinalen Lymphadenopathien und kardia-
ler Hypertrophie, vergesellschaftet mit Myxomen, darstellen [154, 176, 177]. Dartiberhinaus,
weisen Patienten mit Myxomen, allgemein deutlich mehr Symptome von Autoimmunpro-
zessen auf [178], was vor dem Hintergrund der Bedeutung, die IL-6 auf die immunologische

Reaktion hat, nicht verwundert.

1.5.6 Blockade von IL-6 als therapeutische Option

Die Bedeutung von IL-6 fiir akute entziindliche Geschehen, wie auch fiir Autoimmunkrank-
heiten, sind in den vorangegangenen Abschnitten in verkiirzter Form dargestellt worden. I11.-6
hat eine tragende Rolle bei der Initiierung der frithen inflammatorischen Antwort und kann
als Marker fiir den Verlauf von Inflammation beurteilt werden. Es stellt sich daher die Frage,
ob die Blockade des IL.-6 Signalings als Mittel zur Einddmmung inflammatorischer Aktivitét
dienen konnte. Studien zu dieser Frage haben gezeigt, dass eine vollstdndige IL-6-Defizienz
kein zufriedenstellendes Ergebnis liefert, da es hierdurch zu einer Beeintréchtigung des gesam-
ten Immunsystems kommt. Die direkte Neutralisierung von IL-6 mittels Antikorper, fithrte
zur Akkumulation von Immunkomplexen und wurde schliefilich wieder verworfen [179]. Die

Rezeptorblockade schlieflich stellte einen guten therapeutischen Ansatz dar, weil man mit ihr
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Transplantation
AbstoBungsreaktion
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Maligne Erkrankungen
Multiple Myelome
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Abbildung 5 — Mégliche Einsatzgebiete einer IL-6 Blockade Die Bedeutung fiir das inflam-
matorische Geschehen, welche oben beschrieben wurde, verdeutlicht, dass die Blockade von IL-6,
als therapeutische Option fiir manigfache Krankheitsgeschehen denkbar ist. GVHD = Graft versus
Host Disease, sJIA = Systemische juvenile idiopathische Arthritis, polyJIA = Juvenile idiopathi-
sche Polyarthritis, SLE = Systemischer Lupus erythematodes. Darstellung méglicher Einsatzgebie-
te in Anlehnung an [147]

sowohl das klassische Signaling, als auch das Transsignaling {iber den sIL-6R hemmen konn-
te [147]. In der rheumatoiden Arthritis (RA) wird diese therapeutische Moglichkeit schon
erfolgreich genutzt [180]. 2003 brachte die Firma Chugai-Pharmaceutical Co Ltd., die japa-
nischen Einheit von Roche-Pharma, den monoklonalen Antikorper Tocilizumab (Actemra®)
zur Behandlung der RA auf den Markt [181]. Tocilizumab ist ein humanisierter Interleukin-6
Rezeptor Antikorper, der sowohl den Signalweg iiber den membrangebundenen, als auch den
16slichen Rezeptor hemmt [180].Trotz der beachtlichen Erfolge, die mit Tocilizumab erzielt
werden, kann das Medikament nicht als unkritisch bewertet werden. So besteht der Verdacht,
dass die IL-6 Blockade als unerwiinschte Arzneimittelwirkung zu Ubergewicht mit der Folge
von peripherer Insulinresistenz und Typ II Dibaetes mellitus fithren kann [115]. Tierexperi-
mentelle Daten zeigen, dass IL-6-defiziente Mause zwar vor einigen Autoimmunerkrankungen

geschiitzt sind, aber ein deutliches Ubergewicht und eine Insulintolleranz entwickeln [182].
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2 Fragestellung der Arbeit

Die hier vorliegende Studie befasst sich mit den Auswirkungen einer selektiven Blockade des

Zytokins IL-6 auf die CVB3-induzierte virale Myokarditis im murinen Tiermodell.

Das Zytokin IL-6 ist ein wichtiger Botenstoff in der fiir die Initiierung der inflammatori-
schen Antwort auf infektiose Pathogene. Es spielt eine wesentliche Rolle sowohl in der frithen
Induktion der kardialen Immunreaktion als auch beim Ubergang von angeborener zu erwor-
bener Immunitéit und der Auslosung der Akut-Phase in der Leber. Ferner stimuliert I1-6 die
Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen, T-Zellen und Markophagen wahrend der kar-
dialen Inflammation. Die inflammatorische Reaktion und ihre Folgen sind der mafigebliche
Préadiktor fiir Folgeschéden nach einer stattgefundenen Infektion des kardialen Gewebes. Die
Blockade von IL-6 wird bereits in der antiinfllammatorischen Behandlung der rheumatoiden
Arthritis erfolgreich eingesetzt. Diese Arbeit soll im Hinblick auf eine Ubertragbarkeit fiir
die Behandlung der Myokarditis folgenden Fragen nachgehen:

e Hat die Blockade von IL-6 eine Auswirkung auf die Auspridgung der Myokarditis?

e In wie weit beeiflusst IL-6 inflammatorische Prozesse (Immunzellinfiltration, Zytokin-
expression, Regulation von Adhésionsmolekiilen, kardiale Apoptose) nach viraler In-
fektion?

e Beeinflusst die Blockade von IL-6 das kardiale Remodelling nach CVB3-Infektion?

e Fiihrt eine Blockade des Zytokins IL-6 zu einer besseren kardialen Funktion nach viraler

Myokarditis und Verbesserung der Prognose?
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3 Material und Methoden

Im folgenden Teil werden die verwendeten Materialien und die angewandten Methoden der
vorliegenden Arbeit beschrieben. Zunéchst werden die allgemeinen Spezifika der Studie,
wie das Studiendesign und die Kriterien der Versuchstierhaltung aufgefiihrt. Im Anschluss
hieran sollen die Infektion mit CVB3 und Applikation des IL-6-Rezeptorantikorper MR16-1
(IL6RAB) sowie die operativen Mafinahmen und die Charakterisierung der himodynamischen
Funktion mittels Konduktanzkatheter-Verfahren (KKV) beschrieben werden. Hierauf folgen
die molekularbiologischen Methoden, welche die immunhistochemischen Farbeprozesse und
die Quantifizierung diverser mRNA-Produkte mittels quantitative real time PCR (qPCR)
beeinhalten. Den experimentellen Abschluss bilden die Zellkulturversuche. Abschliefend wer-
den die statistischen Verfahren zur Auswertung der erhobenen Parameter dargestellt.

Alle Versuche wurden nach den Richtlinien des US Nationalinstituts fiir Gesundheit — ,, Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals®, vercffentlicht durch die US Nationalinstitut
fiir Gesundheit (NIH) Publikationsnummer: 85-23, iiberarbeitet 1985, durchgefiihrt. Das Ver-
suchsvorhaben (Antragsnummer: G0126/12) wurde am 28.06.2012 durch das Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales Berlin (LaGeSo) Berlin genehmigt.

3.1 Studiendesign

Um die Bedeutung einer selektiven IL-6-Blockade bei der CVB3-induzierten viralen Myokar-
ditis zu evaluieren, wurden ausschlielich Mause des Stammes C57BL/6j (n = 40) verwendet,

welche randomisiert zu den folgenden vier Gruppen zugeteilt wurden:

Tabelle 5 — Das Gruppendesign der verwendeten Tiere. Tabelle 5 zeigt die Aufteilung der
Tiere im Versuchablauf. Die Zuordnung zu den Gruppen wurde randomisiert.

Tierstamm Bezeichnung Anzahl
C57BL/6j-Kontrollen Ko 10
C57BL/6j mit IgG-Kontrolle IeG 10
C57BL/6j, CVB3 infiziert CVB3 10
C57BL/6j, CVB3 infiziert, mit IL6RAB CVB3 10

IL-6 Rezeptorantikérper (IL6RAB)

Hierbei wurden die Tiere stets unter den gleichen Bedingungen gehalten. Bei den Grup-
pen CVB3 und IL6RAB CVB3 wurde an Tag 0 eine virale Myokarditis durch Injektion von
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CVB3 (Nancy Strain, 5x 10° Plaque Forming Units (PFU) in 0,2 ml 0,9% Natriumchlo-
rid (NaCl)) ausgelost. Die Injektion wurde intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Gruppen
Ko und IgG erhielten jeweils eine Injektion mit dem gleichen Volumen NaCl 0,9%. Die In-
terventionsgruppe erhielt zuséitzlich eine Behandlung mit einem IL-6 Rezeptorantikorpers.
Zur Placebokontrolle dieser Intervention erhielt die Gruppe IgG einen Antikérper dhnlicher
Struktur jedoch ohne Wirkung. Sieben Tage post infectionem (p.i.) wurden alle Tiere einer
héamodynamischen Messung in finaler Narkose zugefiihrt. Im Anschluss an die Messung wur-
den die Organe zur weiteren Untersuchung entnommen und umgehend in —80 °C kaltem

Stickstoff kryokonserviert.

3.2 Versuchstierhaltung

Die tierexperimentellen Arbeiten der AG Tschépe werden alle in der Forschungseinrichtung

der

Charité Universitdtsmedizin Berlin
Campus Benjamin Franklin
Garystrafle 5

14159 Berlin

durchgefiihrt. In dieser Einrichtung ist durch das Fachpersonal (Tierpfleger, Tierdrzte) die
tiergerechte Haltung der Versuchstiere gewéhrleistet. Alle notigen Gerédte und Mittel sind
vorhanden, um eine tierschutzgerechte Versorgung der Tiere zu gewéhrleisten. Die Tiere
wurden wéihrend des gesamten Versuchs in einem Tierstall der gentechnische Sicherheitsstu-
fe 2 (S2) gehalten. Die betreffenden Riume wurden unter Uberdruck gehalten und durften
ausschlieflich nach griindlicher Héandedesinfektion mit Schutzkleidung, Handschuhen, Kopf-
haube und Mundschutz von hierzu befugten Personen betreten werden. Die Mause wurden
auf staubfreiem Weichholzgranulat in Markrolonkéfigen vom Typ II gehalten. Die Raum-
temperatur wurde konstant bei 21 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten. Die
Versuchsrdume wurden in einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Turnus belichtet. Die Fiitterung
der Méuse erfolgte ad libitum mit Altromin 1324 Alleinfutter (Altromin GmbH, Lage) und
Leitungswasser. Der Gesundheitszustand aller Tiere, wurde zweimal taglich durch das Pfle-
gepersonal und die Experimentatoren sowie durch die monatlichen veterindrmedizinischen

Kontrollen tiberwacht.

3.3 Infektion mit Coxsackievirus B3

In dem vorliegenden Tierversuch wurde das Modell der CVB3-induzierten Myokarditis ver-
wendet. Um diese bei der Maus hervorzurufen, werden dem Tier einmalig 5 x10° PFU CVB3
(Nancy strain, ATCC VR-30) gelost in 0,2 ml NaCl 0,9% i.p. injiziert. Bei den jeweiligen
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Kontrolltieren erfolgte die gleiche Injektion, jedoch nicht mit Coxsackievirus der Gruppe
B (CVB), sondern mit dem identischen Volumen NaCl 0,9% als Kontrolle. Das Virus wur-
de auf HeLa-Zellen geziichtet, welche eine gebrdauchliche humane Zelllinie fiir genetische
und molekularbiologische Untersuchungen darstellen. ,, Hel.a“ steht fiir die Anfangsbuchsta-
ben der afroamerikanischen Patientin Henrietta Lacks. Die Zellen wurden 1951 wéhrend
der Operation ihres Cervixkarzinoms entnommen und werden seitdem aufgrund ihrer hohen
Teilungsfrequenz vielfach in der Forschung eingesetzt. Das Virus wurde bis zur Applikation

konstant bei —80 °C gelagert.

3.4 Interleukin-6 Blockade mit Rezeptor-Antikorper

Um die Auswirkungen einer 1L-6-Blockade auf die Entwicklung einer Myokarditis zu unter-
suchen wurde den Tieren der Gruppe ILERAB CVB3 an Tag 1 nach erfolgter Myokardi-
tisinduktion 500 pg des monoklonalen IL6RAB i.p. injiziert. Bei dem Antikérper handelt es
sich um ein Immunglobulin aus der Ratte, dass eine spezifische Affinitdt zu murinem IL-6
aufweist. Die Firma Chugai Pharma hat uns diesen dankenswerter Weise fiir dieses Projekt
zur Verfiigung gestellt. Die Gruppe IgG erhielt einen fast identisches Immunglobulin der
Klasse G (IgG), jedoch ohne die Spezifitét fiir IL-6.

3.5 Messung der hamodynamischen Funktion
3.5.1 Konduktanzkatheter-Messtechnik

Die physikalischen Voriiberlegungen zur Konduktanzkatheter-Technik, wie sie in dieser Ar-
beit vorgestellt werden, basieren im Weitesten auf den Arbeiten von Baan und Nielsen
[183, 184] 1. Grundlage dieser Technik ist die unterschiedliche Leitfihigkeit von Geweben. Als
Konduktanz wird der Kehrwert des elektrischen Widerstandes (R) bezeichnet. Durch einen
Katheter, der in den linken Ventrikel eingefiihrt wird, kann die Leitfahigkeit des Blutes,
welches sich im linken Ventrikel befindet messbar gemacht werden. Der Konduktanzkatheter
hat an der Spitze zwei Elektrodenpaare, von denen das duflere Paar, ein konstantes elektri-
sches Signal generiert. Das innere Paar misst die entstandene Potentialdifferenz. Hierbei wird
die gemessene Gesamtkonduktanz jedoch durch die Konduktanz des umliegenden Gewebes
(Muskelgewebe, Lungengewebe, Fett) iiberdimensional vergroiert. Um die Leitfdhigkeit der
umgebenden Gewebe aus der Messung zu korrigieren, bedarf es einer Messung der paralle-
len Konduktanz (GP), die mittels einer definierten Kontrollfliissigkeit (NaCl 10%) ebenfalls
aufgezeichnet und im Nachgang subtrahiert wird. Formel 1 stellt die Errechnung des Kor-

rekturvolumens (V,) dar, welches durch die parallele Konduktanz in die Messung eingeht.

IDer Ubersicht halber wird die Quelle aller Informationen des folgenden Abschnitts zu Beginn angegeben
und im Text nicht an der einzelnen Stelle wiederholt
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()

Hierbei ist o eine dimensionslose Konstante zur Volumenkallibration. L. bezeichnet die

Entfernung der Elektroden zueinander, o, die Leitfdhigkeit des Blutes und G? die gemesse-
ne parallele Konduktanz. Um das linksventrikuldre Volumen (V(t)), welches sich iiber die
Zeit dndert, darzustellen, wird die parallele Konduktanz von der Gesamtkonduktanz (G(t)),

gemessen iiber die entsprechende Zeit, durch die Formel 2 subtrahiert.

vio- (1) (£) xcw-v )

Zuséatzlich verfiigt der Katheter iiber eine Drucksonde zwischen den Elektroden, die in

Echtzeit die Druckschwankungen wahrend des Herzzyklus aufzeichnet.

3.5.2 Narkose

Alle Tiere wurden zur Messung der himodynamischen Funktion in eine finale Narkose ver-
setzt. Hierzu wurde gewichtsadaptiert (0,8-1,2 g/kg Urethan + Burpenorphin) eine i.p. In-
jektion 30 min vor dem operativen Eingriff verabreicht. Die Narkosetiefe wurde durch In-
duktion eines Schmerzreizes iiberpriift. Bei Bedarf wurde die Dosis um 10% der Initialdosis
erhoht. Bei suffizienter Narkosetiefe wurde das Tier auf einer Operationsunterlage fixiert.
Die Intubation erfolgte in Riickenlage mit einem flexiblen Kunststofftubus, der unter Sicht
in die Trachea vorgeschoben wurde. Zur Bestatigung der erfolgreichen Intubation wurde eine
Sichtpriifung der respiratorabhéingigen Thoraxbewegungen initial und unter der Operation
durchgefiihrt. Die Ventialtion erfolgte mechanisch mittels einer Beatmungsmaschine (Rodent
Ventilator Typ 7025, Ugo Basile, Comerio VA, Italien) durch Raumluft mit einem Tidalvo-

lumen von 6,5 ml/kg des Korpergewichts bei einer Beatmungsfrequenz von 200 Hub/min.

3.5.3 Operationstechnik und chirurgisches Vorgehen

Bei sicherer Intubation und nach erfolgter Testung auf Analgesie erfolgte die Rasur des
OP-Gebietes im Bereich des Halses. Der Hautschnitt wurde in kraniokaudaler Richtung ge-
setzt, um die Halsgefdfle darzustellen. Halsmuskulatur und Speicheldriisen wurden stumpf
nach lateral prapariert um die rechte Arteria carotis communis freizulegen. Hierbei wurde
darauf geachtet Blutungen zu vermeiden, um die hdmodynamische Situation nicht zu be-
eintrachtigen. Bei auftretenden Blutungen wurden diese durch Elektrokoagulation gestoppt.
Mit Mikroinstrumentarium wurde der 1,2 french Konduktanzkatheter (Scisense Inc., Onta-
rio, Canada) tiber die Arteria carotis communis retrograd durch Aorta, Aortenklappe und
den linken Vorhof in den linken Ventrikel eingefiihrt. Die Lage des Katheters konnte durch die
Echtzeitdarstellung der Druck-Volumen-Verhiltnisse an der Katheterspitze zu jedem Zeit-

punkt iiberpriift werden. Nach korrekter Platzierung erfolgte die Punktion der linken Vena
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jugularis interna zur Applikation einer hypertonen NaCl-Loésung, was fiir die Kallibration

des Konduktanzkatheters notwenig ist.

3.5.4 Erheben von Korper-, Herz- und Lungengewicht

Alle Tiere wurden unmittelbar vor Applikation der Narkosemittel gewogen. Direkt im An-
schluss zur Konduktanzkatheter-Messung wurde die Praparation der bereits evaluierten Tiere
durchgefiihrt, um zeitliche Verzégerungen zwischen Messung und Préaparation zu vermeiden.
Das Gewicht des linken Ventrikels wurde nach Entfernen von rechtem Ventrikel und Vorhéfen
erhoben. Anschlieend wurde das Herzgewebe in fliisssigem Stickstoff eingefroren. Das Ge-
wicht der Lungen wurde unmittelbar nach Praparation erhoben und anschliefend getrocknet

um das reine Gewebegewicht zu erhalten.

3.5.5 Messung der linksventrikuldren Funktion mittels Druck-Volumen-Kurven

120 - 120 1
B B
c 80 A c 80 -
E E
X X
s 40 - s 40 1
0 0

10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Volumen (ul) Volumen (pl)

Abbildung 6 — PV-Kurven einer gesunden Maus in Ruhe und bei Vorlastreduktion Die Gra-
phen zeigen die Druck-Volumen Verhiltnisse einer gesunden Maus im linken Ventrikel in Ruhe
(steady state) und bei Vorlastreduktion durch Okklusion der Vena cava inferior (VCO). Graphen
abgedndert nach [185]

Bei korrekter Lage des Katheters erfolgte die Aufzeichnung der kardialen Funktion in
drei Schritten. Zunéchst wurde die Basispumpfunktion des linken Ventrikels in Form von
Ruhekurven (Steady States) aufgezeichnet. Hiervon wurden zu Beginn der Aufzeichnung
drei Intervalle von jeweils 5 s aufgezeichnet. Die Aufzeichnung aller Messdaten wurde in
Apnoe durchgefiihrt, um sie nicht respirationsbedingt zu beeinflussen. Zur Kallibration des
Katheters bzw. zur Ermittlung der parallelen Konduktanz wurde iiber die Vena jugularis
interna ein 10 pl Bolus 10% NaCl-Losung infundiert. Gleichzeitig wurden die Druck-Volumen

(PV)-Kurven im Zustand der Apnoe aufgezeichnet. Zur Evaluation der vorlastunabhéngiger
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Parameter wurde zusétzlich die Vena-Cava-Okklusion (VCO) angewandt. Hierzu wurde das
Abdomen eréffnet und die Vena cava inferior aufgesucht. Wieder im Zustand der Apnoe
wurde das Gefaf fiir 5 s mittels einer Gefaflklemme komprimiert und das Herz so von der
natiirlichen Vorlast befreit (Abbildung 6).

3.5.6 Parameter der globalen Herzfunktion

Herzfrequenz (HR) Die HR beschreibt die Anzahl der vollstandigen Herzzyklen bzw. Herz-
schldge wihrend einer Minute. Sie ist ein essentieller Parameter zur Beurteilung der kardialen
Funktion. Die Einheit ist min~! oder Schlige/Minute. Eine Steigerung der Herzfrequenz geht

zu Lasten der Diastolendauer, was die Sauerstoffversorgung des Myokards kompromittiert.

Maximaler linksventrikuldrer Druck (Pmax) Der maximale Druck, mit dem der linke Ven-
trikel wiahrend der Systole das Blut in die Aorta auswirft wird P,,., genannt. Er stellt ein
verléssliches Maf fiir die systolische Funktion insbesondere der Kontraktionskraft dar und

wird in mmHg angegeben.

Schlagvolumen (SV) Das SV beschreibt das Volumen, welches wihrend der Systole aus
dem linken Ventrikel in die Aorta ausgeworfen wird. Es wird in pl angegeben und errechnet
sich aus der Subtraktion des linksventrikuldren enddiastolischen Volumens (LVEDV) und
des linksventrikuldren endsystolischen Volumens (LVESV) (Formel 3). Das SV stellt einen
wichtigen Wert zur Beurteilung der kardialen Funktion dar, ist jedoch um das Korpergewicht

korrigiert.
SV =LVEDV — LVESV (3)

Schlagarbeit (SW) Die Schlagarbeit oder SW ist die Arbeit, die das Herz wihrend der Sy-
stole aufbringt, um das Blut in die Aorta auszuwerfen. Im hdmodynamischen PV-Diagramm
entspricht dies, der von der Kurve eingeschlossenen Fliache. Die SW errechnet sich aus dem
Produkt von SV und Mittlerer Arterieller Druck (MAP) (Formel 4). Sie wird angegeben in

plxmmHg angegeben.
SW =SV x MAP (4)

Ejektionsfraktion (EF) Die EF beschreibt das SV im Verhéltnis zum Gesamtvolumen
des linken Ventrikels und wird in Prozent dessen angegeben. Es errechnet sich aus dem

prozentualen Anteil des ausgeworfenen Volumens im Vergleich zum EDV (Formel 5).

_ LVEDV — LVESV

EF LVEDV

x 100 (5)
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Herzzeitvolumen (CO) Das CO stellt dasjenige Blutvolumen dar, welches wéhrend einer
Minute vom linken Ventrikel in die Aorta ausgeworfen wird. Es wird in pl/min angegeben
und errechnet sich aus dem Produkt von SV und HR.

3.5.7 Parameter der systolischen Herzfunktion

Linksventrikuldre endsystolisches Volumen (LVESV) Das endsystolische linksventrikulire
Volumen (LVESV) beschreibt das Volumen, welches zum Ende der Systole noch im lin-
ken Ventrikel verbleibt. Es wird in pl angegeben und dient neben der Errechnung globaler
hédmodynamischer Parameter als einer der wichtigsten Orientierungspunkte bei der Beurtei-
lung der systolischen Funktion. Bei reduzierter systolischer Funktion steigt das LVESV an,

wahrend das CO abnimmt.

Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP /dt,,.x) Die dP/dt .y ist
ein aussagekraftiger Parameter zur Bestimmung der linksventrikuldren Kontraktilitiat. Sie
errechnet sich durch die erste Ableitung der Druckanstiegskurve wéhrend der Systole und gibt
den maximalen Druckanstieg im linken Ventrikel an. Die dP/dt .y ist damit ein wichtiger

Wert zur Beurteilung der systolischen Funktion.

Linksventrikuldrer endsystolischer Druck (LVESP) Der LVESP beschreibt den Druck
im linken Ventrikel zum Ende der systolischen Phase. Er wird in mmHg angegeben und
dient gemeinsam mit der dP/dt .y zur Bewertung der systolischen Funktion. Dieser Druck

entspricht in etwa dem endsystolischen arteriellen Blutdruck.

3.5.8 Parameter der diastolischen Herzfunktion

Linksventrikuldres enddiastolisches Volumen (LVEDV) Das enddiastolische linksventri-
kuldre Volumen (LVEDV) beschreibt das Volumen, welches zum Ende der Diastole im linken
Ventrikel verbleibt. Es wird wie alle Volumenparameter bei murinen Versuchen in jl ange-

geben.

Maximale linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt.,,) Die dP/dty;, ist
der ausschlaggebende Parameter zur Untersuchung der linksventrikuldren Relaxation. Sie be-
schreibt den maximalen Druckabfall im linken Ventrikel bezogen auf die Zeit. Die dP/dt
beschreibt die gesamte diastolische Funktion, wohingegen Zeitkonstante der isovolumetri-
schen Relaxation (1) explizit die Frithdiastole abbildet.

Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation (t) Die Zeitkonstante der isovolumetri-
schen Relaxation (1) beschreibt den Druckabfall im linken Ventrikel wahrend der isovolume-
trischen Relaxation des Myokards. Er gibt Auskunft {iber die frithdiastolische Funktion und

gilt als vorlastunabhéingiger Parameter fiir die aktive Relaxation. t stellt die Zeit zwischen
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Endsystole und dem Erreichen von 10 mmHg oberhalb von LVEDV in ms dar und wird
durch die Methode des least square exponential fitting errechnet (Formel 5) [186].

P(t) = Rye™ + Py, (6)

Hierbei entspricht P(¢) dem linksventrikuldren Druck wihrend der isovolumetrischen Re-
laxation, Py stellt eine Konstante fiir die Amplitude dar, t ist die Zeit nach dP/dty,, T ist
die Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls und P, entspricht der Asymptote des
linksventrikuldren Drucks bei V' = 0. Je grofler der Wert fiir t ist, desto langer braucht das

Myokard zur Relaxation und desto gestorter ist die diastolische Funktion.

Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP) Der LVEDP ist der Druck, welcher
zum Ende der Diastole noch im linken Ventrikel herrscht. Der Wert gibt — in Abgrenzung
zu T — Auskunft iiber die spéte diastolische Funktion des Herzens. Je hoher er ist, desto
schlechter ist die Funktion.

Ventrikelsteifigkeitskonstante (B) Die Ventrikelsteifigkeitskonstante (8) ist ein wichtiger
Parameter zur Errechnung der ventrikuldren Steifigkeit beispielsweise nach fibrotischen Pro-
zessen oder auch nach kardialer Ischédmie. Sie errechnet sich aus der enddiastolischen PV-

Beziehung wihrend einer transienten Vorlastreduktion der Vena cava.

3.6 Histologie und Immunhistochemie
3.6.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Fiir die immunhistochemischen Farbemethoden wurden Schnittpréparate des linken Ventri-
kels angefertigt. Um das Gewebe im Kryostat (Mikrotom HM560, Fisher Scientific, Walldorf,
DE) zu schneiden, muss dieses zunéchst in ein Medium aus wasserloslichen Glykolen und
Harzen (Tissue-Tek) eingebettet werden, welches durch Kélte fest wird und das Gewebe
stabil umgibt. Der Schneideblock wurde auf der Schnellgefriereinheit des Kryostat platziert
und mit einer diinnen Schicht Tissue-Tek bestrichen. Bei Gefrieren der untersten Schicht
wurden die —80 °C kalten Gewebeproben in das gefrierende Medium getaucht und mit kon-
zentrischen Kreisen vollstédndig eingebettet. Der Kryostat verfiigt iiber eine Objektkiihlung,
die das eingebettete Gewebe samt dem Schneideblock bei einer Temperatur von —11 °C
hélt und eine Messerkiihlung, die zusétzlich auf —21 °C eingestellt wurde. Das Objekt wird
zum Schneiden automatisch in 5 pm Absténden auf das Messer zu gefahren. Mit einem
Super-Frost-Objekttriager konnen die gewonnenen Schnitte dann aufgrund des Temperatur-
unterschiedes von Glas zu Prédparat einfach von der Schneidefliche aufgenommen werden.
Die Schnitte wurden so aufgenommen, dass auf einem Objekttrager Schnitte verschiedener
Ebenen sind. Es wurden jeweils 40 Objekttriager mit jeweils 2 Tieren und 6 Préparaten pro

Tier angefertigt. Zur Fixierung wurden die Schnitte fiir zehn Minuten in eiskaltes Aceton
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getaucht. Bis zur Farbung lagerten die Préaparate bei —20 °C. Zwei Objekttriger fiir die

HE-Farbung wurden nicht fixiert und lagerten bei Raumtemperatur.

3.6.2 HE-Farbung

Die HE-Firbung ist ein weit verbreitetes Verfahren zur vergleichbaren Ubersichtsfirbung
von Geweben. Sie stellt Zellstrukturen, Zellverteilung, die Kern-Plasma-Relation und das
Féarbeverhalten der einzelnen Kompartimente iibersichtlich dar und erméglicht im speziellen
Fall der Farbung von Herzschnitten die Einordnung in den Myokarditis-Score.

Zur Anfarbung der Préaparate wurde, wie in Tabelle 6 beschrieben, vorgegangen. Die Ge-
webeschnitte wurden nach Erstellung am Kryostat fiir 10 min in 10% gepuffertem Formalin
fixiert. AnschlieBend wurde zwei Mal gespiilt, um das Fomalin zu entfernen. Hierzu wurde
destilliertes Wasser (Aqua dest.) verwendet. Zur Anfirbung der Kerne wurden die Objekt-
trager fiir 5 s in Hamalaun-Losung nach Mayer getaucht und im Anschluss fiir 10 min mit
Leitungswasser gespiilt. Hierauf folgte die Anfarbung des Zytoplasmas mit Eosin, wozu die
Objekttriger wieder fiir 5 s in den Farbstoff getaucht wurden. Die Entwésserung erfolg-
te zundchst durch zweifache Spiilung mittels 90%-igem Ethanol und zusétzlich durch zwei
miniitiges Tauchen in absolut reinstem Ethanol (abs. Ethanol). Der Alkohol wurde durch ein
5 min Tauchbad in Xylol entfernt. Zur Haltbarmachung der Prédparate wurden sie mit dem,

auf Xylol basierenden Eindeckmedium Vitro Clud"der Firma R. Langenbrinck eingedeckt.

Tabelle 6 — Verfahren der HE-Farbemethode Protokoll der Hamalaun-Eosin-Farbung an unfi-
xierten, luftgetrockneten Kryoschnitten, die bei Raumtemperatur gelagert wurden.

Vorgang Lésung Zeit
Fixieren 10% gepuffertes Formalin 10 min
Waschen Aqua dest. 2x Spiilen
Farbung der Kerne H&malaun nach Mayer 58
Blduen der Kerne Leitungswasser 10 min
Farben Zytoplasma Eosin 5s
Entwissern 90% Ethanol 2x Spiilen
Entwéssern abs. Ethanol 2 X 2 min
Waschen Xylol 2 X 5 min
Eindecken Vitro Clud™
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3.6.3 Einordnung in den Myokarditis Score

Im Anschluss an die Farbung wurden die Schnitte mikroskopisch untersucht und mit Hilfe
des Myokarditis Score bewertet. Das mafligebliche morphologische Kriterium zur Bestim-
mung des Myokarditisgrades ist die Ausbreitung des entziindlichen Infiltrats, welches mit
dem umliegenden Gewebe in Bezug gesetzt wird. Hierbei konnen fiinf Grade unterschieden

werden:

Grad 0 = kein entziindliches Infiltrat nachweisbar

Grad 1 = vereinzelt Entziindungszellen zwischen Kardiomyozyten sichtbar
Grad 2 = > 100 Entiindungszellen pro Gesichtsfeld

Grad 3 = > 10% der Fliache eines Gesichtsfeldes ist entziindliches Infiltrat
Grad 4 = > 30% der Fliache eines Gesichtsfeldes ist entziindliches Infiltrat

3.6.4 Theoretischer Hintergrund der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine weithin etablierte Methode zum spezifischen Nachweis von
Oberflachenantigenen. Sie beruht auf der antigenspezifischen Bindung mit einer sehr ho-
hen Affinitdt. Definierte Antikorper, die auf Gewebeschnitte aufgetragen werden, kénnen
so Oberflichenantigene detektieren. Die Oberflachenstrukturen auf den Zellen der Praparate
stellen die Zielantigene dar, welche mit Antikérpern (Tabelle 7), die spezifisch fiir dieses Anti-
gen sind, binden. Als Sekundéarantikorper wird ein Antikorper verwendet, der gegen den FC-
Teil des Antikorpers der Spezies gerichtet ist, in der der antigenspezifische Priméarantikérper
hergestellt wurde. Der Sekundéarantikorper kann entweder biotinyliert sein und wird in ei-
nem dritter Inkubationsschritt iiber Streptavidin an das Enzym gebunden (ABC-Methode),
welches dann den Farbumschlag katalysiert. Andererseits kann der Sekundérantikérper auch
iiber eine Dextrakette mit dem Enzym verbunden sein (EnVision-Methode). Hierdurch kann
ein dritter Inkubationsschritt gespart werden. Im Rahmen dieser Studie haben wir die
Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC), die EnVision " -Methode sowie das spezielle Ver-
fahren der DeadEnd " Colorimetric TUNEL Methode verwandst.
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(A) ABC-Methode (B) EnVision'"-Methode

Abbildung 7 — Schema der ABC und EnVision' " -Methode Bei der ABC-Methode (a) wird
das Antigen (violett) vom Primarantikorper (griin) detektiert, welcher seinerseits mit dem biotiny-
lierten (blau) Sekundarantikdrper (gelb) bindet. Dieser reagiert mit dem AB-Komplex (rot/blau),
welcher bereits das biotinylierte Enzym HRP (pink) enthilt. Durch Zugabe von Carbazol erfolgt
der Farbumschlag. Bei der EnVision " -Methode (b) wird ein Primirantikérper (griin) auf die
Schnitte gegeben und bindet an das Antigen (violett). Im zweiten Schritt bindet das Dextranpoly-
mer, welches circa 10 Molekiile Sekundarantikorper (gelb) und 70 Enzymmolekiile (griin) enthalt.
Abbildung aus [187]
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Tabelle 7 — Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie Gezeigt sind die zur Firbung verwendeten Antikdrper unter Angabe von Firma,

Spezies, Verdiinnung (VDG), Methode und des ggf. benutzten Zweitantikorpers.

Primérantikorper Sekundirantikérper Methode
Target Spezies Firma Nummer VDG | Target Spezies Firma Nummer VDG
a-SMA Kanin. Abcam Ab5694 1:200 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
CD3 Ziege Santa-Cruz ~ SC-1127 1:75 Anti-Ziege Kanin. Vector-Labs  PK-6105 1:250 ABC
CD8 Kanin. Bioss bs-0648R 1:150 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
CD68 Kanin. Bioss bs-0649R, 1:150 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
CD80 Hamster Pharmingen 553766 1:50 Anti-Hamst. Ziege Dianova 127-065-160  1:200 ABC
ICAM Hamster Pharmingen 550287 1:100 | Anti-Hamst. Ziege Dianova 127-065-160  1:200 ABC
1L-6 Kanin. GenTex GTX 26672  1:400 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
Koll I Kanin. Chemicon AB765P 1:500 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
Koll IT1 Kanin. Calbiochem 234189 1:200 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
MMP-2 Kanin. Chemicon AB19167 1:75 Anti-Kanin.  Ziege Dako K4003 — EnVision
MMP-9 Kanin. Chemicon AB19016 1:200 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
RACK1 Kanin. Abcam ABT72483 1:400 | Anti-Kanin. Ziege Dako K4003 — EnVision
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3.6.5 Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode)

Die ABC-Methode ist eine sehr weit verbreitete Methode unter den immunhistochemischen
Fiarbungen. Sie beruht auf der hohen Affinitit von Avidin zu Biotin (Ky=10"'"M). Das
Hiithnereiweifl Avidin besitzt vier Bindungsstellen fiir Biotin, kann jedoch aufgrund der mo-
lekularen Ausrichtung nicht vier Biotin-Molekiile binden [187].

Um ein Verlaufen der Reagenzien zwischen den Gewebeschnitten zu vermeiden, wurden die
einzelnen Schnitte, nach dem Auftauen, mit dem Diamantschleifer umrandet. Zu Beginn des
Verfahrens, wurden die Praparate fiir 5 min in TBS inkubiert um sie an das Puffermilieu zu
gewOhnen und eine gleichméfiges Benetzen der Schnitte zu gewihrleisten. Zur Blockierung
der gewebseigenen Peroxidase, welche die Farbung falschpositiv beeinflussen kann, wurden
die Praparate in 0,075% H,0O, in TBS inkubiert. Es folgte ein Waschgang fiir 2 x 5 min, in
Tris-Puffer (TBS) zur Reinigung der Schnitte von HyOy. Zum Abséttigen elektrostatischer
Ladungen und der Blockierung des endogenen Avidins erfolgte eine Inkubation fiir 30 min bei
Raumtemperatur in 1 x TBS/1% bovinem Serumalbumin (BSA) gelost in 10% Normalse-
rum (NS), versetzt mit 4 Tropfen Avidin/ml. Die Anlagerung des Priméarantikorpers verlief
parallel zur Blockade des endogenen Biotins. Hierzu wurden die Schnitte fiir 60 min dem
Primérantikorper ausgesetzt. Dies erfolgte durch Applikation von 100 pl Losung/Farbefeld
in welcher der Primérantikorper in TBS/BSA versetzt mit 4 Tropfen Biotin/ml gelost war.
Es schloss sich ein Waschvorgang mit TBS fiir 2 x 5 min an. Nun erfolgte die Bindung
des biotinylierten Sekundérantikorpers, an den Primérantikorper, welcher an das Antigen
im Praparat gebunden hatte. Hierzu wurden erneut 100 pl Losung/Farbefeld appliziert, in
welcher bei diesem Durchgang der Sekundérantikorper ebenfalls in TBS/BSA geltst war.
Nach 60 min Inkubation des Sekundéarantikorpers erfolgte ein Waschvorgang. Zur Bildung
des AB-Komplexes und Bindung an den Sekundéarantikorper erfolgte die Applikation von
100 pl ABC-Reagenz/Farbefeld mit anschlieBender Inkubation von 30 min bei RT. Nach er-
neutem Waschen wurde zur Detektion der HRP Carbazol + 100 pl 30% H,O, fiir 12 min
auf der Schiittelplatte in vollkommener Dunkelheit appliziert.

Abschliefend wurden die Praparate mit Himalaun nach Mayer durch Tauchen gegen-
gefarbt und mit Glyceringelantine eingedeckt. Zur Negativkontrolle der Farbung wurde bei
jeweils zwei Feldern eine Pufferlésung anstelle des Primérantikorpers verwendet. Hierdurch
konnte eine Reaktion des zweiten Antikorpers gegen unspezifische Antigene ausgeschlossen
werden. Zur Kontrolle der Blockierung der gewebseigenen Peroxidase wurden beide An-

tikorper durch Pufferlosungen ersetzt.

3.6.6 EnVision' -Methode

Die EnVision  -Methode ist ein Polymer-gekoppeltes Nachweisverfahren zur Farbung von

Oberflachenstrukturen, die zur Unterscheidung von Zellen, beispielsweise eines Zellinfiltrates,
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Tabelle 8 — Protokoll der ABC-Methode Modifiziertes Protokoll der Firma DakoCytomation
Corporation, Carpinteria, CA, USA. In Anlehnung an [187] TBS = Tris-Puffer, BSA = Bovines
Serum Albumin, RT= Raumtemperatur

Vorgang Lésung Zeit /Temperatur
Waschen TBS 5 min
Peroxidaseblockierung 0,075% H50, in 1 x TBS 7 min
Waschen 1 x TBS 5 min
Absittigen elektrostatitscher Ladung 10% NS in 1 x TBS, 1% BSA + 4 Trop- 30 min/RT
fen Avidin/ml
Anlagerung Primérantikorper 100 pl/Férbefeld 60 min/RT
Primédrantikorper in 1 x TBS, 1%
BSA + 4 Tropfen Biotin/ml
Waschen 1 x TBS 2 X 5 min
Anlagerung Sekundérantikorper 100 pl/Férbefeld 60 min/RT
Sekundédrantikérper in 1 x TBS,
1% BSA
Waschen 1 x TBS 2 X 5 min
Bildung AB-Komplex ABC-Reagenz 30 min/RT
Waschen 1 x TBS 2 X 5 min
Substratumsatz Carbazol + 100 nl 30% H,O, 12 min auf Schiittel-
platte in Dunkelheit
Waschen 1 x TBS 2 x 5 min
Blauen der Kerne Hamalaun nach Mayer Tauchen
Spiilen Leitungswasser 10 s
Konservierung Glyceringelantine
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dienen sollen. In der vorliegenden Arbeit wurden allerdings vor allem Kollagene und MMPs
mit dieser Methode nachgewiesen.

Wie auch bei der ABC-Methode wurden die einzelnen Schnitte nach dem Auftauen,
um ein Verlaufen der Reagenzien zwischen den Gewebeschnitten zu vermeiden, zunéchst
mit dem Diamantschleifer umrandet. Es folgte eine Gewdhnung an das Puffermilieu fiir
5 min in PBS. AnschlieBend wurde zur Blockierung der endogenen Peroxidase fiir 7 min
in 0,075% H30, in PBS inkubiert. Nach erneutem Waschen schloss sich die Anlagerung
des Primédrantikorpers durch 60 min Inkubation des gelosten Antikorpers in PBS/10% feta-
lem Kélberserum (FCS) an. Vor dem zweiten Schritt, der Inkubation mit der EnVision' -
Polymerlosung, erfolgt ein erneuter Waschvorgang fiir 2 x 5 min mit PBS. Die gebrauchsfer-
tige EnVisionTM—Polymerlésung wurde fiir 30 min appliziert. Nach der Inkubation wird fiir
2 X 5 min gewaschen, bevor zum Substratumsatz fiir 10 min Carbazol + 100 nl 30% Hy0,
hinzu gegeben wird.

Nach letztmaligem Waschen fiir 5 min in PBS wurden die Préparate mit Himalaun nach
Mayer durch Tauchen gegengefdrbt und, nach spiilen mit Leitungswasser, mit Glycerin-
gelantine eingedeckt. Zur Verifizierung fiir die HoOo-Blockade und der Spezifitit des Se-

kundéarantikorpers wurden Negativkontrollen mitgefiihrt.

3.6.7 DeadEnd™" Colorimetric TUNEL-Assay

Zum Nachweis apoptotischer Zellen in den Myokardschnitten, fand die DeadEnd" " Colorimetric
TUNEL-Methode der Firma Promega Corporation, Mannheim, DE Anwendung. Hierbei
wird fragmentierte DNA aus zugrunde gegangenen Zellen mittels biotinylierter Nucleotid-
verbindungen detektiert. Diese wird durch die Rekombinante Terminal Deoxynucleotidyl-
Transferase (rTdT) an das 3’ Ende der DNA-Fragmente angeheftet. Durch Zugabe von
Streptavidin HRP wird der Farbumschlag katalysiert. Das genaue Protokoll der Féarbung ist
in Tabelle 10 dokumentiert.

Zu Beginn der Farbung wurden die Schnitte zur Gewdhnung an das Puffermilieu nach
Auftauen fiir 5 min in PBS inkubiert. Es folgte eine Fixierung der Schnitte in 10% gepuf-
fertem Formalin fiir 15 min. Nach zweifachem Waschen fiir jeweils 5 min in PBS zur Ent-
fernung des Formalins wurden die Schnitte zur Demaskierung der Oberfliche fiir 30 min in
eine Proteinase-K-Losung gegeben. Diese wurde nach Inkubation ebenfalls durch zweifaches
Waschen entfernt. Nach Demaskierung erfolgte ein erneuter Fixierungsschritt mit 10% ge-
puffertem Formalin diesmal jedoch nur fiir fiir 5 min. Nach Entfernung des Formalins durch
erneutes Waschen, erfolgte die Gewchnung an das neue Puffermilieu durch 10 min Inkubation
in Aquilibrationspuffer. Zum Nachweis fragmentierter nuklesirer DNA-Segmente aus apopto-
tischen Zellen wurden 100 pl rTdT-Reaktionsmix pro Farbefeld appliziert und fiir 60 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurden die Schnitte fiir 15 min
in SSC-Puffer getaucht und anschlieSend zwei Mal gewaschen. Dies dient der Entfernung un-

gebundener biotinylierter Nucleotide von der Schnittoberfliche. Nun erfolgte die Blockierung
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Tabelle 9 — Protokoll der EnVision' " -Methode Modifiziertes Protokoll der Firma DakoCy-
tomation Corporation, Carpinteria, CA, USA. In Anlehnung an [187], PBS=Phosphat-Puffer,

FCS=fetales Kilberserum

Vorgang Losung Zeit
GewOhnung an Puffermilieu 1 x PBS 5 min
Peroxidaseblockierung 0,075% H505 in 1 x PBS 5 min
Waschen 1 x PBS 5 min
Anlagerung Primérantikorper Primérantikorper in 1 x PBS, 10% FCS 60 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Anlagerung EnVision-Antikorper EnVisionTM—Polymerlésung 30 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Substratumsatz Carbazol + 100 pl 30% H204 10 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Kernfarbung Hémalaun nach Mayer 30 s
Spiilen Leitungswasser 10 s
Eindecken Glyceringelantine
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der endogenen Peroxidase durch Tauchen der Schnitte in 0,15% Hy05 in PBS fiir 3 — 5 min.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Bindung von Streptavidin an das Biotin
der Nucleotide wihrend eines 30 min Inkubationsschrittes. Anschliefend wurde das Strepta-
vidin durch erneutes Waschen von den Schnitten entfernt. Die Sichtbarmachung der Farbung
erfolgte durch Zugabe von Carbazol, welches den Farbumschlag des HRP-gelabelten Strepta-
vidins katalysiert. Durch ein letztmaliges Waschen wurde das iiberschiissige Carbazol wieder
entfernt.

Wie bei den beiden anderen Féarbungen wurden die Kerne durch Applikation von Hamalaun
nach Mayer fiir 5 s gegengefdrbt und mit Leitungswasser gespiilt. Eingedeckt wurden die
Préparate mit Glyceringelantine. Es wurden Positiv- und Negativkontrollen bei jeder Fér-

bereihe mitgefiihrt. Zur Negativkontrolle wurde das rTdT-Reaktionsreagenz weggelassen.

3.6.8 Auswertung der histologischen Praparate

Die Auswertung der histologischen Préaparate wurde mit einem Leica DMRB Lichtmikroskop
bei 200-facher Vergréflerung durchgefiihrt. Die Schnitte wurden ohne Kenntnis der Gruppen-
zugehorigkeit meanderférmig durchsucht und pro Schnitt ca. 20 Gesichtsfelder fotografiert
und digitalisiert. Zur quantitativen Auswertung der gefidrbten Schnitte wurde die farbkodier-
te digitale Bildanalyse mit dem Programm Lucia G Version 3.51 von Imaging Laboratories
durchgefiihrt. Hierbei wird nach Auswahl der Messfliche der Hintergrund markiert und in
einem zweiten Schritt von Herzmuskelgewebe subtrahiert, um Férbeartefakte nicht in die
Auswertung einflieBen zu lassen. In der so markierten Messflache findet sich ausschlieflich
Herzmuskelgewebe. Hierin wird dann mit einem jeweils spezifischen Makro fiir flichenhafte
bzw. punktformige Antigene die positiv gefarbte Fliche im Verhéltnis zum umliegenden Ge-
webe errechnet. Schliefilich werden die Daten aus den einzelnen Gesichtsfeldern summiert
und der Anteil von Antigen zu Muskel bei flichenhaften Antigenen als Flichenfraktion in
Prozent dargestellt. Punktférmige Antigene werden als Zellen/mm? angegeben. Das Verfah-
ren der verblindeten Auswahl der Gesichtsfelder und der computergestiitzten Auswertung
ermoglicht ein weitgehend Untersucher-unabhéngiges Ergebnis und stérkt die Objektivitét
der Daten.

3.7 RNA-Aufbereitung

Fiir die RNA-Isolation im Rahmen der vorgelegten Studie wurde, im Fall der Expressionsun-
tersuchungen in kardialen Geweben, zunéchst eine Extraktion der RNA durchgefiihrt. Hierfiir
wurde das Reagenz Trizol® der Firma Invitrogen verwendet. Fiir die anschliefende Aufreini-
gung und den DNA-Verdau, wie sie sowohl mit der gewonnenen RNA aus den Gewebeschnit-
ten, wie auch mit dem Material der Zellkulturversuche durchgefiihrt wurde, verwendeten wir
das RNeasy® Mini-Kit und die DNAse I von Qiagen. Fiir die Reverse Transkription fand
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Tabelle 10 — Protokoll der DeadEnd™" Colorimetric TUNEL-Methode Modifiziertes Pro-
tokoll der Firma Promega Corporation, Mannheim, DE zur Detektion apoptotischer Zellen auf
Kryoschnitten. PBS=Phosphat-Puffer, SSC=Saline Sodium Citrat, RT=Raumtemperatur

Vorgang Lésung Zeit /Temperatur
GewoOhnung an Puffermilieu 1 x PBS 2 X 5 min
Fixierung 10% gepuffertes Formalin 15 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Demaskierung 1:500 Proteinase-K in 1 x PBS 30 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Fixierung 10% gepuffertes Formalin 5 min
Waschen 1 x PBS 2 X 5 min
Aquilibrieren 100 pl Aquilibrationspuffer 10 min

Nachweis fragmentierter DNA
Reaktion beenden

Waschen
Peroxidaseblockierung

Waschen

Bindung von Streptavidin an Biotin

Waschen
Substratumsatz
Waschen
Kernfarbung
Spiilen

Eindecken

100 pnl rTdT-Reaktionsmix

60 min/37 °C

1 x SSC 15 min
1 x PBS 2 X 5 min
0,15% Hy04 3—5 min
1 x PBS 2 X 5 min
Streptavidin HRP (gelost in 1:500 PBS) 30 min
1 x PBS 2 X 5 min
Carbazol + 100 pl 30% H2O0- 12 min
1 x PBS 5 min
H&malaun nach Mayer 30 s
Leitungswasser 10 s
Glyceringelantine
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das High-Capacity-Archive Kit von Applied Biosystems, Darmstadt (ABI) Verwendung. Die

Protokolle der Hersteller wurden weitestgehend iibernommen.

3.7.1 Extraktion von RNA aus kardialem Gewebe

Zur Isolation der RNA aus dem kardialen Gewebe wurde zunéchst das Gewebestiick in ein,
mit 400 pl Trizol® gefiilltes, Eppendorfgefil gegeben und mittels des Pellet Pestle homo-
genisiert. Im Anschluss hieran wurden erneut 400 pl Trizol® hinzugegeben und die Lésung
wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur auf dem Thermomixer bei 1.000 Umdrehungen pro
Minute (RPM) inkubiert. AnschlieBend wurden 160 pl Chloroform in jedes Reaktionsgefaf3
pipettiert und die Proben fiir 10—15 s geschiittelt und zusétzlich gevortext. Nach 15 min Zen-
trifugation bei 4 °C und 12.000 g stellten sich im Reagenzgefafl drei Phasen dar. Die obere
klare Phase enthélt hierbei die Ribonucleinsaure (RNA), die mittlere weifle Phase enthélt die
Proteine und die untere rosafarbene Phase enthilt die Desoxyribonukleinsdure (DNA). Die
obere klare Phase wurde abpipettiert und in ein neues Reagenzgefafl gefiillt. Hierzu wurden
400 pl Isopropanol hinzugegeben und die Probe wurde erneut durchgemischt. Es folgte ein
weiterer Inkubationsschritt fiir 10 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss hieran wurden die
Proben ein zweites Mal bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert. In diesem Schritt fallt die RNA
am Boden des Gefifles als ein Pellet aus. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen.
Zum Losen der RNA wurde das Pellet in 100 pul RNAse freiem Wasser resuspendiert.

3.7.2 Aufreinigung der RNA und DNA-Verdau

Zur Aufreinigung der gewonnenen RNA aus den kardialen Geweben wie auch dem Mate-
rial aus den Zellkulturversuchen, wurden 350 pl RNeasy Lyse (RLT)-Puffer (enthilt 1%
Mercapto-Ethanol) und 250 pl abs. Ethanol gegeben und gut durchmischt. Die Bindung der
RNA an die Saule des RNeasy-Kits erfolgte durch Hinzugabe der RNA-haltigen Losung und
anschliefende 15 s Zentrifugation des Reaktionsgefédfies. Der sich unterhalb des Filters abge-
setzte Puffer mit dem Alkohol wurde verworfen. Es folgte ein Waschvorgang wofiir 350 pl
RW Puffer (RW1) auf die Séule gegeben wurde und eine weitere Zentrifugation bei Raum-
temperatur mit 12.000 g fiir 1 min.

AnschlieBend wurden 80 ul DNAse-Mix (10 pl DNAse I 4+ 70 ul RDD-Puffer) auf die Saule
gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Waschvorgang
wie oben bereits beschrieben. Hinzu kam ein doppelter Waschvorgang der Sdule mit RPE
Puffer (RPE). Hiervon werden 500 pul auf die Sdule gegeben und fiir 2 min bei Raumtem-
peratur mit 9.300 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und es erfolgt eine weitere
Zentrifugation bei gleicher Geschwindigkeit fiir 1min zur Trocknung der Sdule. Im Anschluss
wird die RNA nun mit 30 pl RNAse-freiem Wasser von der Séule eluiert. Diese wurde zuvor
durch eine Sichtpriifung evaluiert. Die Sdule wurde nun bei Raumtemperatur ein letztes Mal

fiir 5 min inkubiert und im Anschluss bei maximaler Geschwindigkeit (16.100 g) abzentrifu-
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giert. Die Sdulen wurden nach diesem Schritt verworfen und die RNA war gelést in Wasser
im Reaktionsgefaf.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1 pl jeder Probe im Nano Drop (Ther-
mo Scientific-PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, DE) photometrisch untersucht. Die Wer-
te wurden durch die vom Hersteller mitgelieferte Software Nanodrop-1000 Version 3.1.2 in

ng/ml ausgegeben.

3.7.3 Reverse Transkription

Um die gewonnenen RNA-Proben in komplementéire DNA (¢cDNA) umzuschreiben, wurde
eine Reverse Transkription (RT) mittels des High-Capacity-Archive Kits von ABI durch-
gefithrt. 1 pg RNA wurde auf ein Volumen von 10 pl mit RNAse-freiem Wasser aufgefiillt
und die RNA wurde bei 70 °C im PCR-Cycler denaturiert. Nach einer Zentrifugation wurden
10 ul des 2-fach konzentrierten Mastermixes (Tabelle 11) hinzupipettiert. Die Umschreibung
der RNA in cDNA erfolgte im PCR-Cycler nach folgendem Programm: Zunéchst wurden die
Proben fiir 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss hieran erfolgte eine zwei-
stiindige Inkubation bei 37 °C. Zum Schluss wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt. Im
Anschluss an die RT wurden die gewonnene cDNA mit 80 nl RNAse freiem Wasser verdiinnt
und bei —20 °C gelagert.

Tabelle 11 — Zusammensetzung des RT-Mastermix Mengenangaben zum Pipettieren des 2-
fach konzentrierten Mastermixes fiir die Reverse Transkription (Mengenangaben fiir 1 Reaktion).

Reagenz Volumen
10 x RT-Puffer 2l
25 x dNTP-Mix 0,8 ul
10 x Random-Primer 2l
Multiscribe RT (50 U/nl) 1l
RNAse-freies Wasser 4,2 nl

3.8 Quantifizierung von RNA durch Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die qPCR ist eines der modernsten Verfahren der Molekularbiologie zur Echtzeit-Quantifi-
zierung von DNA-Sequenzen in Testreihen. Um neben DNA-Sequenzen auch RNA messbar

zu machen, bedient man sich der Umschreibung von RNA-Sequenzen in ¢cDNA, wie zuvor
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beschrieben. Zur Begriffsklarung sei gesagt, dass die Abkiirzung RT-Polymerase Kettenrak-
tion (PCR), welche fiir das seit langem etablierte Verfahren der Kombination aus rever-
ser Transkrition zur Umschreibung von RNA zu ¢DNA und klassischer PCR steht, haufig
missbrauchlich fiir den Begriff real time PCR verwendet wird, was synonym fiir die qPCR
gebraucht wird. Um diesen Irrtum zu umgehen, soll im weiteren Verlauf von der qPCR als
Abkiirzung fiir quantitative PCR gesprochen werden und um den Zusatz qRT-PCR erwei-
tert werden, wenn es sich um eine Kombination der Verfahren reverse Transkription und
quantitativer PCR handelt.

3.8.1 Die quantitative TagMan® PCR

Die qPCR wurde erstmals 1991 beschrieben [188]. Sie erlaubt es, im Unterschied zur klas-
sischen PCR Methode, den Anstieg des PCR Produkts im Verlauf der Amplifizierung zu
beobachten. Dies ermoglicht eine sehr préizise Analyse weniger zuvor festgelegter Gene. Er-
reicht wird dieser Vorteil gegeniiber der klassischen PCR durch die Zugabe eines Fluores-
zenzfarbstoffes. Die Zunahme der Fluoreszenz im Verlauf der Amplifikation ist hierbei direkt
proportional zum entstandenen Amplifikat. Dies wiederum ist proportional zur urspriinglich
eingesetzten Template-Menge an ¢cDNA. Die TagMan-PCR beruht auf der 5’-Exonuklease-
Aktivitat der Tag-Polymerase. Diese Polymerase ist ein Produkt des Bakteriums Thermus
aquaticus (Taq) und zeichnet sich durch eine besonders hohe Thermostabilitit aus [189]. Die
Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, an dessen 5’-Ende sich der Reporterfarbstoff Fluo-
rescein (FAM) befindet und das den Quencherfarbstoff Tetramethylrhodamin (TAMRA)
am 3’-Ende tragt. Jede Sonde ist zudem phosphoryliert, um eine Extension des 3’-Endes
wahrend der Amplifikation zu vermeiden. Solange diese Sonde intakt ist, gibt sie kein fluo-
reszierendes Signal ab. Dieser Mechanismus beruht auf dem Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer (FRET), welcher dazu fiihrt, dass die Fluoreszenzenergie des Reporterfarbstoffes
auf den Quencher {ibertragen wird und seine Wirkung nicht entfalten kann. Erst wenn die
Sonde durch die 5-Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase gespalten wird und der Re-
porterfarbstoff durch rdumliche Trennung von Reporter und Quencher frei wird, kommt es
zur Fluoreszenz.

Zur Auswertung der gewonnen Ergebnisse der PCR werden Threshold-Cycle (Cr)-Werte
festgelegt, die den Ubergang von Hintergrundsignal zu exponentiellem Anstieg iiber die
Grundlinie darstellen. Diese C'r-Werte des gesuchten Gens werden dann zu einem s.g. Haus-
haltsgen ins Verhéltnis gesetzt. Das Haushaltsgen (hier CDKN1b) ist ein Gen, welches un-
abhéangig von Zelltyp, Zellstadium und weiteren Einfliissen in gleicher Intensitiat exprimiert
wird. Die Subtraktion der C'r-Werte von nachzuweisendem Gen und dem Haushaltsgen wird
als AC7 bezeichnet und stellt das Ergebnis der Messung dar. Je niedriger der Cr-Wert des
gesuchten Gens ist, desto mehr Zielsequenz war in der untersuchten Probe vorhanden. Die

27ACT

Angabe der Genexpression schliellich erfolgt als . Alle Amplifikationen wurden doppelt

durchgefiihrt und als Mittelwert angegeben. Zur Negativkontrolle wurden Wells ohne cDNA
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gefithrt. Alle Analysen wurden mit dem Genexpression-Mastermix der Firma Applied Bio-
systems, Darmstadt (ABI) durchgefiihrt. Tabelle 12 zeigt die verwendeten Gen Expression
Assays mit Angabe der Gen-Assay 1D.

Tabelle 12 — Verwendete Gen Expression Assays der Firma ABI fiir die TagMan® PCR
Dargestellt sind alle bei der TagMan® PCR verwendeten Gen Expression Assays unter Angabe
der Gen Assay ID

Gen Gen-Assay-ID
CAR Mm00438361_m1
CDKN1b Mm00438167_g1
CollA1l Mm01302043_gl
Col3A1 Mm00802331_m1
IFN- Mm00439552 _s1
IFN-y Mm00801778_m1
IL-18 Mm00434228_m1
IL-6 Mm00446190_m1
1L-10 Mm00439616_m1
TNF-a Mm00439616_m1
18S Hs99999901_s1

3.9 CVB3-Infektion und Stimulation mit IL-6 in vitro

Zum besseren Verstdndnis der zelluliren Mechanismen der viralen Myokarditis wurde ein
funktionelles in vitro-Modell etabliert. In diesem Teil der Arbeit wurde die mRNA Expression
fiir IL-6 und TNF-a nach CVB3-Infektion und Stimulation mit rekombinantem IL-6 bei
Kardiomyozyten, Fibroblasten und Makrophagen untersucht.

Murine adulte kardiale Fibroblasten aus dem Herzgewebe von zwolf Wochen alten Mausen
wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) versetzt mit 20% FCS und 1%
Penicillin /Streptomycin kultiviert. Die Passagezahl der Zellen, fiir diese Experimente betrug
4 — 8. Die murinen Kardiomyozyten der Zelllinie HL-1 wurden in Claycomb Medium (SAFC
Biosciences, Kansas, USA) kultiviert, welches mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin,
200 mM L-Glutamin (Biochrom, Berlin, DE) und 10 mM Norepinephrin (Sigma, Steinheim,
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DE) als Endkonzentration im Medium versetzt war. Zur Bewertung der Makrophagen kamen
die murinen Leukémiezellen der Zelllinie RAW zum Einsatz, welche in RPMI 1640-Medium
mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert wurden.

Fiir die Infektionsversuche bzw. die Stimulation mit rekombinantem IL-6 wurden die Zel-
len auf Zellkulturplatten transferiert. Die Fibroblasten wurden in 12-Well-Platten mit einer
Zelldichte von 150.000/Well iiberfiihrt. Fiir die HL-1- und die RAW-Zellen wurden 24-Well-
Platten verwendet und eine Dichte von 200.000 Zellen/Well bei den HL-1 und 500.000 Zel-
len/Well bei den RAW-Zellen angestrebt. 24 h vor Beginn der Infektion bzw. Stimulation
wurde das Nihrmedium ersetzt durch Aushungermedium des jeweiligen Typs mit 0,5% FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin.

Fiir die Infektion verwendeten wurde CVB3 (Nancy strain, ATCC VR-30) verwendet,
welches in einem Muliplizitdat der Infektion (MOI)-Verhéltnis von 0,5 der Kultur zugefiihrt
wurde. Zur Interaktion von Virus und Zellen erfolgte eine Inkubation im Brutschrank bei
37 °C fiir 1 h in dem jeweiligen komplett serumfreien Medium. Nach der Infektion wurden
die Zellen 2 x mit dem jeweils verwendeten Aushungermedium gewaschen und fiir weiter 5
bzw. 23 h in Aushungermedium inkubiert. Fiir die Stimulation wurde analog zur Infektion
verfahren, es wurde jedoch anstelle des Virus 10 ng/ml murines IL-6 (PeproTech, Hamburg,
DE) in das Aushungermedium gegeben und fiir den gesamten Zeitraum auf den Zellen be-
lassen. Nicht infizierte bzw. stimulierte Zellen wurden bei allen Versuchen als Kontrollen

mitgefiihrt und exakt gleich zu den infizierten/stimulierten Zellen behandelt.

3.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten wurde mit dem Programm Graph Pad
Prism in der Version 5.0 durchgefiihrt. Alle Daten wurden als Mittelwert (MW) + Standard-
fehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Es wurde zunéchst auf eine Normalverteilung der
Daten getestet. Da die meisten Parameter keine Normalverteilung aufwiesen, wurden die
Daten mit dem Mann-Whitney U Test auf Signifikanz hin getestet. Dieser ist von einer Nor-
malverteilung und ungleicher Varianz unabhéngig. Statistische Signifikanz wurde fiir einen

P-Wert < 0,05 angenommen.
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Tabelle 13 — Verwendete Verbrauchsmaterialien Dargestellt sind alle bei Studien verwende-
ten Verbrauchsmaterialien unter Angabe der Bezeichnung bzw. weiterer Spezifikationen und der

Bezugsquelle.

Artikel Bezeichnung/Spezifikationen Bezugsquelle
Deckgléser 21 x 26 mm Menzel-Glaser, Braunschweig, DE
Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml Sarstedt, Niirnbrecht, DE

Feintiicher
Kryotubes
Injektionskaniilen
Objekttrager
PCR-Tubes
Pipettenspitzen
Reaktionsgefafle
Spritzenvorsatzfilter
12-Well-Platte

24-Well-Platte

Kim Wipe lite
1,8 ml

18 G und 20 G
Super-Frost Plus

0,2 ml, konischer Deckel

Safe-Lock oder RNAse-frei

Filtergrofe 0,2 mm

Hakle-Kimberley,Mainz, DE
Sarstedt, Niirnbrecht, DE

Braun, Melsungen, DE
Langenbrinck, Emmendingen, DE
Biozym, Hess. Oldendorf, DE
Sarstedt, Niirnbrecht, DE
Sarstedt, Niirnbrecht, DE
Biometra, Gottingen, DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
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Tabelle 14 — Verwendete Laborgerdte Dargestellt sind alle bei Studien verwendeten Laborgerite
unter Angabe der Bezeichnung bzw. des Typs und der Bezugsquelle.

Laborgerit Bezeichnung/Typ Bezugsquelle
Autoklav Hartmann, Schleswig, DE
Beatmungsgerit Rodent Ventilator Typ 7025 Ugo Basile, Comerio VA, Italien
Brutschrank Function Line Heraeus, Osterode, DE

Druck-Volumen-Amplifier-System
Eismaschine
Gefrierschrank —20 °C
Gefrierschrank —80 °C
Homogenisator
Horizontalschiittler
Konduktanzkatheter
Kiihlzentrifuge 4 °C
Laborwaage, elektronisch
Magnetriihr-/Heizplatte
Mikroskop

pH-Meter

Photometer

Pipetten
Prizisionswaage
Mikrotom

Thermomixer
Thermozykler
Tischzentrifuge

Vortexer

Wasserbad

MPVS 300/400
AF-10

Economic super
Nuaire Ultralow Freezer
Pellet Pestle Motor
SM-25

1,2 French
Centrifuge 5415R
DMS 580

Ikamag RCT
DMBRE

Knick Digital 646

NanoDrop ND1000

HM 560

Comfort
Mastercycler gradient
Centrifuge 5415 C
VF2

GFL

Millar Instruments, Houston, USA
Scotsman, Vernon Hills, USA
Bosch AG, Stuttgart, DE

Zapf Instrumente, Sarstedt, DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Edmund Biihler, Tiibingen, DE
Scisense Inc., Ontario, Canada
Eppendorf, Wessling-Berzdorf, DE
Kern Elektronik, Albstadt, DE
IKA-Labortechnik, Staufen, DE
Leica, Wetzlar, DE

Beyer, Diisseldorf, DE

Thermo Scientific, Wilmington, USA
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Sartorius, Géttingen, DE

Fisher Scientific, Walldorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
IKA-Labortechnik, Staufen, DE

Burgwedel, DE
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Tabelle 15 — Verwendete Puffer und Chemikalien Dargestellt sind alle bei Studien verwendeten
Puffer und Chemikalien unter Angabe der Bezeichnung bzw. Abkiirzung und der Bezugsquelle.

Artikel Bezeichnung

Bezugsquelle

3-Amino-9-Ethylcarbazol

ABC-Kit

Aceton

Ammoniumacetat

Ammoniumsulfat

Aqua bidest. Aqua-Spiillésung, steril

Avidin-Biotin-Blocking-Kit

Borséure fiir die Molekularbiologie
Bovines Serumalbumin BSA, lyophylisiert
Buprenorphin

Calciumchlorid CaCls, gekornt
Chloroform

Claycomb-Medium

Dako EO 468 Immunhistochemie 2. AK
DNAse I-Set RNAse-frei
Dimethylsulfoxid VWR DMSO

DMEM

EDTA

Eosin Y

Essigséure 100% (Eisessig)

Ethanol absolut Dab 9 reinst

FCS

Glycerol

Héamalaun nach Mayer

High Capacity-Kit cDNA RT Kit

ol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Vector Labs, Burlingame, USA
VWR Merck Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
Serva, Heidelberg, DE

Delta Select, Pfullingen, DE
Vector Labs, Burlingame, USA
VWR Merck, Darmstadt, DE

Vector Labs, Burlingame, USA

VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
SAFC Biosciences, Kansas, USA
Dako, Hamburg, DE

Qiagen, Hilden, DE

Merck, Darmstadt, DE

A & E Scientific, Pasching, A
VWR Merck, Darmstadt DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
Biochrom, Berlin, DE
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE

Applied Biosystems, CA, USA
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Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
N,N-Dimethylformamid
Norepinephrin
Paraformaldehyd
Penecillin/Streptomycin
Protein Assay Kit BCA
RNeasy Kit

RNAse Zap

RPMI-1640

SSC

TagMan Master Mix
Tissue Tek

Trapanal

Tris-BASE

Tris-HCl

Triton X-100

Trizol LS Reagent

Vitro Clud

Wasserstoffperoxid

L-Gln

als Hexahydrat

als Platzchen

(PFA)

RNA-Extraktion

aktiver RN Ase-Inhibitor

Saline Sodium Citrat

Gene Expression Master Mix

Einbettmedium

Thiopental

zur RNA-Isolierung
Corbit Balsam

30% H202 (v/v), wissrig

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE

Biochrom, Berlin, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
A & E Scientific, Pasching, A

Millipore, Billerica, USA

Qiagen, Hilden DE

Ambion, Austin, USA

Biochrom, Berlin, DE

Promega Corporation, Mannheim, DE
Applied Biosystems, CA, USA
Sakura, Zoeterwoude, NL
Glaxo-Smith, DE

VWR Merck, Darmstadt, DE

VWR Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Taufkirchen, DE

Invitrogen, Karlsruhe, DE

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE

Sigma, Taufkirchen, DE

o2



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der zuvor beschrieben Methoden, die im Rahmen
der vorliegenden Studie erzielt wurden, dargestellt. Teile dieser Ergebnisse wurden bereits
in [190] publiziert.

4.1 Schweregrad der viralen Myokarditis

Die Klassifikation der viralen Myokarditis erfolgte im Fall der vorliegenden Studie durch die
Erfassung von Korper-, Herz- und Lungengewicht als Parameter fiir die allgemeine Krank-
heitsauspriagung. Zur Evaluation der inflammatorischen Aktivitat im Myokard wurde eine
HE-Farbung angefertigt.

Insgesamt zeigten alle Tiere dhnliche Ausgangsgewichte. Die infizierten Tiere (CVB3 und
IL6RAB CVB3) wiesen siecben Tage nach Infektion das 0,8-Fache des Korpergewichts (P
< 0,0001) und einen 6,4-fachen Anstieg im linksventrikuldren (LV) Gewicht (P < 0,0001)
gegeniiber den jeweiligen Kontrolltieren (Ko und IgG) auf. Ein signifiaknter Unterschied
bei den Lungengewichten konnte zwischen infizierten Gruppen (CVB3 und IL6RAB CVB3)
und jeweiliger Kontrolle (Ko und IgG) nicht nachgewiesen werden. Bei Korpergewicht, LV-
Gewicht und dem Lungengewicht (trocken) bestand ferner kein signifikanter Gewichtsunter-
schied zwischen den Gruppen CVB3 und IL6RAB CVB3. Das Feuchtgewicht der Lungen
war bei den Tieren der Gruppe CVB3 jedoch um den Faktor 1,1 (P = 0,0432) im Vergleich
zur Gruppe IL6RAB CVB3 erhoht.

Tabelle 16 — Gewichtsangaben der Tiere sieben Tage nach viraler Infektion. Alle Angaben in
Gramm (g). Die Datensitze wurden als MW 4 SEM ausgewiesen (¥ = P < 0,05 vs. Ko; f = P
< 0,05 vs. IgG; * = P < 0,05 vs. CVB3).

Tiergruppen Ko IgG CVB3 IL6AB CVB3
Korpergewicht 24,2 + 0,3 23,5 + 0,2 19,3 £ 0,4 # 18,6 £ 0,71
LV Gewicht 0,11 + 0,005 0,11 + 0,002 0,7 + 0,002 # 0,7 £ 0,006 T
Lunge (feucht) 0,12 + 0,005 0,12 + 0,002 0,13 = 0,004 0,12 + 0,002 *
Lunge (trocken) 0,04 + 0,004 0,04 + 0,003 0,04 + 0,004 0,04 + 0,002

Als Ubersichtsfirbung und zur Klassifizierung der Myokarditis wurde eine HE-Firbung
angefertigt (Abbildung 8 A-D), welche als Grundlage fiir die Anwendung des Myokarditis
Scores darstellte. Die Tiere der Kontrollgruppen (Ko und IgG) wiesen kein Infiltrat auf

und wurden somit mit Grad 0 eingestuft. Die Tiere der unbehandelten Gruppe wiesen nach
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Infektion ein deutliches Ausmafl an entziindlichem Infiltrat auf und wurden als Grad 2 - 3
(6 Tiere), Grad 2 (1 Tier) und Grad 1 (1 Tier) eingestuft. Signifikant hiervon unterschied
sich die Gruppe IL6RAB CVB3. Sie wurden als Grad 2 (2 Tiere), Grad 1 - 2 (2 Tiere) und
Grad 1 (5 Tiere) eingestuft (Abbildung 8 E).

4.2 Myokardiale Expression von IL-6 in vivo

Zur Evaluation der Expression von IL-6 im Myokard nach CVB3 Infektion wurde eine im-
munhistologische Farbung angefertigt. Detektiert wurde die mRNA-Expression von I1.-6
mit einem Antikorper aus dem Kaninchen gegen Maus und mittels der EnVision' ' -Methode
sichtbar gemacht. Die nicht infizierte Gruppe Ko wies eine 3,1-fach (P = 0,0012) niedrigere
IL-6 mRNA-Expression im Vergleich zu CVB3 auf (Abbildung 9).
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Abbildung 8 — HE-Farbung und Myokarditis Score Reprasentative histologische Bilder der
Hamalaun-Eosin-Farbung (A-D) im linksventrikuldren Gewebe bei einer 200-fachen lichtmikrosko-
pischen VergroBerung. Die Gruppe ILBRAB CVB3 zeigt ein signifikant reduziertes entziindliches
Infiltrat verglichen mit der Gruppe CVB3. Die Gruppen Ko und IgG weisen keine Zeichen fiir
Inflammation auf. Ergdnzend dargestellt ist die Einordnung in den Myokarditis Score nach den

Graden 0 - 4 in der HE-Farbung (E). Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Da-
tensitze wurden als MW + SEM ausgewiesen.
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Abbildung 9 — Farbung IL-6 Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung von IL-6

in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher lichtmikro-

skopischer VergroBerung (A+B). Erganzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbkodier-
ten Bildanalyse der Farbung (C). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern pro
Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW +
SEM angegeben.
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4.3 Myokardiale Inflammation

Zur Analyse der Verdnderungen auf Proteinebene und in Folge auf zelluldrer Ebene im
Verlauf der viralen Myokarditis wurden im Rahmen der vorliegenden Studie verschiedene
Genexpressions-Experimente sowie immunhistologische Untersuchungen durchgefiihrt. Un-
tersucht wurde die Expression verschiedener Zytokine, die eine Schliisselposition im Prozess
der Inflammation einnehmen. Um die Bedeutung der frithen T-Zell-Reaktion explizit zu eva-
luieren, wurde ein gesonderter Versuch mit kiirzerer Versuchsdauer (3 Tage) durchgefiihrt
(Abbildung 16). Die wichtigsten Immunzellen sowie ICAM wurden 7 Tage nach Infektion
immunhistologisch detektiert (Abbildung 11 - 15).

4.3.1 Zytokinexpression im myokardialen Gewebe

Um die Auswirkungen einer IL-6 Rezeptorblockade auf die interzellularen Mechanismen bes-
ser zu verstehen, haben wir die wichtigsten Zytokine, die im Rahmen der Pathogenese der
viralen Myokarditis eine Schliisselposition einnehmen, genauer untersucht. Hierzu wurde die
mRNA-Expression der Zytokine TNF-o, IL-13, CCL2, IL-10, IFN-$ und TGF-§ sieben Ta-
ge nach Infektion mittels TagqMan® PCR im kardialen Gewebe quantifiziert. Die erhobe-
nen Werte der jeweiligen Sequenzen wurden zur Expression des Haushaltsgens CDKN1B
ins Verhéltnis gesetzt. Die IL-6 Rezeptorblockade fiihrte zu einer Reduktion der TNF-a-
Expression um das 2,4-fache (P = 0,04). Die Expression von IL-18 war um das 3,2-fache
(P = 0,003) reduziert. Fiir das antiinflammatorische Zytokin IL-10 sowie die proinflamma-
torischen Zytokine CCL2, IFN- und TGF-3 konnten keine signifikanten Unterschiede als
Auswirkung der I1-6 Rezeptorblockade ausgemacht werden (Abbildung 10).

4.3.2 Regulation von Adhédsionsmolekiilen

Zur Initiation der transendothelialen Migration von Immunzellen werden verschiedene Ober-
flichenmolekiile auf der Membran der kardialen Endothelzellen exprimiert. In dieser Studie
wurde im Besonderen das Intercellular Adhesion Molecule (ICAM) n#her untersucht. Ab-
bildung 11 zeigt das Ergebnis der immunhistochemischen Féarbung von ICAM im kardialen
Gewebe. Neben der basalen Expression des Molekiils in den Gruppen Ko und IgG, féllt eine
deutlich erhohte Expression nach Infektion in den Gruppen CVB3 und IL6RAB CVB3 auf.
Dariiber hinaus ist ein signifikanter Unterschied zwischen den infizierten Gruppen festzu-
stellen. Die Expression bei den behandelten Tieren (IL6BRAB CVB3) ist im Vergleich zu der
Kontrollgruppe CVB3 2 3-fach reduziert (P = 0,0007).
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Abbildung 10 — Kardiale Zytokinexpression Dargestellt ist die kardiale Zytokinexpression der
maBgeblich an der Inflammation beteiligten Botenstoffe aus kardialen Gewebeproben. TNF-a (A),
IL-1 B (B), CCL2 (C), IL-10 (D), IFN-B (E) und TGF-B (F). Die Werte wurden zur Expression
von CDKN1B ins Verhiltnis gesetzt. Alle Datensatze basieren auf 6 Werten pro untersuchter Pro-
be und wurden als MW + SEM ausgewiesen. =P <005 =P<001 "™ =P<0,001: "
= nicht signifikant
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Abbildung 11 — Farbung ICAM Reprisentative immunhistologische Bilder der Farbung von
ICAM in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher licht-
mikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbko-
dierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern
pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW

+ SEM angegeben.
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4.3.3 Immunzellinfiltration

Als wichtiger Hinweis fiir das Ausmafl der Inflammation allgemein und zur Differenzie-
rung zelluldrer Prozesse, wurde das kardiale Immunzellinfiltrat mittels immunhistologischer
Farbungen genauer analysiert. Die rein flichige Dimension des kardialen Zellinfiltrats als
mafigeblicher Marker fiir den Grad der Myokarditis wurde bereits bei der HE-Féarbung dar-
gestellt. Zur genaueren Differenzierung der einzelnen Populationen wurden spezifische Ober-
flichenmolekiile fir T-Zellen allgemein (CD3™), zytotoxische T-Zellen (CD87), Makrophagen
(CD68*) und aktivierte B-Zellen (CD80") gefirbt.

Fiir die T-Zellen allgemein wurde CD3, als eine Komponente des TCR, gefarbt. Sowohl
in der Gruppe Ko als auch IgG, konnte kein nennenswertes Infiltrat gefunden werden. Die
Gruppe CVB3 wies im Gegensatz hierzu ein signifikant erhéhtes Vorkommen an T-Zellen
auf. Die Gruppe ILERAB CVB3 wies ebenfalls eine Infiltration mit T-Zellen auf, jedoch
signifikant reduziert (6-fach; P = 0,0002) im Vergleich zur Gruppe CVB3 (Abbildung 12).
Die Population der CD8%-Zellen zeigte im Vergleich zu den CD3"-Zellen ein gegensitzliches
Bild. In den Gruppen Ko und IgG konnte auch im Hinblick auf die CD8%-Zellen kein wesent-
liches Vorkommen verzeichnet werden. Die Gruppe CVB3 wies eine signifikante Steigerung
an CD8%-Zellen im Vergleich zu den beiden erstgenannten Gruppen auf. Im Vergleich zwi-
schen den Gruppen CVB3 und IL6RAB CVB3 zeigte sich jedoch eine 1,8-fache Steigerung
(P = 0,035) an CD8%-Zellen in der Gruppe ILGRAB CVB3 (Abbildung 13). Die Féarbung
der CD68" zeigte in den Gruppen Ko und IgG keinen Unterschied und nur ein geringes
Vorkommen. Die Gruppe CVB3 wies in Abgrenzung hierzu ein deutlich gesteigertes Infil-
trat auf (Abbildung 14), welches in der Gruppe IL6RAB CVB3 1,7-fach reduziert war (P
= 0,036). Zur Quantifizierung des Anteils an B-Zellen im kardialen Infiltrat wurde CD80
als Oberflichenantigen aktivierter B-Zellen gefiarbt. Die CD80"-Zellen in den Gruppen Ko
und IgG sind kurz iiber der Nachweisgrenze, ein Unterschied zwischen den Gruppen konnte
nicht festgestellt werden. Die Gruppe CVB3 weist sieben Tage nach Infektion einen deutli-
chen Anteil von aktivierten B-Zellen im kardialen Infiltrat auf. Die Gruppe ILRAB CVB3
zeigt eine signifikante Reduktion (2,6-fach, P = 0,0002) der CD80%-Zellen verglichen mit der
Gruppe CVB3 (Abbildung 15).

Insgesamt findet sich ein sehr geringes Vorkommen von Immunzellen in den Gruppen
Ko und IgG. Ein deutlich gesteigertes Infiltrat mit Immunzellen weist die Gruppe CVB3
verglichen mit der nicht infizierten Gruppe Ko auf. Es wurden weniger T-Zellen Makrophagen
und aktivierte B-Zellen im kardialen Gewebe der Gruppe ILRAB CVB3 im Vergleich zu
CVB3 detektiert. Allerdings sind mehr CD8"-Zellen im Gewebe der behandelten Gruppe
IL6RAB CVB3 im Vergleich zur unbehandelten Gruppe CVB3 zu finden.
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Abbildung 12 — Farbung CD3*-Zellen Reprisentative immunhistologische Bilder der Firbung
CD3"-Zellen in kardialen Priparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher
lichtmikroskopischer VergréBerung (A-D). Erganzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen
farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfel-
dern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als

MW + SEM angegeben.
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Abbildung 13 — Farbung CD8%-Zellen Reprisentative immunhistologische Bilder der Farbung
CD8T-Zellen in kardialen Priparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher
lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen
farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfel-
dern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als

MW + SEM angegeben.
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Abbildung 14 — Farbung CD687-Zellen Reprisentative immunhistologische Bilder der Firbung
CD68"-Zellen in kardialen Priparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher
lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen
farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfel-
dern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als

MW + SEM angegeben.
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Abbildung 15 — Farbung CD807-Zellen Reprisentative immunhistologische Bilder der Firbung
CD80™-Zellen in kardialen Priparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher
lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen
farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfel-
dern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als
MW + SEM angegeben.
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4.3.4 Friihe T-Zell Aktivierung

Zur Analyse der frithen T-Zell Reaktion wurden mRNA Expressionsdaten von RORyt, 11.-23
Rezeptor, T-bet und IFN-y mittels TagMan® PCR 3 und 7 Tage nach Infektion erhoben
(Abbildung 16). Fiir den Ty 17-spezifischen Transkriptionsfaktor RORyt konnte nach 3 Tagen
eine signifikante Hochregulation in der Gruppe CVB3 im Vergleich zu Ko verzeichnet werden.
Dieser Anstieg war um das 3-fache hoher als in der Gruppe IL6RAB CVB3 (P = 0,001).
Zum 7-Tages-Zeitpunkt konnte dieser Unterschied nicht beobachtet werden (Abbildung 16
A). Beim I1-23 Rezeptor zeigte sich ebenfalls eine Hochregulation in den Gruppen CVB3
und IL6RAB CVB3 zum ersten Zeitpunkt. In der Gruppe CVB3 war dieser um das 1,7-
fache im Vergleich zu IL6RAB CVB3 erhoht (P = 0,026). Dieser Unterschied war zum
7-Tages-Zeitpunkt nur noch als Tendenz (P = 0,06) erkennbar. Die Parameter zur Tyl

Differenzierung T-bet und IFN-y wiesen zu beiden Zeitpunkten keine Unterschiede auf.
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Abbildung 16 — Friihe T-Zell Reaktion Dargestellt ist die Ty1- bzw. Ty17-Reaktion in kardia-
len Gewebeproben. Fiir die Ty17 Differenzierung ist der Transkriptionsfaktor RORyt (A) sowie
der IL-23 Rezeptor (B) dargestellt, welche beide von T17 Zellen exprimiert werden. Fiir die Tyl
Differenzierung wurden der Transkriptionsfaktor Tbet (C) sowie IFN-y (D) als Schliisselzytokin
analysiert. Die Werte wurden zur Expression von 18S ins Verhiltnis gesetzt. Alle Datensitze ba-
sieren auf 6 Werten pro untersuchter Probe und wurden als MW + SEM ausgewiesen. * = P <
0,05; ™ =P < 0,01; ™ = P < 0,001; "™ = nicht signifikant
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4.4 Kardiale Apoptose

Fiir die Darstellung der Apoptose nach viraler Myokarditis und der Auswirkungen einer
IL-6 Rezeptorblockade in diesem Zusammenhang, wurden die Anzahl apoptotischer Zel-
len (TUNEL"-Zellen) und die Initiation der Apoptose durch pro-apoptotische Zytokine
(RACK1) untersucht. Die Gruppen Ko und IgG zeigten in beiden Versuchen ein niedri-
ges Vorkommen gleichen Ausmafles. Nach Infektion mit CVB3 konnte sowohl fiir RACK1
als auch fiir TUNEL ein signifikanter Anstieg in der Gruppe CVB3 verzeichnet werden. In
der Gruppe IL6RAB fand sich fiir RACK1 eine 8,5-fache Reduktion (P = 0,0003) und fiir
TUNEL eine 1,8-fache Reduktion (P = 0,0286) im Vergleich zu CVB3 (Abbildung 17 und
18).

4.5 Kardiales Remodeling

Da das kardiale Remodeling immer mehr an Bedeutung fiir das Outcome der Patienten nach
einer Myokarditis gewinnt, wurde das Vorkommen diverser Faktoren, die diesen Prozess
nachweislich beeinflussen, auf Proteinebene niher untersucht. Neben a-Smooth muscle actin
(a-SMA) als Bestandteil des Myofibroblasten wurden Kollagen I und III sowie die MMPs 2
und 9 mittels immunhistologischer Farbung im kardialen Gewebe detektiert.

Fiir o-SMA zeigte sich in den Gruppen Ko und IgG ein geringes bzw. nicht nachweisbares
Vorkommen. Die Gruppe CVB3 hingegen wies einen 19-fachen Anstieg (P = 0,0002) von
a-SMA im Vergleich zu den beiden ersten Gruppen auf. Im Vergleich zwischen der Gruppe
CVB3 und IL6RAB CVB3 zeigte sich ein 5,9-facher Abfall (P = 0,0002) in der Gruppe
IL6RAB CVB3 (Abbildung 19). Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse der Farbung von Kolla-
gen [. Hier findet sich bei den Gruppen Ko und IgG eine normal niedrige Expression. Die
Expression in der Gruppe CVB3 ist um den Faktor 10 erhoht (P = 0,0002). In der behan-
delten Gruppe IL6RAB CVB3 findet sich im Vergleich hierzu ein 6,2-facher Abfall (P =
0,0002). Auch Kollagen III wird in den ersten beiden Gruppen gleichméfiig exprimiert und
zeigt eine 1,6-fach hohere Expression (P = 0,0485) nach CVB3-Infektion. Diese wird jedoch
in der Gruppe IL6RAB CVB3 nicht registriert. Diese ist im Vergleich zu CVB3 1,9-fach (P
= 0,0203) reduziert (Abbildung 21). Die MMP-Expression wird als verlédsslicher Marker fiir
das Ausmafl des iiberschiefenden kardialen Remodelings nach Infektion gefiihrt. Besonders
die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sind in diesem Zusammenhang von Bedeutung. Fiir
beide MMPs konnten wir ein deutliches vermehrtes Vorkommen nach CVB3 Infektion in der
Gruppe CVB3 detektieren. Fiir MMP-2 machte dies einen Anstieg auf das 70-Fache (P =
0,0006) aus, fiir MMP-9 einen Anstieg auf das 10-Fache (P = 0,0571) verglichen mit der
zugehorigen Kontrolle. In der Gruppe IL6RAB CVB3 war im Vergleich zur Gruppe CVB3
die mRNA Expression fiir MMP-2 6-fach (P = 0,0003) reduziert. Fiir MMP-9 zeigte sich
ebenfalls eine Reduktion, diese war jedoch nicht signifikant (Abbildung 22 und 23).
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Abbildung 17 — Farbung RACK Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung von
RACK in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher licht-
mikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbko-
dierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern

pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW
+ SEM angegeben.
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Abbildung 18 — Farbung TUNEL Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung
TUNEL™-Zellen in kardialen Priparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-
facher lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Erganzend dargestellt ist das Ergebnis der digi-
talen farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Ge-
sichtsfeldern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten

sind als MW £ SEM angegeben.
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Abbildung 19 — Farbung o.-SMA Représentative immunhistologische Bilder der Farbung von
o-SMA in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher licht-
mikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbko-
dierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern

pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW
+ SEM angegeben.
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Abbildung 20 — Farbung Kollagen | Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung von
Kollagen | in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher
lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen
farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfel-

dern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als
MW =+ SEM angegeben.
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Abbildung 21 — Farbung Kollagen Il Repradsentative immunhistologische Bilder der Farbung
von Kollagen Il in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-
facher lichtmikroskopischer VergroBerung (A-D). Erganzend dargestellt ist das Ergebnis der digi-
talen farbkodierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Ge-

sichtsfeldern pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten
sind als MW + SEM angegeben.
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Abbildung 22 — Farbung MMP-2 Reprisentative immunhistologische Bilder der Farbung von
MMP-2 in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher licht-
mikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbko-
dierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern
pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW
+ SEM angegeben.
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(E) Ergebnis der digitalen farbkodierten
Bildanalyse

Abbildung 23 — Farbung MMP-9 Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung von
MMP-9 in kardialen Praparaten der Maus, sieben Tage nach CVB3 Infektion bei 200-facher licht-
mikroskopischer VergroBerung (A-D). Ergénzend dargestellt ist das Ergebnis der digitalen farbko-
dierten Bildanalyse der Farbung (E). Pro Tier wurden 3 Schnitte mit jeweils 20 Gesichtsfeldern
pro Schnitt analysiert. Signifikanz (*) wurde fiir P < 0,05 angenommen. Alle Daten sind als MW
+ SEM angegeben.
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4.6 Hamodynamische Funktion

Sieben Tage nach viraler Infektion mit CVB3, wurden alle Tiere einer himodynamischen
Konduktanzkatheter-Messung in finaler Narkose zugefiihrt. Die infizierten Tiere (CVB3 und
IL6RAB CVB3) wiesen eine signifikante Verschlechterung der kardialen Funktion gegeniiber
den Kontrolltieren (Ko und IgG) auf (Tabelle 17).

4.6.1 Globale Herzfunktion

In der Gruppe CVB3 zeigte sich im Vergleich zu Ko deutliche Einbuflen in nahezu allen
Parametern der globalen Herzfunktion. Lediglich die Herzfrequenz (HR) wies keine signifi-
kanten Unterschiede nach der Infektion auf. Der maximale systolische Druck (P .x) war in
der Gruppe CVB3 deuzlich reduziert im Vergleich zu Ko. Diese Reduktion konnte sich in der
Gruppe IL6RAB nicht finden. Zwar lag auch hier ein Unterschied zur Gruppe IgG vor, die-
ser war jedoch nicht signifikant. Der Unterschied zwischen den Gruppen CVB3 und IL6RAB
CVB3 bezogen auf P, war nicht signifikant. Bei Schlagvolumen (SV), Schlagarbeit (SW),
Herzzeitvolumen (CO) und Ejektionsfraktion (EF) fanden sich signifikante Reduktionen der
bei den infizierten Gruppen (CVB3 und IL6RAB CVB3) in Relation zur jeweiligen Kontrol-
le (Ko bzw. IgG). Im Vergleich der Gruppen CVB3 und IL6RAB CVB3 konnten dariiber
hinaus Anstiege in der Gruppe IL6RAB CVB3 im Vergleich zu CVB3 ausgemacht werden
Diese stellten sich wie folgt dar: SV 1,3-fach (P = 0,0008), SW 1,5-fach (P = 0,0111), CO
1,3-fach (P = 0,0182) und EF 1,5-fach (P = 0,0009).

4.6.2 Systolische Herzfunktion

Ein &hnliches Bild fand sich in Bezug auf die Parameter der systolischen Funktion. Das
LVESV wies eine signifikante Steigerung in der Gruppe CVB3 verglichen mit der Gruppe
Ko auf, welche in der Gruppe IL6RAB CVB3 nicht zu verzeichnen war. Der Unterschied
zwischen den Gruppen CVB3 und IL6RAB CVB3 bezogen auf das LVESV zeigte eine 1,2-
fache Reduktion (P = 0,0286) in der Gruppe IL6RAB CVB3. Im Hinblick auf die Werte fiir
dP/dtyax und LVESP wurden signifikante Reduktionen in den Gruppen CVB3 und IL6RAB
CVB3 zu den jeweiligen Kontrollen gemessen. In der Gruppe IL6RAB CVB3 fanden sich
zudem Anstiege bezogen auf dP/dtm.x 1,2-fach (P = 0,0423) und LVESP 1,2-fach (P =
0,0432) in Relation zu CVB3.

4.6.3 Diastolische Herzfunkion

Die Evaluation der diastolischen Funktion zeigte ebenfalls starke Einbuflen der kardialen
Funktion. Bezogen auf das LVEDV stellten sich diese als Reduktion, bezogen auf die Werte
fir LVEDP, dP/dtyin, T, PHT und B als Steigerung in den Gruppen CVB3 und IL6RAB
CVB3 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle dar. Der Unterschied zwischen den Gruppen
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Tabelle 17 — Hamodynamische Parameter Alle Werte wurden in vivo mittels eines 1,2 french
Mikrokonduktanzkatheters in Form von PV-Kurven sieben Tage nach CVB3-Infektion gemessen
(n = 10 Tiere pro Versuchsgruppe). Alle Daten wurden als MW + SEM ausgewiesen. # = P <
0,05 vs. Ko, T = P < 0,05 vs. IgG, * = P<0,05 vs. CVB3.

Messgrofie Einheit Ko IgG CVB3 IL6RAB CVB3
Globale Herzfunktion

HR Schlige/min 548 + 17 533 + 20 486 + 30 489 + 14
Pooax mmHg 714 + 2.8 67.6 £ 2.9 54.8 + 4.2% 58.2 + 5.1

SAY% ul 24.5 + 4.5 23.8 + 0.7 13.5 + 0.6% 18 + 0.9%«
SW plxmmHg 2567 + 304 2491 + 278 964 + 138# 1445 4+ 95t
CO ml/min 19.2 4+ 2.6 18.9 + 1.4 5.9 + 0.6% 7.8 + 0.4%%
EF % 724+ 5.5 73 + 3.7 43 + 4.1% 63 + 2.6«
Systolische Herzfunktion

LVESV ul 124+0.8 11+1.1 16 + 1.3% 13 + 0.7
dP/dtmax mmHg/s 7509 + 484 7302 4 472 4325 + 892% 5268 + 533"
LVESP mmHg 71.2 + 1.8 68.6 + 3.3 50.3 + 4.5% 59.6 + 4.2«
Diastolische Herzfunktion

LVEDV nl 33 £1.9 34+14 25 + 1.8% 27 + 1.2f
LVEDP mmHg/s 2.3 4+ 0.3 2.5 4 0.4 7.1+ 0.6% 3.5 + 0.4*
dP/dtmin mmHg/s 4788 + 265 -4405 + 257 -1906 4+ 262%  -3010 + 2187«
T ms 10.21 £ 0.5 10.6 £ 0.5 17.7 + 1.3# 12.9 + 0.87x
PHT ms 5.5+ 0.3 5.7+ 0.3 13.7 + 1.8%# 7.5 + 0.5

¢ mmHg /1l 0.04 + 0.002 0.05 4+ 0.003 0.11 & 0.004% 0.07 & 0.004"*

CVB3 und IL6RAB CVBS fiir das LVEDV kann nicht als signifikant angesehen werden. Die
Werte fiir die restlichen Parameter der diastolischen Funktion unterschieden sich zwischen
den infizierten Gruppen wie folgt: LVEDP 2-fach (P = 0,0001) dP/dtmm 1,6-fach (P =
0,00047) t 1,4-fach (P = 0,00067) PHT 1,8-fach (P = 0,00074) und g 1,6-fach (P = 0,0001).
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4.7 Versuche in Zellkultur

Zur genaueren Analyse der Auswirkungen einer CVB3-Infektion auf einzelne kardiale Zellen
wurden Versuche in Zellkultur durchgefiithrt. Von besonderem Interesse war in diesem Zu-
sammenhang die Zytokinexpression von IL-6 und TNF-a nach Infektion mit CVB3 und nach
Stimulation mit IL-6. Kardiale Fibroblasten (FB), Kardiomyozyten (HL-1) und Monozyten
(RAW-Zelllinie) wurden in Kultur mit CVB3 infiziert und im Anschluss auf die virale Ko-
pienzahl bzw. die Expression von IL-6 mRNA und TNF-a mRNA mittels TagMan® PCR
untersucht nach 6 und 24 Stunden untersucht. Der gleiche Versuch wurde als Stimulations-

versuch mit 10 ng IL-6 durchgefiihrt.

4.7.1 Expression von IL-6 und TNF-o. nach CVB3-Infektion in vitro

Nach Infektion mit CVB3 zeigten sich zunéchst deutliche Unterschiede in der Kopienzahl
des Virus unter den Zellen. Es stellte sich eine deutliche Infektion der Fibroblasten heraus.
Bezogen auf die Kopienzahl waren sie gefolgt von den Kardiomyozyten. Die Makrophagen
wiesen im Vergleich der drei Zellinien die geringste Kopienzahl auf. Ein hoch signifikanter
Anstieg (P < 0,0001) nach 24 h stellte sich bei Fibroblasten (400-fach) und Kardiomyozyten
(94-fach) dar. Die Makrophagen zeigten hingegen eine 2,4-fache Reduktion (P < 0,0001) der
Kopienzahl (Abbildung 24).

In der Beobachtung der Zytokinexpression nach Infektion zeigte sich bei den Kardiomyozy-
ten zum initialen Zeitpunkt kein wesentlicher Unterschied fiir IL-6 zwischen infizierten Zellen
und den Kontrollen. Nach 24 h stellte sich jedoch ein 1,6-facher Anstieg (P = 0,0051) bei den
infizierten Zellen ein. TNF-a war zu keinem Zeitpunkt in der Kultur der Kardiomyozyten
nachweisbar (Abbildung 25 A). Die Fibroblasten wiesen nach 6 h keinen Unterschied in der
Produktion von IL-6 und TNF-a auf. Dies entwickelte sich nach 24 h zu einem 3,6-fachen
Anstieg (P < 0,0001) fiir IL-6 und einem 17,2-fachen Anstieg (P = 0,0002) fiir TNF-a bei
den infizierten Zellen (Abbildung 25 B). Die Makrophagen, zeigten nach 6 Stunden eine 1,4~
fach gesteigerte Produktion (P = 0,0099) von TNF-a die sich nach 24 Stunden als 1,3-fache
Reduktion (P < 0,0001) darstellte. Bei ihnen war IL-6 nicht nachweisbar (Abbildung 25 C).
Insgesamt lésst sich sagen, dass die Ausschiittung von IL-6 und TNF-a der Fibroblasten
durch eine Infektion mit CVB3 deutlich verstiarkt wird. Kardiomyozyten produzieren IL-6,
was sich durch Infektion ebenfalls steigert, jedoch zu keinem Zeitpunkt TNF-a. Makropha-
gen produzieren kein IL-6, wohl aber eine gesteigerte Menge TNF-o in der initialen Phase
der Infektion, was sich im Verlauf abmildert (Abbildung 25).

4.7.2 Expression von IL-6 und TNF-a nach Stimulation mit IL-6 in vitro

Zusétzlich zu den Infektionsversuchen, wurde die Expression von IL-6 und TNF-o nach Sti-
mulation mit 10 ng IL-6 ebenfalls bei Fibroblasten, HL-1 Kardiomyozyten und Makrophagen
untersucht. Bei den Kardiomyozyten konnte ein 1,5-facher Anstieg (P = 0,0003) der IL-6 mR-
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Abbildung 24 — CVB3-Infektion bei Fibroblasten, Kardiomyozyten und Monozyten Bei der
isolierten Infektion von Fibroblasten (FB), Kardiomyozyten (HL1) und Monozyten (RAW) in der
Zellkultur zeigt sich die hochste Viruslast in den Fibroblasten sowohl nach 6 als auch nach 24
Stunden Inkubation. Am wenigsten befallen waren die Monozyten zu beiden Zeitpunkten. Alle
Datensitze basieren auf 6 Werten pro Gruppe und wurden als MW + SEM ausgewiesen. *** = P
< 0,001

NA Expression nach 6 Stunden verzeichnet werden. Nach 24 Stunden fand sich ein erneuter
Anstieg, dieser kann jedoch nicht als signifikant betrachtet werden. TNF-a war, wie schon bei
dem Infektionsversuch, in der Kultur der Kardiomyozyten nicht nachweisbar(Abbildung 26
A). Die Fibroblasten wiesen nach 6 Stunden keine wesentliche Steigerung in der I1-6 mRNA
Expression auf. Nach 24 Stunden fand sich dann ein 3,4-facher Anstieg (P = 0,0011). Fiir
TNF-o konnte ein &hnliches Bild beobachtet werden. Nach 6 Stunden war es zu keiner signi-
fikanten Anderung der mRNA-Expression in der Kultur der Fibroblasten gekommen. Nach
24 Stunden konnte ein 2,2-facher Anstieg (P = 0,0188) verglichen mit der Kontrolle verzeich-
net werden (Abbildung 26 B). Bei den Makrophagen war, wie schon im Infektionsversuch
keine Expression von IL-6 nachzuweisen. Fiir TNF-o zeigte sich ein 1,3-facher Anstieg (P =
0,0008) nach 6 Stunden und ein Abfall nach 24 Stunden, welcher jedoch keine Singnifikanz
aufwies (Abbildung 26 C).
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Abbildung 25 — Zytokinexpression nach CVB3-Infektion Dargestellt ist die Expression von
IL-6 und TNF-a durch Fibroblasten, Kardiomyozyten und Makrophagen 6 und 24 Stunden nach
CVB3-Infektion. Alle Datensitze basieren auf 6 Werten pro Gruppe und wurden als MW + SEM

ausgewiesen.” = P < 0,05; ** = P < 0,01;
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Abbildung 26 — Zytokinexpression nach Stimulation mit 10 ng IL-6 Dargestellt ist die Ex-
pression von IL-6 und TNF-o durch Fibroblasten, Kardiomyozyten und Makrophagen 6 und 24
Stunden nach Stimulation mit 10 ng IL-6. Alle Datensidtze basieren auf 6 Werten pro Gruppe und
wurden als MW 4 SEM ausgewiesen. =P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001
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5 Diskussion

Myokarditis ist ein komplexes Krankheitsbild, dem ein multifaktorielles Krankheitsgesche-
hen zugrunde liegt. Die Bedeutung immunologischer Prozesse im Rahmen des Krankheits-
verlaufs ist in diversen Arbeiten dargestellt worden [11, 61, 99]. Zwar bestehen nach wie vor
Fragen beziiglich der genauen Pathogenese der Myokarditis, doch zielgerichtete immunmo-
dulatorische Therapien werden fiir die Entwicklung eines kausalen Therapiekonzeptes immer
bedeutsamer. In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der IL-6-Rezeptorblockade auf
die Inflammation der viralen Myokarditis im murinen Tiermodell untersucht. Hierbei konn-
te gezeigt werden, dass sich diese Intervention protektiv auf den Verlauf der Erkrankung
auswirkt. Durch die Blockade des IL-6-Rezeptors mit dem Antikorper MR16-1 kam es zu ei-
ner deutlich reduzierten Krankheitsauspragung bei den behandelten Tieren. Dies zeigte sich
in verminderter Inflammation, Apoptose und reduziertem kardialen Remodeling. Es konnte
dariiber hinaus eine deutliche Verbesserung der kardialen Funktion nach induzierter Myo-
karditis festgestellt werden. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der vorliegenden Studie in

Bezug auf die aktuelle Literatur diskutiert werden.

5.1 Schweregrad der viralen Myokarditis

Die Erhebung des Korpergewichts der Tiere, wie auch das isolierte Gewicht des linke Ven-
trikels und des Lungengewebes (feucht und trocken), sind ein verldssliches Maf§ fiir das
allgemeine Befinden und die Progredienz der Erkrankung der Tiere. Kranke Tiere nehmen
weniger Futter zu sich und befinden sich durch die Erkrankung allgemein in einer katabolen
Stoffwechsellage. Sie verlieren somit an Gewicht [191]. Andererseits lagern die Tiere, die unter
einer Herzinsuffizienz infolge einer myokardialen Schidigung leiden, Wasser ein - es kommt
in Folge eines Linksherzversagens zu einem Riickstau des Blutes in die Lunge und somit zum
kardialen Lungenodem. In der vorliegenden Studie kam es zu einem signifikanten Gewichts-
verlust sowohl bei den Korper- und LV-Gewichten in beiden infizierten Gruppen, als Zeichen
einer erfolgreichen Infektion. Zu einem signifikanten Anstieg des Lungenfeuchtgewichts kam
es in der Gruppe CVB3. Dieser unterschied sich signifikant von der Gruppe IL6RAB CVB3.
Hier zeigt sich ein deutliches Odem in der Gruppe CVB3, welches bei den Tieren der Gruppe
IL6RAB CVBS3 nicht zu verzeichnen ist. Die getrockneten Lungen wiesen im Mittel keinen
Gewichtsunterschied auf, was zeigt, dass das Lungengewebe in Bezug auf das Volumen —
auch unter Infektion — unveréndert geblieben ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Wer-
ten der himodynamischen Funktionsmessung, die ebenfalls eine deutliche Verbesserung der
linksventrikuldren Funktion bei der behandelten Gruppe zeigte. Es ist davon auszugehen,
dass das Lungenddem in der Gruppe CVB3 Folge einer akuten Herzinsuffizienz im Rahmen
der viralen Myokarditis ist. Das Ausbleiben dieses Odems bestitigt die Hypothese, dass die
Blockade des IL-6 Rezeptors im Fall der viralen Myokarditis protektiv wirkt.
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Die Einordnung der HE-geférbten Myokardschnitte in den Myokarditis-Score erlaubt einen
Uberblick iiber die Ausprigung der kardialen Inflammation. Das Ausmaf der Immunzellin-
filtration, Zellnekrose und Narbenbildung gehen in die Bewertung fiir den Myokarditis-Score
ein. Vermehrte Inflammation und ein ausgeprégtes zelluldres Infiltrat gehen mit deutlichen
Einbuflen der kardialen Funktion einher [192]. Hier konnte gezeigt werden, dass die Gruppe
CVB3 eine Myokarditis mit entsprechend deutlichem Infiltrat entwickelt hat. Die Gruppe
IL6RAB CVB3 wies im Vergleich zur Gruppe CVB3 ein signifikant geringeres zellulédres In-
filtrat auf. Dies bestétigt die Hypothese, dass die Blockade von IL-6 eine Reduktion der
myokardialen Inflammation zur Folge hat. Die Ubersichtsfiarbung zeigt bei den Gruppen Ko

und IgG keine Inflammation, was zu erwarten war.

5.2 Myokardiale Inflammation

Der Ablauf und die Regulationsmechanismen der Inflammation sind der zentrale Schliissel
zum Verstédndnis der Myokarditis. Die Pathogenese vom Eintritt des Virus bis zum iiber-
schiefenden kardialen Remodeling stellt unzéhlige Stellschrauben dar. Sowohl das Zytokin-
profil, welches die Interaktion verschiedener Zellpopulationen untereinander bestimmt, als
auch die Aktivierung und Infiltration von Immunzellen selbst, sind wichtige Elemente auf
diesem Weg. Anhand der erhobenen Daten sollen einige Schliisselpositionen der Immunre-

aktion dargestellt werden.

5.2.1 Zytokinexpression im myokardialen Gewebe

Die zelluldre Interaktion durch Zytokine nimmt eine wesentliche Rolle im Ablauf des in-
flammatorischen Prozesses ein. Die Bedeutung dieser vermittelnden Substanzen im Hin-
blick auf die Pathogenese der Myokarditis ist bereits in mehreren Arbeiten gezeigt worden
(61, 193, 194]. Auch in dieser Studie ist davon auszugehen, dass die Resultate, die sich auf
zelluldrer Ebene zeigten, mafligeblich durch den Eingriff in das gesamte Zytokinnetzwerk,
durch die Blockade des IL-6 Rezeptors, bestimmt sind.

Fiir die Auspriagung der kardialen Inflammation bei der viralen Myokarditis ist die Re-
gulation proinflammatorischer Zytokine (TNF-o und IL-1B3) ein Schliisselmechanismus [195].
Eine TNF-o-Defizienz verhindert die Entwicklung einer Myokarditis. Die Applikation von
TNF-o hebt diesen Mechanismus wieder auf [196]. TNF-a spielt sowohl bei der Unterhal-
tung der Inflammation der akuten Myokarditis, wie auch bei der Entwicklung einer DCM ein
entscheidende Rolle [197, 198]. IL-10 ist gemeinsam mit IL-6 fiir die Induktion der Akutphase-
Reaktion wichtig und nimmt in der Pathologie diverser inflammatorischer Erkrankungen eine
entscheidende Rolle ein [199]. Dariiber hinaus fithrt IL-1f zu einer vermehrten Freisetzung
von IL-6 [200]. Die IL-6 Rezeptorblockade fiihrt zu einer deutlichen Reduktion der mRNA
Expression von TNF-o und IL-13. Hieraus resultiert, dass die Intervention fiir den milderen
Verlauf der Inflammation in der Gruppe IL6RAB CVB3 im Vergleich zur Gruppe CVB3
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verantwortlich ist. Dariiber hinaus konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression
von CCL-2, IL-10, IFN-B und TGF-p festgestellt werden. Die Expression dieser Zytokine
scheint durch die IL-6 Rezeptorblockade unbeeinflusst.

5.2.2 Regulation von Adhdsionsmolekiilen

Die Regulation von Adhésionsmolekiilen, hier beispielhaft anhand von Interzelluldres Zel-
ladhésionsmolekiil (ICAM) untersucht, ist ein wichtiger Schritt zur Migration von Leukozy-
ten in das infizierte Areal. ICAM wird auf der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert und
bindet an heterodimere Proteine der Integrin-Proteinfamilie, welche auf der Oberfliche der
Leukozyten exprimiert werden [201]. Die Regulation dieser Adhésionsmolekiile ist ein rele-
vantes Glied in der Auspragung der Myokarditis. Sie wird durch Zytokine, mafigeblich IL-
13, IL-4 und TNF-o initiiert und begiinstigt im Besonderen die Transmigration von T-Zellen
[202]. In der vorliegenden Studie zeigt sich eine signifikante Steigerung der ICAM-Regulation
in der Gruppe CVB3, verglichen mit der Gruppe IL6RAB CVB3. Dies konnte Ursache dafiir
sein, dass in der Gruppe CVB3 ein deutlich gesteigertes zelluldres Infiltrat auffallt. Es ist
jedoch zu bemerken, dass die stimulierenden Faktoren von ICAM, die im Rahmen dieser
Arbeit untersucht wurden (IL-18 und TNF-o), ebenfalls durch die IL-6 Blockade runterre-
guliert sind. Eine kausale Aussage zur Regulation von ICAM ist daher schwierig. Wie zuvor
beschrieben, ist der Einfluss der Intervention im Bereich der zytokingesteuerten Immunmo-
dulation zu sehen. Der Einfluss auf die Expression von ICAM kénnte somit als Resultat

dessen gesehen werden.

5.2.3 Immunzellinfiltration

Zur Quantifizierung und Differenzierung der zelluliren Abwehrreaktion wurden spezifische
Oberflichenantigene mittels immunhistochemischer Methoden gefiarbt. Zur allgemeinen Dar-
stellung des Anteils an T-Zellen im kardialen Infiltrat wurde CD3 als Teil des TCR. genutzt,
welcher auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird. In Abgrenzung hierzu wurde CD8 als Mar-
ker der CD8%-Zellen-Zellen untersucht. CD68 fand als Makrophagenantigen Anwendung und
CD80 klassifiziert aktivierte B-Zellen.

Die Rolle der T-Zellen fiir die Pathogenese der viralen Myokarditis ist bereits mehrfach
beschrieben worden [14, 81, 82, 83]. Vor allem fiir die frithe antivirale Abwehr sind sie es-
sentiell [83]. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, in wie weit sich die Blockade von
IL-6 auf das Vorkommen von T-Zellen allgemein und auf die Ausdifferenzierung im Beson-
deren auswirkt. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion aktivierter T-Zellen in der Gruppe
IL6RAB CVB3 im Vergleich zur Gruppe CVB3. Diese Daten decken sich mit der Aussage,
dass die Proliferation von T-Zellen durch IL-6 vermittelt wird [76]. Eine Blockade des Zy-
tokins hatte somit die Reduktion der Gesamtzahl an T-Zellen zur Folge. Weiterhin ist die
selektive Stimulation von CD8"-Zellen durch IL-6 beschrieben [203]. Dies kann durch die vor-
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liegenden Daten fiir die virale Myokarditis bestétigt werden. Die Tiere der Gruppe IL6RAB
CVB3 wiesen eine deutliche Zunahme der CD8%-Zellen im Vergleich zu CVB3 auf. Dies kann
im Rahmen der Viruselemination in der Frithphase der Infektion durchaus von Nutzen sein.
Uber welchen Mechanismus die Blockade von IL-6 zu diesem Anstieg von CD8%-Zellen fiihrt,
bleibt hingegen unklar. Moglich wire, dass IL-6 im Rahmen der CD8%-Zellen-Entwicklung
eine hemmende Funktion hat, welche durch die Blockade aufgehoben wird. Dies kann je-
doch durch die Literatur nicht bestitigt werden. Eher ist gegenteilig belegt, dass IL-6 in
der Entwicklung zu CD8%-Zellen aus naiven T-Zellen gemeinsam mit IL-1 eine verstirkende
Wirkung hat [204]. Diese Erkenntnis kann jedoch nicht uneingeschriankt gelten, da auch die
Effekte von IL-6 auf T-Zellen als durchaus heterogen beschrieben sind und inbesondere von
den Empfiangerzellen abhéngen [205].

Sowohl die Makrophagen, als auch die B-Zellen wiesen eine deutliche Reduktion in der
Gruppe IL6RAB CVB3 im Vergleich zu CVB3 auf. Der Name BSF-2, den IL-6 vor seiner
Klassifizierung als Interleukin hatte [122], belegt die stimulierende Wirkung auf B-Zellen,
welche sich in diesem Versuch durch Blockade im Ergebnis als Reduktion wiederfindet. Auch
in Bezug auf die Induktion von Makrophagen wurde IL-6 schon friih als stimulierender Si-
gnalstoff beschrieben [133]. In Ubereinstimmung hierzu fithrt die Blockade von IL-6 auch im
Rahmen der Myokarditis zu einer Reduktion dieser Zellreihe im kardialen Infiltrat (Abbil-
dung 14). Es ist belegt, dass ein ausgeprigtes Infiltrat in Kombination mit Viruspersistenz
und gesteigerter kardialer Inflammation im Rahmen der Myokarditis mit kompromittierter
Pumpfunktion und schlechter Prognose einhergeht [23, 206]. Dies konnte in unserer Studie
ebenfalls gezeigt werden. Die Gruppe IL6RAB CVB3 wies, verglichen mit der Gruppe CVB3,

neben einem reduzierten Immunzellinfiltrat eine deutlich verbesserte Pumpfunktion auf.

5.2.4 Friihe T-Zell Aktivierung

IL-6 begiinstigt die Differenzierung von CD4"-Zellen zu Ty17 und hat wegen dieser Eigen-
schaft eine wichtige Position in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und inflam-
matorischen Erkrankungen allgemein [74, 207, 208]. Der Aktivierung von Ty17 Zellen kommt
eine Schliisselfunktion im Rahmen der viralen Myokarditis in Bezug auf Viruselemination
und der Entwicklung einer DCM zu [209, 12, 210]. Es wurde bereits gezeigt, dass die I1-6 Re-
zeptorblockade, die Aktivierung von Ty17-Zellen bei der rheumatoiden Arthritis reduzieren
kann [211]. Die Analyse der Transkriptionsfaktoren und essentiellen Zytokine der Ty1 und
Ty17 Antwort nach 3 Tagen zeigt eine normale Ty1-Reaktion bei den behandelten Tieren
(ILBRAB CVBS3). Diese scheint von der Blockade des IL-6 Rezeptors unbeeinflusst. Es fand
sich jedoch eine deutlich eingeddmmte Ty 17-Reaktion in der Gruppe ILRAB CVB3 im Ver-
gleich zu CVB3, was sich in einer reduzierten mRNA-Expression fiir RORyt und dem I1.-23
Rezeptor niederschliagt. Die verminderte Expression des IL-23 Rezeptors, welcher vornehm-
lich auf Ty17-Zellen exprimiert wird, konnte auch nach 7 Tagen noch beobachtet werden.

Diese Daten lassen vermuten, dass den Ty17-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathologie der
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viralen Myokarditis zukommt, diese jedoch in der frithen Phase der Krankheitsentwicklung

zu verorten ist.

5.2.5 Effekte von IL-6 auf kardiale Zellen

Zur Analyse der lokalen Effekte von IL-6 im Myokard wurde die I1L-6-Expression immunhi-
stochemisch im gesunden Tier und nach Infektion dargestellt. Hier zeigte sich ein deutlicher
Anstieg von IL-6 in der Gruppe CVB3. Dies deckt sich mit der Aussage, dass IL-6 in die Aus-
priagung der Inflammation und die Rekrutierung von Immunzellen involviert ist [212]. Um
die Zytokinsekretion einzelner kardialer Zellen genauer zu untersuchen, wurden zusétzlich
Experimente in Zellkultur durchgefiihrt. Hierbei wurde die Expression von IL-6 und TNF-a
durch einzelne kardiale Zellen ermittelt. Untersucht wurden Fibroblasten, Kardiomyozyten
und Makrophagen. Alle drei Zelltypen haben im Krankheitsverlauf der Myokarditis und im
Hinblick auf die Entwicklung einer kardialen Inflammation eine wichtige Rolle. Die Bedeu-
tung der Fibroblasten wird in den letzten Jahren immer intensiver erforscht [213, 214, 215].
Es konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten an der Rekrutierung von Ty17-Zellen im Rah-
men der akuten Virusmyokarditis beteiligt sind [215]. IL-6 seinerseits hat auf Fibroblasten
einen antiapoptotischen Effekt [216]. Makrophagen sind an der I1-6 Produktion nur indirekt
beteiligt sind, indem sie Fibroblasten stimulieren IL-6 freizusetzen [217].

Die Verdnderungen in der Expression fiir [L-6 und TNF-o nach Infektion mit CVB3 zeigt,
dass der Fibroblast die Zelle ist, die als einzige beide Zytokine sezerniert. Dies wird sich
durch eine Infektion mit CVB3 in erheblichem Mafle gesteigert. Die Kardiomyozyten zei-
gen ebenfalls eine Expression von IL-6 sowie eine Steigerung der Freisetzung nach Infektion.
Die Produktion von TNF-a konnte bei Kardiomyozyten nicht nachgewiesen werden. Makro-
phagen hingegen zeigen ein spiegelbildliches Verhalten: eine Freisetzung von IL-6 blieb zu
beiden Zeitpunkten aus. TNF-a hingegen wurde in der Frithphase der Infektion in deutlich
gesteigertem Ausmafl gegeniiber den nichtinfizierten Zellen gemessen. Dies relativierte sich
im Verlauf der Infektion. Aus dieser Darstellung wird klar, dass der Fibroblast fiir Expres-
sion beider Zytokine eine zentrale Funktion einnimmt. Dies kann als Schliisselelement zur
Initiierung der Inflammation gewertet werden, da die gesteigerte Expression von IL-6 mit
einem Anstieg von TNF-a assoziiert war.

Auch die Ergebnisse der Stimulationsveruche unterstreichen die Bedeutung Fibroblasten
fiir das immunologische Geschehen der viralen Myokarditis. Es zeigt sich, dass eine Sekretion
von IL-6 hauptsichlich von Kardiomyozyten und Fibroblasten ausgeht, jedoch nur bei den
Fibroblasten im Sinne einer positiven Verstirkung reguliert zu sein scheint. Zwar konnte
auch bei Kardiomyozyten eine gewisse Steigerung der Expression von I1-6 gemessen werden,
jedoch in wesentlich geringerem Ausmafl. Der Nachweis einer direkten IL-6 Freisetzung von
Makrophagen blieb aus. Diese steigerten hingegen ihre Expression von TNF-o, was sich im

Rahmen der Myokarditis ebenfalls negativ auswirkt.
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5.3 Kardiale Apoptose

Die Quantifizierung der Apoptose ist fiir die Pathogenese der viralen Myokarditis aufgrund
verschiedener Aspekte sinnvoll. Zum Einen gibt eine hohere Apoptoserate indirekten Auf-
schluss iiber die Viruspersistenz, da die virale Infektion ein Weg fiir die Zelle in den program-
mierten Zelltod darstellt [48]. Es konnte gezeigt werden, dass das proapoptotische Protein,
Apoptose induzierender Faktor (Siva), welches als Bindungspartner fiir das Virus Capsid
VP2 fungiert, in der gleichen Region hochreguliert wird, in der auch die Apoptosemarker
CD27 und CD70 stark exprimiert sind [218]. Durch Zerstérung und Zerfall dieser Zellen,
werden nach Auflésung der Zytoplasmamembran Viren erneut freigesetzt und kénnen nun
umliegende noch gesunde Zellen befallen. Andererseits bedingen apoptotische Zellen und
auch Zellen in der proapoptotischen Phase eine verstiarkte Inflammation durch Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine [49]. Um die Rolle von IL-6 in Bezug auf die Apoptose dif-
ferenziert zu untersuchen ist es wichtig zu erwéhnen, dass ein erfolgreiches Signalling iiber
gp130/STAT3 einen antiapoptotischen Effekt im Rahmen einer Virusinfektion von Kardio-
myozyten aufweist [219].

Um das Ausmaf} der Apoptose im Rahmen unseres Versuchs zu objektivieren, farbten wir
die kardialen Gewebsschnitte mit der Dead End"" Colorimetric TUNEL Methode, welche fiir
den Nachweis apoptotischer Zellen geeignet ist. Hierbei werden nukledre DNA-Fragmente, als
wichtiger biochemischer Marker fiir Apoptose quantifizierbar gemacht. Ein weiterer Marker
zu Klassifizierung der Apoptose ist der Rezeptor fiir aktivierte Proteinkinase C (RACKI1),
ein Protein welches in der Induktion von Apoptose an mehreren Stellen wirken kann. Ein
zentraler Aspekt dieses Proteins ist jedoch die Funktion im Rahmen der T-Zell-Apoptose,
welche hier von besonderem Interesse ist [220].

Beide Marker zeichnen ein eindeutiges Bild, welches mit den anderen Ergebnissen kei-
neswegs in Widerspruch steht. Die Apoptose in der Versuchsgruppe IL6RAB CVB3 war im
Vergleich zur Gruppe CVB3 fast bis auf das Mafl der Kontrollen reduziert. Dies spricht dafiir,
dass sowohl die Apoptose, die durch direkte Virusinteraktion entstanden ist, als auch Akti-
vierung durch apoptotische Zytokine, in einen fatalen Kreislauf miinden: durch das zugrunde
gehen der Kardiomyozyten in Folge einer Infektion mit dem Virus, werden Entziindungszellen
an den Ort des Geschehens gelockt. Diese zerstoren zum Teil infizierte Zellen und tragen so
zur Verbreitung der viralen RNA bei.

Von besonderem Interesse wire in Zusammenhang mit der durchgefiihrten Interventi-
on eine Auswirkung auf die Apoptoseinduktion iiber eine Modulation des gp130/STAT3-
Signalweges gewesen. Diesem kommt, wie oben erwéhnt, eine Funktion im Schutz vor Apop-
tose zu. Eine direkte Rolle von IL-6 iiber diesen Mechanismus konnte in unserem Versuch
jedoch nicht beobachtet werden. Wir mutmaflen daher, dass sich die Auswirkungen der 11.-6

Blockade zu einem fritheren Zeitpunkt der Immunreaktion zeigen und so vor dem Eintritt
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in einen Teufelskreis, aus gesteigerter Apoptose und in Folge verstarkter Inflammation, be-

wahren.

5.4 Kardiales Remodeling

Das Maf} des kardialen Remodelings ist schon in vielen Arbeiten als maf3igeblicher Faktor fiir
das Outcome von Patienten nach inflammatorischen Prozessen des Myokards nachgewiesen
[104, 99, 98]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde dieser Aspekt der viralen Myokarditis
untersucht. Anhand verschiedener Parameter, die in Zusammenhang mit verstirktem kardia-
len Remodling als mafigeblich erachtet werden, soll der Einfluss der IL-6 Blockade auch auf
das kardiale Remodeling diskutiert werden. Neben den Parametern Kollagen I und Kollagen
ITI, die als Reaktion auf Entziindung in unterschiedlichem Ausmafl gebildet werden, haben
wir die Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 gemessen sowie a-SMA als Faktor fiir verstiarkte
Fibrose immunhistochemisch quantifiziert.

Auf Ebene der Kollagene zeigte sich eine deutliche Vermehrung beider Kollagenfraktio-
nen in der Gruppe CVB3. Der Anstieg in der Gruppe IL6RAB CVB3 muss hingegen als
moderat bezeichnet werden. Den Unterschied konnten wir als signifikant belegen. Auffillig
ist jedoch, dass der Anstieg des Kollagen I wesentlich stiarker ausfillt, als der des Kolla-
gen III. Dies bedingt eine Verschiebung der Kollagen I/III Ratio zugunsten des Kollagen
. Zur Initiierung von Reparaturvorgingen der ECM, werden Fibroblasten aktiviert, welche
dann zu a-SMA-produzierenden Myofibroblasten werden und neues Kollagen in vermehr-
ten Ausmaf} produzieren [221]. Da die Menge der Fibroblasten im Verhéltnis der kardialen
Zellen mit ca. 70% einen erheblichen Anteil ausmacht, ist die Bedeutung ihrer Aktivitat
fiir den Verlauf der Erkrankung entscheidend [112, 222]. Auch in anderen Organsystemen
konnte schon gezeigt werden, dass ein iiberméfiiges Vorhandensein von Myofibroblasten zu
tiberschieender Fibrose fiihrt [223, 224]. Auch wir haben die Menge von a-SMA immunhi-
stochemisch untersucht und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Kollagenfirbung
einen deutlichen Anstieg in der Gruppe CVB3 verglichen mit ILGRAB CVB3 gefunden. Dies
fithrt uns zu der Annahme, dass die Aktivitdt der Fibroblasten durch die vorherrschende
Inflammation verstidrkt wird und in Folge zu einer Versteifung des linken Ventrikels fiihrt.
Die vorgelegten in vivo-Daten zur himodynamischen Funktion unter IL-6 Rezeptorblocka-
de unterstiitzen diese These. Sowohl in der Steifigkeitskonstante (3, welche im Vergleich der
Gruppen IL6RAB CVB3 und CVB3 bei der Gruppe CVB3 deutlich zunimmt, als auch das
Gesamtbild der diastolischen Dysfunktion, welches sich bei den Tieren der Gruppe CVB3
darstellt, suggerieren eine deutliche Versteifung der Herzen in dieser Gruppe.

Als zweites Merkmal zur Bestimmung extrazellularer Umbauvorgédnge haben wir das Vor-
kommen der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 bestimmt, die einen wesentlichen Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen kardiovaskuldrer Erkrankungen haben [107, 110, 111, 112]. Auch

diese Ergebnisse gliederten sich in das Bild der zuvor beschriebenen Daten ein. Wir fanden
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eine signifikante Steigerung im Vorkommen beider Gelatinasen in der Gruppe CVB3. Die
Gruppe IL6RAB CVB3 wies im Vergleich hierzu einen deutlich geringeren Anstieg auf. Der
Unterschied ist als signifikant zu werten. Fiir nicht-infektiose Kardiomyopathien konnte be-
reits gezeigt werden, dass sich eine Expressionshemmung von MMP-2 und MMP-9 positiv
auf den Verlauf der Erkrankung auswirkt [225, 226, 227, 228]. MMP-2 und MMP-9 wer-
den im Rahmen einer kadialen Inflammation verstéarkt exprimiert, was ebenfalls mit einem
tiberschieflenden kardialen Remodeling assoziiert ist [229]. Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
haben den positiven Einfluss von IL-6 auf die Freisetzung von MMP-9 beschrieben [113].
Dies koénnte eine Erklarung fiir die starke Reduktion von MMP-9 bei IL-6 Blockade sein.
Fiir MMP-2 ist ein solcher Zusammenhang noch nicht belegt. Westermann et al. konnten
zeigen, dass MMP-2 ein substantieller Negativregulator im Rahmen der Immunreaktion nach
CVB3 induzierter Myokarditis ist und sich ein vollstédndiger Mangel in iiberschiefender In-
flammation und kardialer Funktionseinbufle dufiert [112]. Es kann daher nicht zwangsldufig
als positiv gelten, die Expression der Gelatinasen zu hemmen. Einschrankend muss jedoch
gesagt werden, dass der immunhistochemische Nachweis der Gelatinasen allein kein differen-
ziertes Bild abgeben kann, ein Aktivitdtsnachweis mittels Zymographie konnte hier weitere
Aufschliisse geben. Neben dem Abbau von Kollagen stehen MMPs mit verschiedenen immu-
nologischen Vorgingen in Wechselwirkung [230], daher fillt eine kausale Zuordnung spezifi-
scher Effekte dieses Ergebnisses schwer. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass das
vermehrte Vorkommen der MMPs von einer gesteigerten Aktivitdt derselbsen begleitet ist.
Dies fiihrt im Allgemeinen zu verstérkten extrazelluliren Umbauvorgingen und wiirde sich
hier ebenfalls in myokardialer Funktionseinschriankung &uflern. Die genaue Beurteilung des
Remodelings ist jedoch in diesem akuten Modell nicht durchfiihrbar. Ein Modell, welches
gerade die postinfektiose Phase ndher untersucht, beispielsweise das 28 Tage Modell, kénnte

hier grofleren Aufschluss bieten.

5.5 Hamodynamische Funktion

Die Erfassung der himodynamischen Funktion mittels Konduktanzkatheter-Messung stellt
ein Verfahren zur objektiven Beurteilung der Auswirkungen myokardialer Schidigung nach
viraler Myokarditis dar. Die klinische Beobachtung der krankheitsbedingten Einbufien der
Herzfunktion hingegen kann dem Kriterium der Objektivierbarkeit hier nicht standhalten.
Dennoch unterliegt die Erfassung der kardialen Funktion starker Schwankungen, weshalb
es wichtig ist, dass alle Messungen einer Studie nur von einer Person ausgefiithrt werden,
um Unterschiede, die durch den Untersucher bedingt sind so gering wie moglich zu halten.
Der Ort der bedeutendsten Manifestation kardialer Einbuflen ist der linke Ventrikel und die
linksventrikulére Dysfunktion stellt klinisch die gravierendste Folge der Virusmyokarditis dar
[231]. Daher erfolgte die Evaluation der kardialen Funktion stellvertretend fiir das gesamte

Organ im linken Ventrikel, wo zu erwarten war, dass sich der therapeutische Erfolg einer
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Intervention dokumentieren lieff. Zu Beginn der Studie wiesen alle Tiere gleiche Bedingungen
im Hinblick auf Korpergewicht und Grofle auf. Bei der himodynamischen Evaluation der
Tiere zeigten die behandelten nicht infizierten Tiere (IgG) keinen relevanten Unterschied in
der systolischen und diastolischen Funktion im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Ko), was
belegt, dass die Anti-IL-6-Therapie selbst keine Auswirkung auf die Himodynamik der Tiere
hat.

Die Ergebnisse der Konduktanzkatheter-Untersuchung werden nach ihrer Bedeutung fiir
den Herzzyklus in die drei Kategorien der globalen Funktion, der systolischen- sowie der
diastolischen Herzfunktion eingeteilt. Zur globalen Funktion zéhlen HR, P ., SV, SW, EF,
das CO sowie der Cardiac Index (CI). In den globalen Parametern lassen sich, bezogen
auf alle Messgrofien, abgesehen von der Herzfrequenz, signifikante Einbuflen bei den Tieren
verzeichnen, die das Virus appliziert bekommen haben. Hier zeigt sich, dass die Tiere eine
Myokarditis entwickelten und die kardiale Funktion hierdurch deutlich beeintréchtigt ist.
EinbuBlen des P und der dP/dty., bilden die frithen Zeichen fiir eine eingeschrénkte
Pumpfunktion im Rahmen der viralen Myokarditis [191]. Bezogen auf die SW, das CO,
den CI und die EF, konnten wir bei den Tieren, die eine Behandlung mit dem IL6RAB
erhalten haben, eine signifikante Verbesserung gegeniiber der Gruppe CVB3 messen. Dies
kann als positiver Effekt der Behandlung mit IL6RAB, bezogen auf die globale Herzfunktion,
betrachtet gewertet werden.

Die Parameter systolischen Herzfunktion stellen das LVESV, der LVESP und die d P /d#ax
dar. Eine myokardiale Schédigung durch virale Infektion fiihrt zu einer reduzierten Kontrak-
tilitdt durch Beeintrachtigung der Zellinteraktion und kadialen Architektur. Es kommt zu
einer Abnahme des LVESP und der dP/d#ax. Die dP/dt . wird allgemein als Parameter
fiir die Kontraktilitat gewertet, ist jedoch abhéngig von der Herzfrequenz [191]. Wie erwar-
tet konnten nach Infektion neben den Einschrankungen der gesamten kardialen Funktion
in der Gruppe CVB3 auch deutliche Einbuflen bei den Parametern, die isoliert die Systole
beschreiben, verzeichnet werden. Das LVESV blieb hierbei konstant, was sich mit den Ergeb-
nissen anderer Studien zur akuten Myokarditis deckt [192]. Die Volumenparameter éndern
sich erst durch Ventrikeldilatation, was sich in der akuten Phase noch nicht abzeichnet [191].
Sowohl die LVESP, wie auch die dP/dtyax, waren in der Gruppe CVB3 verglichen mit den
Kontrolltieren (Ko) deutlich reduziert. Dies ist als ein Zeichen fiir die erfolgreiche Induktion
der viralen Myokarditis zu werten. In der Gruppe ILERAB CVB3 zeigte sich ebenfalls eine
reduzierte Kontraktilitdt im Vergleich zu den gesunden Tieren (Ko). In Gegeniiberstellung
der dP /dt .- Werte von CVB3 und IL6RAB CVB3 zeigte sich jedoch ein signifikanter Vor-
teil fiir ILRAB CVB3. Der Vergleich zwischen Ko und IgG ergab keinen Unterschied. Die
dargestellten Ergebnisse sind somit als Beleg fiir den protektiven Effekt der durchgefiihrten
Intervention in Bezug auf die systolische Funktion nach Infektion zu werten.

Der diastolischen Funktion ist im Rahmen der vorliegenden Studie ein besonderer Wert

zuzumessen, da eine Einschriankung der Diastole fiir die Pathophysiologie der Myokardi-
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tis bei Patienten charakteristisch ist [232, 233]. Aber auch in Tiermodellen zeigen sich die
Einschrankungen in der Fiillungsphase sehr friith im Verlauf der inflammatorischen Kardio-
myopathie [191]. Die Beeintréichtigung der Diastole fiihrt zu einer verringerten Durchblutung
des Myokards und wirkt sich somit auch negativ auf die Pumpfunktion aus. Die Ergebnis-
se der diastolischen Funktion fiigen sich in das Gesamtbild der akuten Herzinsuffizienz ein.
Charakterisiert wird die diastolische Funktion durch die Werte LVEDV, LVEDP, d P /d i,
7, PHT und die Ventrikelsteifigkeitskonstante (). Fiir alle Werte, abgesehen vom LVEDV,
weisen die Tiere der Gruppe CVB3 deutliche Einbufien gegeniiber den gesunden Tieren (Ko)
auf. Im Vergleich der Gruppe ILRAB CVB3 mit den Tieren der Gruppe CVB3 imponiert
hingegen eine signifikante Verbesserung bezogen diese Parameter nach IL-6 Blockade. Der
LVEDP als sehr globaler Parameter der Diastole zeigt die diastolische Dysfunktion deutlich
an. Erklarbar ist dieser hohe Druck vermutlich durch eine Verkiirzung der Fiillungsphase
und eine erhohte Steifigkeit des Ventrikelmyokards. Die Steifigkeit zeigt sich durch die Stei-
gerung von f3. Die Verdnderungen bei t zeigen, dass diese Einschrénkungen schon in der
frithen Diastole bestehen. Die direkte Beteiligung von IL-6 und TNF-o an der Pathogenese
der akuten Herzinsuffizienz ist belegt [193]. Es kann also vermutet werden, dass die Blockade
von IL-6, die mit einer gleichzeitigen Reduktion von TNF-o einhergeht (siehe 4.4.2), sich in
diesem Rahmen direkt positiv auf das Krankheitsgeschehen auswirkt. Wahrscheinlicher ist
jedoch, dass die gesamte Reduktion der Inflammation, welche mit geringerem Immunzellinfil-
trat und vor allem reduziertem Remodling assoziiert ist, fiir diese signifikanten Unterschiede

verantwortlich ist.

5.6 Methodenkritik

Um Riickschliisse auf die Relevanz der Blockade des Zytokins IL-6 auf die himodynamische
Funktion, im multifaktoriellen Geschehen der viralen Myokarditis zu ziehen, haben wir ein
etabliertes Tiermodell, der CVB3-induzierten Myokarditis bei der Maus, genutzt. Ergénzend
hierzu fanden diverse molekularbiologische und immunhistochemische Verfahren, zur Verifi-
zierung der hdmodynamischen Daten, Anwendung. In der Zellkultur konnten wir sehr isoliert
die Expression von IL-6 in einzelnen Zelllinien darstellen, was fiir ein kausales Verstédndnis
der gefundenen Zytokinmuster essentiell ist.

Die Untersuchung der Funktion des Herzens ist nur in einem lebenden Organismus maoglich.
Die Maus ist die sinnesphysiologisch am niedrigsten stehende Tierart, an dem dieses Vorha-
ben technisch moglich ist. Es erschien uns daher aufgrund der Komplexitit des inflamma-
torischen Prozesses unerlésslich, hier die Maus als Versuchstier zu nutzen. Weiter sprechen
fiir die Maus die Vergleichbarkeit mit anderen Studienergebnissen sowie die Argumente der
guten Verfiigbarkeit und des geringen Aufwands, was die Haltung und Behandlung betrifft.
Es war uns hierbei stets bewusst, dass physiologische Unterschiede zwischen murinem und

humanem Organismus bestehen [234], die einer Eins-zu-eins-Verwertbarkeit entgegenstehen.
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Es ging in diesem Versuch jedoch mehr um ein Proof of concept, als um eine detaillierte
Dosisanpassung fiir eine eventuelle Therapie.

Die Technik der Konduktanzkatheter-Untersuchung an sich gilt als sehr valide Methode
zur Charakterisierung der Herzfunktion in vivo [185]. Als alternative Methode, die vergleich-
bar gute Ergebnisse liefert, ist lediglich die kardiale Magnetresonanztomographie (MRT) zu
sehen, welches jedoch aufgrund der Verfiigbarkeit nicht als wirkliche Alternative in Betracht
kam. Eine Evaluation der Herzfunktion mittels Sonographie wére ein Kompromiss zwischen
bildgebendem Verfahren, welches gut verfiigbar ist und einer wenig invasiven Messmethode,
welche auch am wachen Tier durchgefiihrt werden kann, doch muss man hier auf wichtige
Informationen verzichten, die uns die Konduktanzkatheter-Methode liefert. Im Besonderen
sind hier die vor- und nachlastunabhéngigen Parameter zu nennen, die bei dieser Methode
mit erfasst werden. Neben der Invasivitdt der Methode besteht ein Nachteil in der Notwen-
digkeit zur Messung der parallelen Konduktanz durch Injektion 10% NaCl iiber die Vena
jugularis [235]. Sowohl die Volumenbelastung, als auch die osmotisch wirksame Losung wir-
ken sich auf die Herzfunktion der Tiere aus. Daher haben wir die Steady State Messungen
immer vor der NaCl-Applikation durchgefiihrt.

Um ein moglichst isoliertes Bild der Herzfunktion zu erlangen, war es notwendig, die Tiere
fiir die Operation und Messung in Narkose zu versetzen. Es galt hierbei eine Balance zu
finden zwischen der Elimination von Schmerzreizen, um die Messung nicht durch Stress zu
beeinflussen, und dem Vermeiden einer Uberdosierung der Narkosemittel, die an sich eine
kardiodepressive Wirkung entfalten konnen. Um diese Storgrofle moglichst nicht als beein-
flussenden Faktor in die Messung einflielen zu lassen, gaben wir die Narkosemittel (Thiopen-
tal/Buprenorphin) gewichtsadaptiert und steigerten bei Bedarf nach einem standardisierten
Vorgehen. Experimente an nicht narkotisierten Mausen sind zwar gezeigt worden [236], wa-
ren jedoch aufgrund der Invasivitit des Eingriffs und der hiermit verbundenen Schmerzreize
fiir unser Vorgehen nicht moglich. Auch miissen Tierschutzbedenken hier gegen den wissen-
schaftlichen Zusatznutzen abgewogen werden.

Die Immunhistochemie ist eine valide Methode zum Nachweis einzelner Oberflachen-
antigene und kann eine sehr genaue Auskunft iiber das mengenméflige Vorkommen bestimm-
ter Strukturen in untersuchten Geweben liefern. Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass
nur gefunden werden kann, was auch gesucht wird und der Nachweis des Vorhandenseins
keine Auskunft iiber den Mechanismus liefern kann. Ahnliches gilt auch fiir den Nachweis
von mRNA-Sequenzen mittels PCR.

Das Zellkultur-Modell welches wir einsetzten, um die Zellen auszumachen, welche maf3-
geblich IL-6 im Myokard produzieren bzw. wie sie auf eine Infektion mit CVB3 reagieren, ist
ein isoliertes und artifizielles Modell. Es gliedert sich jedoch sehr gut in die Versuchsrichtung
von der groflen Struktur zur immer kleineren zu gelangen.

Abschlieflend ldsst sich sagen, dass alle Methoden fiir sich genommen einen wissenschaft-

lichen Ausschnitt einer lebendigen Wirklichkeit darstellen und uns erst die Zusammenschau
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5 Diskussion

aller Ergebnisse eine Information iiber den Mechanismus der Erkrankung bzw. der hier un-
tersuchten Intervention bieten kann. Um diese grundlagenwissenschaftlichen Ergebnisse fiir
die Humanmedizin nutzbar zu machen bedarf es jedoch noch weiterer intensiver - vor allem

klinischer - Untersuchungen.
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