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1 Einleitung
1.1 Epidemiologie und Prognose der Myokarditis

Bei der Myokarditis handelt es sich um einen entzindlichen Herzmuskelprozess, welchem un-
terschiedlichste Ursachen, Verlaufe und Prognosen zugrunde liegen. Durch die starken Varia-
tionen in der Symptomauspragung und Intensitéat ist die Haufigkeit der Erkrankung schwer zu
beurteilen. Die virusinduzierten Formen der Myokarditis machen den Hauptanteil der entzindli-
chen Herzmuskelerkrankungen aus®. Nach den Schatzungen der World Health Organisation
(WHO) liegt bei systemischen Virusinfekten in ca. 1% der Félle eine kardiale Mitbeteiligung vor.
Bei ausgesprochen kardiotropen Viren (z.B. Coxsackievirus B) werden 4% angenommen®. Die
genaue Datenlage bleibt aber weitgehend unbekannt, weil nichtinvasive Methoden zur Diagno-
sesicherung fehlen. Klinischen Recherchen zufolge leiden ca. 10% aller Patienten mit unklarer
Kardiopathie an einer Myokarditis®, wobei die Zahl der stationar diagnostizierten Myokarditiden

in den letzten Jahren deutlich zunahm?®.

Neben asymptomatischen Verlaufen und Chronifizierung kann eine Myokarditis auch fulminant
ablaufen und zum plétzlichen Herztod fuhren. Dies ist zwar fur die Gesamtheit der Erkrankung
nicht reprasentativ, stellt jedoch eine klinisch wichtige Verlaufsform dar. GroRere Statistiken
zeigen in ca. 17 — 19% aller plotzlichen Herztodesfélle entzindliche Myokardveranderungen
und verdeutlichen damit die Bedeutung der Myokarditis unter den letalen Kardiopathien. Das
Krankheitshild der Myokarditis kann in allen Altersgruppen vorkommen. Auch bei Kindern, die
einen ploétzlichen Herztod erlitten, wurde in 16 — 21% der Falle eine Myokarditis autoptisch gesi-
chert®. Im Myocarditis-Treatment-Trial starben 56% von 214 Patienten mit klinischer Herzinsuf-
fizienz und einer histologisch verifizierten Myokarditis nach vier Jahren Beobachtungszeitraum
oder wurden einer Herztransplantation unterzogen®. Bei der seltenen idiopathischen Giant-cell-
Myokarditis steigt die Mortalitatsrate sogar auf 89% nach einem halben Jahr, unabhangig von

einer eventuell durchgefiihrten immunsupressiven Therapie’.

In den Uberwiegenden Fallen heilt eine unkomplizierte Myokarditis ab. Es kann allerdings auch
Zu einer viralen, bzw. entziindlichen Persistenz kommen, welche zu einer erst nach Jahren ma-
nifest werdenden dilatativen Kardiomyopathie (DCM) oder inflammatorischen Kardiomyopathie
(InfCM) fiihrt. Nach verschiedenen Quellen ist dies in 6 bis 21% der Fall*®. Da die Todesfalle
auf die Manifestation einer DCM und den plétzlichen Herztod zuriickzufihren sind, weist die

Myokarditis mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 45% eine ernste Prognose auf®.

Aus den Untersuchungsergebnissen der letzten Jahre konnte neben der Bedeutung der Coxsa-

ckievieren als atiologischer Faktor eine Beeinflussung und Regulation der Myokarditis-
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Pathogenese durch multiple Faktoren sowie kardiale und extrakardiale Systeme geschlossen
werden. So sollen Zytokine und Wachstumsfaktoren, aber auch lokale Prozesse wie oxidativer
Stress und kardiales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) am pathologischen Pro-
zess beteiligt sein. Weder die einzelnen EinflussgréRen noch die Zusammenhénge zwischen
den einzelnen Systemen sind bislang ausreichend geklart. Auch angesichts der vielen wider-
sprichlichen Studienergebnisse ist eine weitergehende Klarung der pathogenetischen Mecha-

nismen des hochkomplexen Krankheitsbildes — Myokarditis — erforderlich.

1.2 Zielsetzung der experimentellen Arbeit

Die Untersuchung der viralen Myokarditis beim Menschen ist bei der niedrigen Inzidenz der
Erkrankung und der haufig unspezifischen Klinik problematisch. Aus diesem Grund wurde die
Dynamik des Entziindungsgeschehens bei Coxsackievirus-B3-(CVB-3)-induzierter Myokarditis
in SWR/J-Mausen untersucht. Durch eine experimentelle CVB-3-Infektion entwickelt dieser
Mausstamm eine Myokarditis mit progredienter linksventrikulérer Dysfunktion®. Durch die Ver-
wendung von Inzuchtstammen handelt es sich bei den SWR/J-Méausen um genetisch identische
Studienobjekte, wodurch sich die Ergebnisse gut vergleichen und statistisch auswerten lassen.
In dieser Arbeit wurde die CVB-3-induzierte Myokarditis auf Expression inflammatorischer Zyto-
kine, matrixaktiver Mediatoren, Entwicklung des oxidativen Stresses und Funktion des kardialen
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems in der akuten, subakuten und chronischen Erkran-

kungsphase untersucht. Dabei wurde versucht, folgende Aspekte in Erfahrung zu bringen:

=
°

Verédnderungen in der mRNA-Expression inflammatorischer Zytokine und matrixaktiver
Substanzen (IL-6, IL-10, IFN-y, TGF-B,) in der akuten, subakuten und chronischen
Phase der CVB-3-Myokarditis

* Charakterisierung des Zytokin-Profils flr eines der Ty-Antworten, fir die Entwicklung

des oxidativen Stresses und fur die Dynamik im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

* Assoziation der Expressionsveranderungen mit der jeweiligen kardialen Situation

2 * Expression der einzelnen Subunits der NADPH-Oxidase (p47phox, p67phox,
gp91phox) wahrend der drei ausgewahlten Myokarditis-Stadien
* An-/ Abwesenheit von Anzeichen eines kardialen oxidativen Stresses
* Verhalten des lokalen antioxidativen Systems, vertreten durch MnSOD, in den einzel-

nen Myokarditis-Stadien
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w
.

Expressionsveranderung der einzelnen Komponenten des kardialen RAAS (Angioten-

sinogen, ATa-Rezeptor, AT z-Rezeptor, AT,-Rezeptor) wahrend verschiedener Myo-

karditis-Stadien

* Verhéltnisse der Expressionsintensitat der Rezeptoren-Subtypen zueinander, Prifung
gegenseitiger Beeinflussung (Agonismus / Antagonismus)

* Schlussfolgerung einer bestimmten Funktion der einzelnen Rezeptoren in der viralen

Myokarditis aus den eventuell entstandenen Unterschieden in der mRNA-Expression

4 » Kaorrelationen zwischen den einzelnen Systemen wahrend des Erkrankungsverlaufs
e Zusammenhdange zwischen den Zytokin-Expressionen und den Expressionen der ein-
zelnen Komponenten des oxidativen Stresses und des RAAS
e Gegenuberstellung der eruierten Zusammenhange mit der kardialen Dysfunktion des

jeweiligen Myokarditis-Stadiums

Die Zielstellung dieser Arbeit ist es, einerseits die relevanten pathogenetischen und prognosti-
schen Faktoren bei der viralen CVB-3-induzierten Myokarditis zu identifizieren, um daraus An-
satze fur kausale Therapieverfahren ableiten zu kdnnen, und andererseits eine Basis fir neue

experimentelle Anstdl3e zur tiefgreifenden Erforschung der Myokarditis-Pathogenese zu bilden.
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2 Theoretische Grundlagen
2.1 Kardiomyopathien und Myokarditis
2.1.1 Kardiomyopathien

Entsprechend den Kriterien der American Heart Association (AHA) von 2006 definiert man Kar-
diomyopathien als heterogene Erkrankungen des Myokards, welche mit mechanischer und /
oder elektrischer Dysfunktion assoziiert sind. Dabei gehen Kardiomyopathien meist mit einer
inadaquaten ventrikularen Hypertrophie oder Dilatation einher*.

Gemal der aktuellen AHA-Klassifikation werden primare von sekundaren Kardiomyopathien
unterschieden, wobei die primaren Typen in genetisch bedingte, gemischte und erworbene
Kardiomyopathien unterteilt werden. Sekundére Kardiomyopathien entstehen demnach auf dem

Boden einer extrakardialen Systemerkrankung™.

duziert

|

© LEONID LADYSHENSKIJ

Abb.2.1  Klassifikation der Kardiomyopathien (AHA 2006)"



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 5

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ
2.1.2 Dilatative Kardiomyopathie und inflammatorische Kardiomyopathie

Die DCM ist die haufigste Form der Kardiomyopathien. Sie ist als kardiale Dilatation mit gestor-
ter Kontraktilitat des linken oder beider Ventrikel, hervorgerufen durch virale, immunologische
oder toxische Agenzien, idiopathische Faktoren oder genetische Pradisposition, definiert'**?,
Die DCM prasentiert sich meist mit progressivem Herzversagen, Arrhythmien und Thrombem-
bolien. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 58%, was auf die Progression zur terminalen Herz-

insuffizienz und den gehauft auftretenden plétzlichen Herztod zuriickzufiihren ist®.

Bei einem groRRen Anteil der Endomyokardbiopsien (ca. 50%) von DCM-Patienten konnte eine
virusassoziierte chronische Entziindung nachgewiesen werden'**>*. In der Kardiomyopathien-
Klassifikation der WHO und der International Society and Federation of Cardiology Task Force
(ISFC) von 1995 findet sich fur dieses Krankheitshild der Begriff der entziindlichen (inflammato-
rischen) Kardiomyopathie als Aquivalent einer chronischen Myokarditis mit Zeichen der myo-
kardialen Dysfunktion'?. Sowohl die Viruspersistenz als auch die chronische Entziindung sind

bei DCM-Patienten mit einer entscheidend schlechteren Prognose assoziiert'’%*°,

Die Einteilung der inflammatorischen Kardiomyopathien erfolgt auf &atiologischer Basis: man
unterscheidet idiopathische, autoimmune und infektibse Formen. Bei infektiosen Kardiomyopa-
thien wird die chronisch-entziindliche Reaktion des Myokards durch eine Erregerpersistenz im
Myokard, bei autoimmunen Kardiomyopathien durch tberschie3ende Autoimmunmechanismen
ungeachtet einer Elimination des Erregers aus dem Myokard aufrechterhalten®>?*??. Abhangig
vom jeweiligen Pathomechanismus lassen sich bei Patienten mit dem klinischen Bild einer dila-
tativen Kardiomyopathie anhand von immunhistologischen und molekularbiologischen Verlaufs-

untersuchungen vier verschiedene Krankheitsentitdten unterscheiden (Tab. 2.1)%.

Histologie | Immunhistologie | Molekularbiologie
Postmyokarditische Herzmus- Bild einer DCM kein chronisch- keine
kelerkrankung entzindlicher Prozess Viruspersistenz
Chronisch-virale Herzmuskeler- Bild einer DCM kein chronisch- Viruspersistenz
krankung entziundlicher Prozess
Entziindliche Kardiomyopathie Bild einer DCM aktiv entziindlicher Viruspersistenz
(chronisch-persistierende Virus- Prozess, autoimmuno-
myokarditis) logischer Prozess
Entziindliche Kardiomyopathie Bild einer DCM aktiv entziindlicher Keine
(chronisch-autoimmunologische Prozess, autoimmuno- Viruspersistenz
Myokarditis) logischer Prozess

Tab. 2.1 Einteilung der dilatativen Kardiomyopathien anhand histologischer, immunhistologischer und
molekularbiologischer Analysen®



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 6

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ
2.1.3 Myokarditis

Die Myokarditis ist definiert als eine entziindliche Erkrankung des Myokards bzw. des Kardio-
myozyten und zahlt in Verbindung mit kardialer Dysfunktion zu den inflammatorischen Kardio-
myopathien'**?. 1806 wurde das Krankheitsbild erstmals durch Corvisart** beschrieben. Der
Begriff ,Myokarditis* wurde 1837 durch Sobernheim® eingefilhrt. Abramov (1897) und Fiedler

(1900) beschrieben erstmals die schweren idiopathischen Myokardschaden.

Mit der Einfihrung der Myokardbiopsie zur Diagnose der Myokarditis entstand 1984 die Dallas-
Klassifikation der Myokarditis, basierend auf histopathologischen Kriterien. Hier wurde die Myo-
karditis als entziindliches Infiltrat mit angrenzender Myokardnekrose und interstitiellem Odem
definiert®. 1991 hat Liebermann den Begriff Myokarditis nach klinisch-pathologischen Kriterien
neu konkretisiert?’. Seine Betrachtungen waren auf Faktoren wie das Vorhandensein von Prod-
romalsymptomen, plétzlicher oder schleichender Beginn der Krankheit, der Nachweis oder das
Fehlen einer ventrikuldren Funktionsstorung sowie der histologische Befund gerichtet. Basie-
rend auf diesen Kriterien wird schlie3lich ein akuter, subakuter und chronischer Verlauf der

Myokarditis beschrieben.

Die Virusatiologie der Myokarditis war lange Zeit umstritten, da es mit den tblichen Nachweis-
methoden der Virusisolation nicht gelang, einen positiven Virusnachweis zu erbringen. Der spe-
zifische Nachweis des viralen Genoms in Myokardbiopsien ist erst durch die Einfihrung mole-
kularbiologischer Techniken, wie der In-situ-Hybridisierung®?, Filterhybridisierung® und Poly-

31,32,33

merase-Kettenreaktion (PCR) maoglich geworden.

In 50% der Falle wird die Myokarditis-Atiologie als idiopathisch eingestuft. Neben zahlreicher
klar identifizierbarer infektioser und nicht-infektioser Agenzien (Pilze, Bakterien, Parasiten,

Allergene, Systemerkrankungen, Medikamente, Chemikalien, physikalische Noxen)*! werden in

34,35 32,36

Europa und den USA in der Mehrheit der Félle (in ca. 50%) Enteroviren und Adenoviren
fur die Myokarditis verantwortlich gemacht. Dartiber hinaus werden nach neueren Studien wei-
tere Viren, wie humanes Herpesvirus Typ 6, Epstein-Barr-Virus und Parvovirus B19 zu den epi-
demiologisch relevanten kardiotropen Viren gezahlt®*2"3%3%%° Bej ca. 20% der Myokarditis-

Patienten sind Mehrfachinfektionen mit diversen Viren nachweisbar.

Klinisch kann es vor allem bei Frihgeborenen und bei Kindern durch Coxsackieviren zu akuten
Myokarditis-Verlaufsformen kommen, bei denen die linksventrikulare Herzfunktionsbeeintrachti-
gung im Vordergrund steht. Bei Erwachsenen dagegen verlauft eine Vielzahl viraler Myokarditi-
den inapparent, oder es Uberwiegen die begleitenden Virusmanifestationen. Die symptomati-

schen Formen kénnen sehr vielgestaltig sein: im Vordergrund stehen generelle Abgeschlagen-
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heit, Pleurodynie, Myalgien, unspezifische Entziindungsreaktionen im oberen Respirationstrakt
und Gliederschmerzen*'. Schwerere Verlaufsformen manifestieren sich in 10 — 30% als akuter
Thoraxschmerz, in 5 — 15% als Rhythmusstorungen, in 60 — 70% als Herzinsuffizienz oder in
5 — 10% als kardiogener Schock® (Abb. 2.2). Die chronische Myokarditis &uRert sich oft als
akute oder langsam progrediente Herzinsuffizienz und kann in das Endstadium, in die post-
inflammatorische dilatative Kardiomyopathie ibergehen®>**,

\ Kardiotrope Virusinfektion |

symptomatisch

H
2
X

Herzinsuffizienz
progrediente
LV-Verschlechterung
60-70%

Arrhythmien
5-15%

Thorakale

Schmerzen
Akutes Koronarsyndrom
10-32%

{

h
durch Pumpversagen
Fulminanter Verlauf
Kardiogener Shock —
5-10% R
Plotzlicher Herztod

Sudden cardiac death (SCD)

o)
E
>

Spontanheilung
10-20%

Abb. 2.2 Klinische Prasentation und moglicher Verlauf der akuten Myokarditis (modifiziert nach
Naegeli et al.)*
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2.2 Coxsackievirus

Der Name des Virus geht auf einen Stadtenamen in den USA zurlick, wo 1948 die Erstisolie-
rung gelang. 1956 wurde zum ersten Mal der CVB-3 in einer Myokarditis nachgewiesen®. Der
Coxsackievirus mit den beiden Stammen A (CVA) und B (CVB) gehort der Gattung Enterovirus
und der Familie Picornaviridae an. Enteroviren, insbesondere Coxsackieviren der Gruppe B
wurden mit gesicherter Atiopathogenese als kardiotrope Erreger im menschlichen Herzen iden-
tifiziert®*334748,

Die Unterteilung in die Untergruppen A (24 Serotypen) und B (6 Serotypen) beruht auf dem
unterschiedlichen Schadigungsmuster in der Babymaus®. Viren der Untergruppe A erzeugen
bei der Babymaus eine diffuse Myositis, die der Untergruppe B bewirken dagegen eine herd-
férmige Myositis, oft kombiniert mit zahlreichen anderen Organlasionen (Enzephalomyelitis,
Pankreatitis, Endokarditis und Myokarditis). Der natirliche Wirt ist nur der Mensch, experimen-
tell infizierbar sind aber auch Mause®**', Hamster®?, Ratten>®* und Schimpansen®*. Die Ubertra-
gung erfolgt per Tropfchen-, Kontakt- oder Schmierinfektion. Enteroviren sind saurestabil und
konnen daher die Verdauungswege als Eintrittspforte benutzen. Sie residieren im retikuloendo-
thelialen System (insbesondere in B-Lymphozyten und Makrophagen) im Sinne eines extrakar-
dialen Reservoirs™ und vermehren sich hier, ohne dass klinische Symptome in Erscheinung
treten. Nachdem jedoch eine hamatogene Generalisierung und Ansiedelung in sekundaren Or-
ganen stattgefunden hat, entstehen spezifische Organschaden und Krankheitsbilder. Die In-
filtration des Myokards erfolgt durch spezifische Interaktion des Virus mit dem Coxsackie-

55,56

Adenovirus-Rezeptor (CAR) der Kardiomyozyten und mit dem Decay accelerating factor

(DAF), welcher die Komplement-Aktivierung unterdriickt®’.

Beim Coxsackievirus handelt es sich um einen kleinen, ca. 28 — 30 nm durchmessenden unbe-
hillten Einzel(+)-Strang-RNA-Virus ((+)ssRNA). Umgeben vom ikosaederférmigen Kapsid ist
die (+)-Strang-RNA etwa 7500 bp lang. An ihrem 5’-Ende befindet sich eine nicht-kodierende
Region, am 3’-Ende — eine kodierende Region, gefolgt von einer Poly-Adenosin-Sequenz. Am
5-Ende der (+)- und (—)-RNA-Strange sitzt jeweils ein kovalent gebundenes VPg-Protein, das
als Primer fiir die Replikation erforderlich ist>®*°. Vier Strukturproteine (VP1 — VP4) bilden zu-
sammen mit zwei Proteinasen (2A und 3C), dem VPg (3B) und der viralen Polymerase (3D) das
virale Kapsid®*®. VP1 — VP3 bestimmen die Ausbildung der Virusgestalt, VP4 wird zur Stabili-

sation des Kapsids und der Interaktion zwischen Kapsid und Virusgenom benétigt*®®2,
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Abb. 2.3  Schematische Darstellung des enteroviralen Genoms (aus Kandolf 1998)%

Dem VP1-Protein wird eine wichtige Rolle bei der Adsorption des Virus an die Zielzelle zuge-
schrieben. Diese erfolgt Uber den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor und ermdglicht die Endozy-
tose des Virus. Nach der Penetration des Virus in die Wirtszelle wird die virale Nukleinsdure aus
der Capsidhiille freigesetzt (Uncoating) und in die (+)-Strang-RNA Uberfuhrt. Diese wird als Vor-
lage fur die Transkription und anschliel3ende Transla-
tion verwendet. Es kommt zur Virusproteinsynthese
und Replikation neuer viraler RNA, wahrend die zellei-
gene RNA-Synthese inhibiert wird. Im Rahmen des
Processings entstehen unter dem Einfluss viraler Pro-
teasen individuelle strukturelle und nicht-strukturelle
Proteine. Die Synthese zelleigener Proteine wird eben-
falls gehemmt®’. Die gleichen Proteasen sorgen durch
Modifikation der Zellmembran und Anderung der
Membranpermeabilitat fur die Freisetzung der Virionen

aus der Wirtszelle.

Abb. 2.4 Falschfarbendarstellung des Humanen Coxsackievirus B3 (aus Muckelbauer et al.1995)63

2.3 Pathogenese der viralen Myokarditis
2.3.1 Pathomechanismen der Virusmyokarditis

Die molekularen Mechanismen der viralen Infektion und Persistenz in der myokardialen Matrix
sind nicht detalilliert geklart. Die umfangreichsten Erkenntnisse liegen in Bezug auf Coxsackievi-
ren vor. Es bleibt unklar, ob der Pathomechanismus des Coxsackievirus auf andere kardiotrope
(Entero-)Viren Ubertragbar ist. Dagegen spricht z.B. das grundsatzlich unterschiedliche Infek-
tionsmuster von Parvovirus B19 mit Befall von Endothelzellen im Gegensatz zu der Kardiomyo-

zyten-Infektion durch Coxsackieviren®*®.
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Der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) wird auf adulten Kardiomyozyten unter physiologi-
schen Bedingungen nicht exprimiert. Die Expression von CAR bei 63% der DCM-Herzen kdnnte

6667 anderer-

einerseits fur die spezifische Affinitat von Coxsackieviren zu den Kardiomyozyten
seits auch fir Co-Infektionen mit den nicht-verwandten Viren verantwortlich sein®®’. Die Me-
chanismen der CAR-Induktion bei DCM sind nicht vollstandig geklart, aber immunkompetente
Mediatoren wie Zytokine sowie spezifische zellulare Interaktionen sind mit groRer Wahrschein-
lichkeit daran beteiligt®®®®. Mutationen des CAR-Gens sind bei DCM-Patienten nicht nachweis-
bar™®, so dass die Anfélligkeit von Myokarditis-Patienten firr eine Infektion mit Coxsackieviren

am ehesten auf einer Regulation der CAR-Expression beruht.

Die vaskulare CAR-Expression ist auf die subendothelialen glatten GefaRmuskelzellen be-
schrankt, hingegen weisen die Endothelzellen selbst keine CAR-Expression auf. Die Interaktion
mit den endothelialen Zelladhasionsmolekiilen (CAM's) ist fiir die Uberwindung dieser ,Endo-
thel-Barriere* verantwortlich, so dass die Migration von infizierten Immunzellen in das Myokard
ermdglicht wird. Die CAM’s-Expression auf dem aktivierten Endothel korreliert signifikant mit der
zellularen Infiltration bei INFCM™. Die deutliche Assoziation zwischen der CAM’s-Expression und
der endothelialen Dysfunktion lasst die Annahme zu, dass Endothelien bei Myokarditis- und
DCM-Patienten systemisch beeintrachtigt sind, moglicherweise durch zirkulierende immunkom-

petente Mediatoren (Zytokine)".

Im Myokard kénnen Viren nicht nur latent persistieren, sondern sich auch replizieren®® und, eine
CAR-Expression vorausgesetzt, auch benachbarte Kardiomyozyten infizieren (,viral sprea-
ding*)®®. Fur enterovirales Protein wurde eine direkte Pathogenitat festgestellt”: bei der entero-
viralen Infektion kommt es zur direkten Zellabtétung im Rahmen des intrazellularen Vermeh-
rungszyklus®*. In-vitro-Untersuchungen an isolierten nicht-infizierten Herzmuskelzellen zeigten,
dass eine CVB-3-Infektion allein zum Zelluntergang fiihrte™. Weil Klaster von infizierten Zellen
vorgefunden wurden, werden einzelne infizierte Zellen fir multifokale Lasionen verantwortlich
gemacht: es wird postuliert, dass Uber Zell-Zell-Kontakte nicht infizierte Zellen den zytopathi-
schen Effekten der infizierten Nachbarzellen unterliegen™. Im Herzmuskel infizierter Mause
konnten ausgedehnte nekrotische Areale nachgewiesen werden’. In diesem Zusammenhang
gibt es Hinweise auf apoptotische Prozesse. Das Virus bedient sich wahrscheinlich des Apop-
toseprogramms der Zelle, um in den apoptoseinduzierten Zellfragmenten (sog. ,membrane
bound bodies") persistieren zu kénnen und auf diese Weise der Elimination durch das Immun-
system auszuweichen. So konnte zum Beispiel unter in-vitro-Bedingungen nachgewiesen wer-
den, dass die apoptoseinduzierende Caspase 3 infolge einer CVB-3-Infektion aktiviert wird’.
Weiterhin konnte in einem Hefe-Zweihybrid-Screen gezeigt werden, dass VP2 mit dem huma-

nen proapoptotischen Protein Siva interagiert™.
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Bei der viralen Myokarditis kommt es zur Myokardschadigung in erster Linie also durch die di-
rekte zytotoxische Wirkung der Viren?*""", Virale Proteinasen (z.B. Protease 2A) verursachen
u.a. die Spaltung des Dystrophins in den Myozyten, was zum Verlust der Integritat des Zytoske-
letts und damit zu einer Einschrankung der Kontraktilitat sowie zur Ventrikeldilatation fihrt”. Im
Rahmen der Virusreplikation wird auch das Aktingeriist der Zielzelle spezifisch zerstort. Auch
bei einer nicht-replizierenden Infektion mit niedriger Kopienzahl sind virusinduzierte zytopathi-
sche Effekte nachweisbar®. Insbesondere durch die Aufrechterhaltung der Infiltration durch
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL's) kommt es zu Myozytolysen und zum kontinuierlichen Ver-
lust an kontraktilen Elementen, woraus eine Kontraktilititseinschrankung resultiert™
(s. Kap. 2.3.2.3). Auf diese Weise kann eine Persistenz des Virus auch bei verringerter Virulenz

zur Chronifizierung der Er-

© Leond
LADYSHENSKIJ
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Abb. 2.5 Pathogenese und Immunpathogenese der Myokarditis ) o .
die virusinduzierte Immun-

antwort, verursacht durch ein molekulares Mimikry, auch gegen Herzmuskelproteine richten®®#°.
Beim molekularen Mimikry bilden sich Autoantikérper gegen das eigene Gewebe durch das
Vorkommen gleicher Epitope auf dem Erreger und auf kdrpereigenen Strukturen, so dass die
gegen den Erreger gebildete Antikérper mit den korpereigenen Strukturen kreuzreagieren®??.

Bei Patienten mit Myokarditis und auch DCM war im Bereich des zellularen Immunsystems eine
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bis zu zehnfach erhéhte Expression von MHC-I- und MHC-lI-Molekiilen vorzufinden®. In weite-
ren Arbeiten wurde in 87% der Falle mit Myokarditis eine gegen das Myokard gerichtete Sensi-
bilisierung von peripheren Lymphozyten beschrieben, bei welcher ein Teil eine herzmuskelspe-

zifische zytotoxische Immunantwort zeigte®*%*.

Bei Ausbildung einer postviralen Autoimmunitat wird die Immunreaktion nicht mehr vom Virus
getriggert und persistiert unabhéngig von dem Verlauf der Virusinfektion. Die Autoantikorper
sind gegen Strukturproteine und kontraktile Proteine des Myokards (Aktin, Myosin, Myofibril-
len)®>" Bestandteile der extrazellularen Matrix (z.B. Laminine®), Endothelzellen®, Sarko-

lemm’®, Epitope sarkoplasmatischer und mitochondrialer Antigene (z.B. ADP/ATP-

101,102 103,104,105

Carrier ), sowie verschiedene Rezeptoren (z.B. B-adrenerger Rezeptor) gerichtet.
Wiederum kann eine Viruspersistenz Uber die primar antivirale Immunitat eine antikardiale Im-
munitat aufrechterhalten®”'%. Aktivierte B-Lymphozyten produzieren primér gegen Virusantige-
ne gerichtete Antikorper, die mit Myokard-Antigenen kreuzreagieren und so zur Einschrankung

der myokardialen Kontraktilitat beitragen®*%81%,

Neben Myozytolysen und Veranderungen des kontraktilen Apparates bewirken Umbauprozesse
der extrazellularen Matrix Stérungen im Sinne eines myokardialen Remodelings (s. Kap. 2.5.2).
Die extrazellulare Matrix ist fir die Integritdt und Funktion des Herzens verantwortlich™°. Die
durch den Immunprozess ausgeléste Induktion von Zytokinen fiihrt zum Ungleichgewicht der
matrixregulierenden Enzyme und fordert die Kardiomyozytenhypertrophie und das Remode-
ling*®***!*2 Diese Imbalance zwischen den Matrixmetalloproteinasen (MMP’s) und ihren Inhibi-
toren (TIMP’s) zugunsten der MMP’s fuihrt mdglicherweise zu einer Geometrieverdnderung des
linken sowie des rechten Ventrikels. Dartber hinaus sind Zytokine auch direkt an der myokar-
dialen Kontraktilitatseinschrankung beteiligt**®. Auf der anderen Seite fungieren Interleukine als
regulierende Faktoren fur das Wachstum und die gegenseitige Differenzierung und Aktivierung

der peripheren Blutlymphozyten'***>1¢ (s Kap. 2.4).

2.3.2 Verlauf der experimentellen viralen Myokarditis im Mausmodell

Es lassen sich drei Phasen im Verlauf der viralen Myokarditis in der Maus unterscheiden'*’: die
akute Phase (0. — 3. Tag p.i.), welcher sich die subakute Phase (4. — 14. Tag p.i.) anschlieft.
Sowohl die akute als auch die subakute Phase konnen entweder ausheilen, oder in die chroni-
sche Phase (ab 15. Tag p.i.) Ubergehen. Urséachlich dafur kénnen die genetische Pradisposition
des Wirtes'®, aber auch Strukturveranderungen in de-novo-synthetisierten viralen Polypepti-
den, die Entstehung von fehlstrukturierten oder aggregierten Proteinformen und das Ph&dnomen

des molekularen Mimikries sein®’.
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2.3.2.1 Akute Phase der viralen Myokarditis (0. — 3. Tag p.i.)

In der akuten Phase der Virusmyokarditis zeigt sich im Mausmodell eine virusinduzierte Zytoto-
xizitat mit Myofibrillennekrosen'®, wahrend ein zellulares Infiltrat nicht nachweisbar ist'?°. Dem-
nach ist allein der direkte zytotoxische Effekt des Virus in der Frihphase der Myokarditis fir die
myokardialen Schaden verantwortlich’®'*'* Die Zelllyse erfolgt im Rahmen des viralen Repli-
kationszyklus durch die direkte Pathogenitéat des enteroviralen Proteins, Membranschadigungen

werden durch die perizellular freigesetzte virale Protease verursacht.

In den ersten drei Tagen lasst sich im Myokardgewebe eine erhdhte Produktion von proinflam-
matorischen Zytokinen (IL-1B, TNF-a, IFN-y)*?**** durch ortsstandige Immunzellen feststellen.
Ab dem dritten Tag sind vereinzelt inflammatorische Zellinfiltrate aus Natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und Makrophagen als Ausdruck der Aktivierung der unspezifischen Immunantwort

nachweisbar'?1?®,

2.3.2.2 Subakute Phase der viralen Myokarditis (4. — 14. Tag p.i.)

Die subakute Phase stellt die Hauptphase der kardialen Schadigung dar. Sie zeichnet sich
durch die Zunahme an entzindlichen zellularen Infiltraten im Myokardgewebe mit Aktivierung
des spezifischen Immunsystems und Produktion von Antikdrpern aus. Die Infiltrate bestehen
vor allem aus Makrophagen, T-Lymphozyten und Fibroblasten'’. Die Lymphozyten sind durch
NK-Zellen, CD4*- und CD8"-T-Zellen vertreten?®®. Zu Beginn iiberwiegen die NK-Zellen, wobei
sich das Verhaltnis spater zugunsten der CD8"-T-Zellen verandert. B-Lymphozyten und Plas-

mazellen sind nur vereinzelt nachweisbar.

Aktivierte NK-Zellen sind bedeutsam fir die Viruselimination in der subakuten Phase der Myo-
karditis*?"*?® 12 Es handelt sich um frilhe Effektorzellen der angeborenen, nicht-adaptiven
Immunantwort. Sie suchen Kardiomyozyten nach MHC-I-Proteinen ab. Wird ein verandertes
oder kein MHC-I-Komplex identifiziert (Viren hemmen in infizierten Zellen die MHC-Synthese,
damit bei der adaptiven Immunantwort die Erkennung durch CTL'’s verhindert wird), 16sen die
NK-Zellen im betroffen Kardiomyozyten die Apoptose aus oder zerstéren ihn durch Freisetzung
von Perforin®*®. Von der Vernichtung sind ausschlieRlich virusinfizierte Kardiomyozyten betrof-
fen'®. AuRerdem produzieren die NK-Zellen auf Antigenkontakt Zytokine (IL-1B, TNF-a) und
beschleunigen damit das Einsetzen der adaptiven Immunantwort. In Mausstdmmen mit vermin-
derter NK-Anzahl liel3 sich ein aggressiverer Verlauf der Myokarditis bei erhthtem Virustiter

nachweisen®13!,



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 14

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ

Zytokine spielen eine bedeutsame Rolle in der Pathogenese der Myokarditis. In Abhangigkeit
von der Art und vom Umfang der Zytokinproduktion verlaufen die spezifische und die unspezifi-
sche Immunantwort sowie Autoimmunmechanismen. Zytokine kénnen Zellen aktivieren und
inaktivieren, andere Zytokine induzieren''’ sowie die Hamodynamik beeinflussen. Dadurch er-
geben sich unterschiedlichste Effekte auf das Myokardgewebe mit daraus resultierendem
Krankheitsverlauf. Getriggert durch die virale Infektion'****® findet sich bis zum 7. Tag p.i. eine
gesteigerte Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6, TNF-a und IFN-y in den
Myozyten und Endothelzellen'®***, Zum Zeitpunkt des Auftretens der inflammatorischen Zyto-
kine IL-2, IL-4 und IL-10 ab dem 5. Tag p.i. beginnt eine massive zellulare Infiltration des Myo-
kards'®>'%, Es ist nicht geklart, ob diese Expressionssteigerung viral-bedingt oder durch die

gesteigerte Zellzahl im Myokard hervorgerufen wird*33*3¢,

In der akuten Phase der Virusmyokarditis steigt die Viruskonzentration im Myokard rapide an,
so dass am 4. Tag p.i. Maximalwerte erreicht werden™®’. Zu diesem Zeitpunkt sind noch keine
neutralisierenden Antikorper nachweisbar. Der Antikorpertiter steigt vom 8. — 10. Tag p.i. an,
Maximalwerte finden sich am 14 Tag p.i.. Andererseits kann der Virus bereits ab dem 10. Tag
p.i. im Myokardgewebe nicht mehr nachgewiesen werden****"'®_Die Elimination des Virus
wird auf3er durch neutralisierende Antikdrper von den NK-Zellen und den infiltrierenden Makro-
phagen vorangetrieben'®"'*%° Aus diesem Grund ist ca. ab dem 10. Tag p.i. eine direkte,
durch den Virus bedingte Myokardschadigung nicht mehr anzunehmen™*’.

Akute Myokarditis Subkute Myokarditis
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Abb. 2.6  Schematische Darstellung der Entwicklung einer Myokarditis bis zum Endstadium einer dila-
tativen Kardiomyopathie am Beispiel der tierexperimentellen viralen Myokarditis**°
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Die Viruselimination scheint vorwiegend B-Zell-vermittelt (humorale Immunitat) und kaum durch
die Aktivitdt der T-Zellen zu geschehen. Bei genetisch verdnderten oder experimentell mit
anti-T-Zell-Antikbrpern behandelten T-Lymphozyten-defizienten Ma&ausen blieb sowohl der
Virustiter als auch die Nekrosereduktion im Vergleich zu immunkompetenten Tieren nicht be-
einflusst**®***, Wiederum korrelieren gravierende pathologische Veranderungen im Myokard mit
der zunehmenden T-Zell-Infiltration zwischen dem 7. und 14. Tag p.i.**. In verschiedenen Stu-
dien konnte nachgewiesen werden, dass die T-Lymphozyten-Antwort fir die Ausbildung einer
Myokarditis essentiell ist (s. Kap. 2.3.3.1). In T-Lymphozyten-supprimierten Mausstdmmen bil-
dete sich die Krankheit nicht in vollem MaRRstab aus: die pathologischen Veranderungen waren
geringer ausgepragt, und es war keine Dilatation der Ventrikel zu verzeichnen. Auch die Uber-
lebensrate war bei Abwesenheit einer effektiven T-Zell-lmmunantwort deutlich héher gegentber

Mausstdmmen mit intaktem Immunsystem®°4:143,

Die zellulare Immunitét scheint also nach Entfernung der Viren aus dem Myokardgewebe ver-
antwortlich fur die fortschreitende Myokardschadigung zu sein. Zytotoxische T-Lymphozyten
erkennen virale Antigene auf infizierten Myozyten. Die Antigen-Prasentation erfolgt auf
MHC-Klasse-I-Molekillen, wonach die CTL's die betroffenen Kardiomyozyten lysieren
kénnen****®, Dies geschieht entweder {iber die Ausschiittung von Lymphokinen oder uiber die
Aktivierung von phagozytierenden Zellen wie Makrophagen. Die T-Lymphozyten sind damit

mitverantwortlich fur die Aufrechterhaltung des zellularen Infiltrates'*>°,

Wahrend der subakuten Phase der Myokarditis kommt es zu einer progredienten klinischen
Verschlechterung der Herzfunktion. Die kardiale Dysfunktion beginnt ab dem 5. Tag p.i. und

erreicht am 7. — 10. Tag p.i. die schlechtesten Werte™.

2.3.2.3 Chronische Phase der viralen Myokarditis (ab 15. Tag p.i.)

In der chronischen Phase der Myokarditis lasst sich kaum mehr ein entziindliches Infiltrat
nachweisen. Auch der direkte Virusnachweis und der Nachweis von Viruskapsidproteinen ist
nicht mehr maoglich, jedoch konnte mittels In-situ-Hybridisierung virale RNA ca. 3 Wochen p.i. im
Myokard und ca. 4 Wochen p.i. im Gehirn infizierter Mausstamme entdeckt werden'*’. Auch
mittels PCR wurde eine persistierende virale RNA bis zu 90 Tage p.i. belegt'*®'*°. Es wird da-
von ausgegangen, dass die persistierende Virus-RNA in der chronischen Myokarditis-Phase die
T-Zell-Infiltration aufrechterhalt®®?, In einer experimentellen Studie entwickelten drei verschie-
dene immunkompetente Mausstamme, in denen enterovirale RNA persistierte, eine chronische
Myokarditis, wahrend DBA/1-Mause, welche die virale RNA in der Friihphase eliminieren, nicht

zur Chronifizierung neigten”.
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Die Aufrechterhaltung der chronischen Phase der Myokarditis kann, wie oben bereits darges-
tellt, auch durch autoimmunologische Prozesse erfolgen. Dabei greifen die autoreaktiven
T-Lymphozyten auch nicht-infizierte Kardiomyozyten an®®. Es erfolgt eine Kreuzreaktion mit
kardialen antigenen Strukturen im Sinne eines molekularen Mimikries (s. Kap. 2.3.1). Als h&u-
figstes Autoantigen fungiert das kardiale Myosin'*****?  Experimentell konnte nachgewiesen
werden, dass isolierte Myosin-Autoantikérper mit CVB-3-Kapsidproteinen kreuzreagieren (Myo-
sin und CVB-3-Kapsidproteine zeigen eine ca. 40%-ige Ubereinstimmung in ihrer Aminosaure-
sequenz)™3. Eine rein myosininduzierte nicht-virale Autoimmunmyokarditis &hnelt histologisch
und klinisch der Virusmyokarditis®®****>*, Am Autoimmunprozess kénnen auch Makrophagen
beteiligt sein, die nach Abbau lysierter Kardiomyozyten die Bestandteile an der Oberflache pra-
sentieren und so eine B-Zell-vermittelte Autoimmunantwort induzieren. In dieser Hinsicht
scheint sowohl die zellulare als auch die humorale Immunitét fur die fortschreitende myokardia-

le Schadigung in der chronischen Myokarditis-Phase verantwortlich zu sein.

Eine weitere Mdglichkeit der Myokardschadigung kann durch Persistenz der viralen Infektion in
extrakardialen Kompartimenten wie Milz, Lymphknoten, Leber und Pankreas bestehen’>491%*,
Eine kontinuierliche oder periodische Freisetzung chronisch infizierter Immunzellen kénnte zu

einer persistierenden viralen Infektion des Myokards beitragen®®.

90 Tage nach viraler Infektion sind Erhdhung des Herzgewichts, VergréRerung und Dilatation
des linken Ventrikels und Auftreten von fibrotischen Veranderungen in Mauseherzen zu ver-
zeichnen. Diese Veranderungen sollen mit IL-1 assoziiert sein'** und ahneln den kardialen L&-
sionen bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie™®. Es lieR sich auRBerdem feststellen, dass
Mausstamme, bei dehnen die Myokarditis normalerweise ausheilt, durch Gabe von IL-1p und
TNF-a eine chronische Myokarditis entwickeln'®’. Die Entwicklung einer Myokarditis zur dilatati-
ven Kardiomyopathie ist weiterhin im Detail nicht geklart. Das Persistieren der viralen RNA,
immunologisches Mimikry und eine anhaltende extrakardiale Virusinfektion sind mit hoher

Wabhrscheinlichkeit daran beteiligt**®*°.

2.3.3 Die Rolle der spezifischen Immunantwort bei der viralen Myokarditis

Die Hauptphase der kardialen Schadigung wahrend der Myokarditis wird T-Zell-vermittelt
vorangetrieben. T-Lymphozyten machen ca. 70% der im Korper zirkulierenden Lymphozyten
aus. Die mit MHC-Komplexen prasentierten hochspezifischen Peptidantigene kénnen mit Hilfe
des T-Zell-Rezeptors erkannt werden. Allerdings kann nur mit einem Co-Rezeptor die maximale
Bindungsfahigkeit des T-Zell-Rezeptors erreicht werden. Die zytotoxischen T-Lymphozyten

(30 — 45% aller T-Lymphozyten) tragen den Co-Rezeptor CD8", welcher mit MHC-I-Proteinen
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interagiert. MHC-Klasse-I-Molekiile finden sich auf allen kernhaltigen Kérperzellen und préasen-
tieren korperfremde Antigenpeptide. Somit reagieren die CTL’s mit allen virusinfizierten bzw.
transformierten Korperzellen. T-Helfer-Lymphozyten (T,) tragen den Co-Rezeptor CD4"
(55 — 70% aller T-Lymphozyten) und reagieren mit MHC-II-Proteinen, welche fremde Antigen-
peptide auf antigenprasentierenden Zellen (B-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen

160

Zellen)*™ exponieren. Den CD4"-T-Lymphozyten wird bei der Koordinierung der Immunantwort

eine besondere Rolle zugeteilt.

2.3.3.1 Tui- und Tee-Immunantwort

Es werden zwei unterschiedliche funktionelle T-Helfer-Populationen unterschieden: Ty;- und
Tye-Zellen reifen aus naiven Tyo-Zellen nach Stimulation der letzteren durch antigenprasentie-
rende Zellen'®®. Die Tyo-Lymphozyten differenzieren sich wiederum aus den Vorlauferzellen
Tue'®. Nach Antigenkontakt sezernieren naive Tyo-Lymphozyten geringe Mengen IL-2, IL-4 und

IFN-y, was zum Ausreifen der Tyo-Zellen zu Tyz- und Tp-Zellen fiihrt!®%103:164,

Thi- und Tho-Lymphozyten unterscheiden sich in ihrem Zytokinexpressionsmuster und damit in
der spezifischen biologischen Funktion. Ty;-Zellen sezernieren IFN-y, TNF-$, IL-12 und IL-2 —
es kommt zur Stimulation von proinflammatorischen Zytokinen und Makrophagenaktivierung®®*.
Die Tui-Antwort bewirkt die Differenzierung der CD8*-Lymphozyten zu zytotoxischen T-Zellen,

aktiviert NK-Zellen und neutrophile Granulozyten und forciert auf diese Weise die Viruselimina-

165 166

tion™". Verallgemeinert wird die zelluldre Immunantwort als Ty;-vermittelt betrachtet™".

Die meisten Antigene allein kénnen nicht die Umwandlung der B-Lymphozyten zu antikorper-
produzierenden Plasmazellen bewirken. Ty,-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und

TGF-B und induzieren die humorale Immunantwort mit B-Zell-Proliferation, Differenzierung zu

Plasmazellen und Antikérperproduktion®®®. Aus der Stimulierung von eosinophilen Granulozyten

und Inhibierung der Makrophagenaktivierung resultieren lokale antiinflammatorische Effekte®’.

Beide Ty-Zell-Arten sezernieren TNF-a, IL-3 und GM-CSF. Welche Ty-Zell-Antwort aktiviert
wird, hangt von Faktoren wie Antigendosis, Antigeneintrittsort, Art der antigenprasentierenden
Zelle und genetische Pradisposition des Wirtes ab. Zwischen der Ty;- und der Ty,-Antwort be-
stehen Autoregulationsmechanismen: Wahrend die Ty;-Differenzierung durch IFN-y und IL-12
stimuliert wird, ist die Entwicklung der Ty,-Lymphozyten auf den Einfluss von IL-4 zurlickzufih-
ren'®*®® positive Riickkopplung besteht fiir die T.;-Antwort durch die Produktion von IL-2 und
INF-y und fir die Ty-Antwort durch IL-10 und IL-4. Zudem supprimieren IL-4 und IL-10 die Ty;-

Antwort, wahrend IL-2 und INF-y die T.,-Antwort hemmen*®®1%.
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Abb 2.7  T.-Antwort-spezifische Zytokinexpression bei viraler Myokarditis (modifiziert nach Mosmann et al.)***
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2.3.3.2 Einfluss der Ty-Immunantwort auf den Verlauf der Myokarditis

In verschiedenen experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl die Ty;- als
auch die Ty,-Antwort Uber die Induktion von spezifischen Zytokinen regressive und progressive
Effekte auf die Entwicklung der Myokarditis haben kdnnen. Jedoch werden einige die flr Ty;-
bzw. Ty,-Zellen typischen Zytokine auch von anderen Leukozyten und Nichtimmunzellen sezer-
niert, z.B. von CTL’s, NK-Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten, dendritischen Zellen, Mastzel-
len, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten'**2. Die T;-Antwort wird in der akuten und
subakuten Myokarditis-Phase aufgrund der starkeren Expression von IL-2 und INF-y gegenuber

den schwacher produzierten T,,-induzierten Interleukinen als dominierend betrachtet*3**"3,

Eine myosininduzierte Myokarditis bei Ratten konnte durch Behandlung mit IL-12 verstarkt wer-
den, was auf einen verschlechternden Effekt der Ty.-Antwort hinweist'’®. Im Gegensatz dazu
konnte durch eine IL-12-Substitution bei EMCV-induzierter Myokarditis reduzierte Myokard-
schadigung und gesenkte Mortalitdt nachgewiesen werden'”®. Geschlechtsspezifische Unter-
schiede wurden in CVB-3-infizierten BALB/c-Mausen gezeigt: mannliche Mause mit der nach-
gewiesenen dominierenden Ty;-Antwort neigen zur Chronifizierung der Myokarditis, wahrend
weibliche BALB/c-Mause mit einer dominierenden Ty,-Antwort eine akute Myokarditis aushei-
len”®"" Andererseits konnte durch die Behandlung mit anti-IL-4-Antikdrpern eine deutliche
Reduktion der CVB-3-Myokarditis in A/J- und BALB/c-M&usen erreicht werden'’®, was fiir einen
negativen Effekt der Tp,-Antwort spricht. Die Applikation von Antikérpern gegen die
Co-Rezeptoren der Antigenprasentierung B7-1 und B7-2 in A/J-Mausen flhrte zur Besserung

der chronischen Myokarditis bei Uberwiegen von T,,-Zellen*”.

Wahrend in der Mehrheit der Modelle die Ty;-Antwort fur die kardialen Schadigungen bei der
Myokarditis verantwortlich erscheint, und die Ty,-Antwort eher protektiv wirkt'®, lasst sich in

einigen Mausstammen ein reziproker Effekt durch die Ty-Subtypen beobachten.

2.4 Zytokine und matrixaktive Substanzen
2.4.1 Bedeutung der Zytokine bei viraler Myokarditis

Zytokine sind endogene Peptide, welche bei der Myokarditis als immunkompetente Mediatoren
und Regulatoren des myokardialen Remodelings fungieren. Sie werden durch zahlreiche ort-
standige und in Gewebe eingewanderte Zellen synthetisiert und sezerniert'®. Uber Zell-Zell-
Interaktionen wird die Aktivierung, Differenzierung, Wachstum und Tod von vielen verschiede-
nen Zelltypen, insbesondere von Immunzellen, reguliert’®?. So werden sowohl Autoimmunme-

chanismen als auch die T-Zell-immunantwort durch Zytokine kontrolliert. Die T-Helferzell-
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Population kann in Richtung Ty,- oder Tp-Antwort moduliert werden'®**#* (s. Kap. 2.3.3.1). Zu-
satzlich induzieren Zytokine die CAM's-Expression auf dem Gefallendothel und ermdglichen

damit die transendotheliale Migration von Immunzellen in das Myokard™.

Es wird angenommen, dass die Induktion der Zytokinsynthese bei viraler Myokarditis durch freie
Sauerstoffradikale vermittelt wird. Diese entstehen durch Gewebehypoxie infolge des Endothel-
schadens und Leukozyten-Akkumulation nach viraler Infektion*®>*®®, Andersherum kénnen Zy-
tokine (TNF-a, IFN-y, IL-1B) auch ihrerseits den oxidativen Stress induzieren (s. Kap. 2.6.3).
Weiterhin beeinflussen Zytokine die Expression von MMP’s und deren spezifischen Inhibito-
ren — TIMP’s — und kontrollieren damit indirekt die Zusammensetzung und die Funktionalitat der
extrazellularen Matrix (s. Kap. 2.5.4). Der Gesamteinfluss einzelner Zytokine auf die Pathoge-
nese der Myokarditis ist schwer zu beurteilen, da Zytokine multiple biologische Effekte haben

und die Expression anderer Zytokine stimulieren und inhibieren kénnen*’.

2.4.2 Interferon-gamma (IFN-y)

IFN-y wird von CTL'’s, Two- und Tyi-Lymphozyten produziert, besitzt besonders antivirale und
immunmodulatorische Eigenschaften, ist jedoch ebenfalls wesentlich an der Regulation von
ECM-Bestandteilen beteiligt. Es wird eine Hemmung der MMP's- und Steigerung der TIMP's-
Expression bewirkt. AuRerdem kommt es durch IFN-y zur Makrophagenaktivierung, erhéhter
Expression von MHC-I- und MHC-II-Komplexen, Proliferation und Differenzierung von
CD8"-Zellen. Neuerdings wird auch postuliert, dass die NK-Zellen-Antwort in der akuten Phase
der CVB-3-Myokarditis durch IFN-y induziert bzw. reguliert wird, d.h. dass die IFN-y-Produktion

noch vor der eigentlichen Zytotoxizitat ansteigt'®’.

In erster Linie verflgt IFN-y Uber direkte antivirale Eigenschaften, demgemaf wird durch das
Fehlen des Zytokins die virale Persistenz begiinstigt'®®®*'% |n CVB-3-infizierten transgenen
Mausen, welche in ihren pankreatischen B-Zellen IFN-y verstarkt exprimierten, konnte keine
myokardiale Inflammation festgestellt werden. Dieser Effekt wurde ebenfalls auf die IFN-y-

vermittelte Reduktion der CVB-3-Replikation zuriickgefihrt*®*.

Durch IFN-y wird die Ty:-Immunantwort tiber IL-12-Stimulation'®? angetrieben und in Makropha-

gen die Expression antiviraler Effektor-Molekiile, wie z.B. NO'1%

, aktiviert. Physiologischer-
weise wird die Expression von IFN-y durch IL-10 inhibiert. Bei Patienten mit fulminanter Myo-
karditis wurden deutlich erhéhte IL-10-Werte im Blutserum gefunden, wobei IFN-y-Werte nicht
erhoht waren'®*%®, Der letale Ausgang eines Viertels dieser Patienten, bei denen auch die

hdchsten IL-10-Werte eruiert wurden, wird somit plausibel. Andererseits bewirkt NO durch den
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oxidativen Stress besonders in chronischen Myokarditis-Stadien den Zelltod. Es gibt auch Hin-
weise darauf, dass kardiotoxische IFN-y-Effekte auf die Induktion von autoimmunen Mechanis-

men wahrend der viralen Myokarditis zurickzufiihren sind.

2.4.3 Transformierender Wachstumsfaktor beta 1 (TGF-$,)

Von einigen Tumorzellen werden Faktoren produziert, welche es den Fibroblasten erméglichen,
in einer Suspension zu proliferieren, wobei normale Fibroblasten nur bei einer Heftung an feste
Oberflachen wachsen konnen. Solche Faktoren haben die Bezeichnung TGF (transforming

growth factors) erhalten.

Der antiinflammatorische Wachstumsfaktor TGF-; wird von aktivierten Makrophagen, Mastzel-
len, T-Lymphozyten (T2 > Thy), Epithel- und Endothelzellen produziert. TGF-B; hat einen star-
ken inhibierenden Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation von T- und B-Lymphozyten,
Makrophagen und NK-Zellen*®"%1% Bej einer CVB-3-vermittelten autoimmunen Myokarditis
konnte durch TGF-f nicht nur die virale Replikation, sondern auch der autoimmune Prozess

merklich supprimiert werden®®.

TGF-B, ist ein wichtiger Stimulator der Fibroblastenproduktion, seine Inhibierung reduziert deut-

201

lich den Grad der kardialen Fibrose”" (s. Kap. 2.5.4). In einem Experiment mit BALB/c-M&ausen

wurde die Korrelation zwischen der kardialen Fibrosierung und cTGF-Expression (connective
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tissue growth factor) in der akuten CVB-3-induzierten Myokarditis bestétigt. Aul3erdem konnte
beobachtet werden, dass der cTGF-produzierende Zelltyp wahrend der Akutphase der Infektion

202

von interstitiellen Zellen zu Kardiomyozyten wechselte”. Ferner wurde zwischen der Zell-

Apoptose-Rate und der TGF-B;i-Expression ein signifikanter Zusammenhang bei einer viralen

Herpes-simplex-Virus-l-induzierten Myokarditis in BALB/c-M&usen festgestellt**.

2.4.4 Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 ist eines der wichtigsten Ty,-Zytokine im myokardialen Entziindungsgeschehen, welches
unterschiedlichste Aspekte der Immunantwort zu regulieren vermag. Es nimmt eine Sonderstel-
lung bei den inflammatorischen Proteinen ein, da es sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Effekte besitzt”. IL-6 ist auBerdem ein potenter Induktor der CAM’s-Expression (ICAM-1) auf
Endothelien der Kardiomyozyten®* (s. Kap. 2.3.1). AuRer der Funktion als Mediator der Makro-
phagenaktivierung®® und B-Zell-Differenzierung®® fungiert IL-6 als Hauptregulator der Akute-
Phase-Reaktion und bewirkt durch die Hepatozyten-Stimulation die Freisetzung von Akute-
Phase-Proteinen (CRP, Fibrinogen)?’. Die Produktion von IL-6 erfolgt durch Monozyten, Mak-
rophagen, T-Lymphozyten (vor allem T,), Fibroblasten, Endothelzellen und Kardiomyozyten®®*

Stimuliert wird die IL-6-Bildung durch TNF-a. und IL-1p°® sowie Katecholamine und Hypoxie*’
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Abb. 2.9 Induktoren, Produzenten und Zielzellen von IL-6
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Im Rahmen der kardialen Erkrankungen gilt IL-6 als prognostischer Faktor bei Myokarditis und
DCM?®. Ebenso bedeutsam ist IL-6 fiir die virale Antigenprasentation, frihe Aktivierung der
Immunantwort und signifikante Minderung der viralen Replikation®°. Die IL-6-Wirkung wird
durch Signaltransduktion {iber das Rezeptor-Bestandteil gp130 in der Zellwand vermittelt*°.
Durch anschlieRende Aktivierung von Signalproteinen (z.B. JAK/STAT) werden die Signale an
das Zellinnere weitergeleitet und verandern die Expression von zahlreichen Zielgenen. Auf die-
sem Weg erhélt das myokardiale IL-6 die kardiale Inflammation aufrecht, reduziert die Kontrakti-
litat des Herzmuskels durch Storung der Kalzium-Homoostase und ruft die myokardiale Hyper-

trophie hervor®®*?*,

Zum Wirkungsspektrum von IL-6 gehéren auch zytoprotektive Effekte. So wird die Unterdri-
ckung der Apoptose durch Hochregulierung antiapoptotischer Gene bewirkt?®*. Die antiinflam-
matorische Wirksamkeit des IL-6 beruht auf der Inhibierung der TNF-a- und IL-1B-Expression

sowie der Synthesereduktion der entsprechenden Rezeptoren®’?',

2.4.5 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 ist ein natirliches antiinflammatorisches Zytokin, welches die Genexpression proinflam-
matorischer Zytokine wie IL-1B, IFN-y, TNF-a. und IL-6 supprimiert’*****#% So wurden bei
IL-10-defizienten Mausen signifikant erhdhte TNF-a- und IL-6-Konzentrationen im kardialen
Muskelgewebe festgestellt**. Ferner wird durch IL-10 die Ty;-Antwort gehemmt, wihrend die
Erhaltung der Ty-Ant-
wort unterstiitzt wird®*®., e '
Die Synthese von IL-10

erfolgt hauptséachlich i
durch Monozyten, Ma-
krophagen, Keratinozy-
ten, B- und T-Lympho-

zyten (vor allem Typ)?Y.

Die protektive Funktion
® LEONID LADYSHENSKI]

von IL-10 wurde an-

hand einer CVB-3-in- Abb.2.10 Effekte von IL-10*"** (LPS: Lipopolysaccharide)
duzierten Myokarditis in

Méauseherzen veranschaulicht: IL-10 bewirkte eine verminderte Gewebeschadigung und zeigte

einen schitzenden Effekt beziiglich der Letalitat im Vergleich zu immundefizienten Mausen®®.
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AulRerdem konnte durch IL-10-Gentransfer eine Protektion des myokardialen Gewebes nach-

gewiesen werden?®2%,

IL-10 wird auch fur die Down-Modulation der Makrophagen-Aktivitat und der durch Makropha-
gen synthetisierten Zytokine verantwortlich gemacht?*#?>, Makrophagen exprimieren u.a. NO,
welches einerseits antiviral wirkt, andererseits aber durch den oxidativen Stress die Apoptose
herbeifiihrt (s. Kap. 2.6.3).

2.4.6 Zellkernfaktor kappa B (NF-kB)

NF-«xB ist ein in der Myokarditis wichtiger proinflammatorischer Transkriptionsfaktor, der in na-
hezu allen Zelltypen vorkommt. NF-xB spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation der Im-

munantwort, der Zellproliferation und der Apoptose und wird vielseitig reguliert (s. Tab. 2.2).

TNF-a und IL-1p kénnen den NF-kB-Transduktionsweg induzieren, infolgedessen Inflammation
und oxidativer Stress entstehen (s. Abb. 2.13). Auch andersherum stimuliert NF-xB die Produk-
tion proinflammatorischer Zytokine, welche ihrerseits Akute-Phase-Antwort in der Leber, die
Immunantwort und das myokardiale Remodeling induzieren. Unter den fir NF-xB bedeutsamen
Sighalwegen ist insbesondere der MAP-Kinase-Weg wichtig. MAP-Kinasen (mitogenaktivierte
Proteinkinasen) sind unter anderem an der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose,
Transformation und Vasokonstriktion beteiligt?*®. Uber NF-kB induziert Angiotensin Il den MAP-
Kinase-Weg und stimuliert Endothelzellen zur Freisetzung von VCAM-1, wodurch die Lympho-

zyten- und Makrophagenmigration in das kardiale Gewebe ermdglicht wird.

Glukokortikoide und Zyklosporine kénnen die Aktivierung von NF-kB effektiv inhibieren®*.
NF-kB-Hemmung fihrte zu deutlich verminderter Inflammation und iINOS-Expression

(s. Kap. 2.6.3), erniedrigte die Zytotoxizitat und Zellproliferation in transgenen Ratten®?>.

e Zytokine: TNF-a und TNF-B, IL-1, IL-2, IL-17 e Zytokine: IL-10

e Wachstumsfaktoren: GM-CSF, Insulin, NGF, PDGF e Immunsupressiva: Glukokortikoide,

e Immunrezeptorliganden: IgM, CD3, CD4, CD28, CD40 T-Zell-Blocker (Cyclosporin,

e Stressreaktionen: Reoxygenation, Hypoxie, Blutung Tacrolimus, Rapamycin)

e Angiotensin Il e NSAID: ASS, Tepoxalin

e Bakterien und Bakterienprodukte: Mycobacterium tuberculosis, e CcAMP-Agonisten und -Aktivatoren:
Listeria monocytogenes, Lipopolysaccharide, Exotoxin B, PGE2
Toxic-shock-syndrome-Toxin e Neurotransmitter: NO

e Viren und Virenprodukte: HIV-1, HTLV-1, CMV, EBV, doppelstrangige RNA | ¢ Antioxidantien

e Freie Radikale e Goldverbindungen

e Xenobiotika: Antigene, Cycloheximide, Phorbolester, Concanavalin A, e Gliotoxin (fungaler Metabolit)
Phythamagglutinin, Calciumionophore e synthetische Peptidproteosomen-

¢ Umgebungsnoxen: UV-Licht, ionisierende Strahlung, Chrom, Kobalt, Nickel Inhibitoren

Tab. 2.2 NF-xB-Regulation
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2.5 Die myokardiale extrazellulare Matrix (ECM)
2.5.1 Bestandteile und Funktionen der ECM

Die extrazellulare Matrix (ECM) stellt die Gesamtheit aller Makromolekile im Interzellularraum
des Herzens dar. Das dreidimensionale Netzwerk besteht zu 90% aus Kollagenen®* und ande-
ren Bestandteilen, wie Fibronektin, Elastin, Laminin, Glykoproteinen, Proteoglykanen und Glu-
kosaminoglykanen. Es handelt sich hierbei um ein dynamisches Gewebe, welches durch per-
manente Synthese- und Abbauprozesse der Bindegewebsstrukturen gekennzeichnet ist. Durch
die Balancierung der Umbauprozesse kann die strukturelle Architektur der aktuellen hamody-
namischen Belastung angepasst werden, ohne das Gerist der Matrix zu destabilisieren. Damit
ist die ECM bedeutend fiir den Erhalt der kardialen systolischen und diastolischen Funktionali-
tat. Durch die Interaktion der ECM-Adhdasionsproteine mit Integrin-Rezeptoren werden zellulare
Funktionen wie Proliferation, Differenzierung, Zell-Zell-Interaktion und Apoptose von Kardio-

myozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Immunzellen koordiniert™"#?®,

2.5.2 Myokardiales Remodeling

Unter myokardialem Remodeling wird ein pathologischer Umbau der extrazellularen Matrix ver-

standen, welcher auch zelluldre Verdnderungen (Myozytenhypertrophie, Fibroblastenprolifera-
tion, Apoptose) nach sich zieht?*>?®, In erster Linie handelt es sich hierbei um Kompensations-
mechanismen, die unter pathologischen hdmodynamischen Bedingungen die Steigerung bzw.
Stabilisierung der Herzleistung gewdahrleisten. Dieser Effekt ist allerdings zeitlich begrenzt, so
dass es Uber Veranderungen der Struktur und der Funktion der ECM zu Umgestaltung der
Herzgeometrie (Hypertrophie / Dilatation) mit konsekutiver Stérung der kardialen Funktion
kommt?*!. Das Remodeling wurde bei Myokardinfarkten, Myokarditiden, Kardiomyopathien und
chronischem arteriellem Hypertonus beobachtet®??33%342% Dje Regulation des Remodeling-
Prozesses erfolgt durch komplexe, noch nicht vollstandig geklarte Interaktionen von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Proteasen®®*, wobei auch das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System und oxidativer Stress einen bedeutenden Einfluss haben.

So wie der Remodeling-Prozess zur Apoptose fuhren kann, kénnen auch Apoptose oder Nek-
rose der Zellen das Remodeling induzieren. Da abgestorbene Zellen nicht ersetzt werden kén-
nen, steigt fir die verbleibenden Kardiomyozyten die Wandspannung an. Kompensatorisch hy-
pertrophieren die Kardiomyozyten und es kommt zur Aktivierung des ECM-Remodelings mit
gesteigerter Fibrosierung. So setzt sich als Folge der Apoptose das Myokard im Vergleich zum

normalen Herzgewebe aus deutlich wenigeren und zum Teil massiv hypertrophierten Kardio-
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myozyten und Kollagen zusammen®’. Ein progredienter Zellverlust kann zur progressiven Ent-
wicklung der DCM und Herzinsuffizienz filhren?*®. Zwischen der Apoptoserate und dem Ausmaf
des kardialen Remodeling wurde eine strenge Korrelation wahrend der subakuten Myokard-

239

infarkt-Phase festgestellt Neurohumorale Faktoren (Katecholamine, RAAS), Zytokine

(z.B. TNF-a), oxidativer Stress und mitochondriale Schadigung sind Trigger der Apoptose®®.

Die Funktion der ECM wird sowohl von der Menge des Kollagengehalts, als auch von der Quali-
tat der Quervernetzung und des Verhdltnisses der einzelnen Kollagene zueinander bestimmit.
Den groRten Kollagen-Anteil der ECM bilden Kollagen Typ | (85%) und Typ Il (11%)%*" %*2, Aus
Kollagen | bestehen dicke, parallel angeordnete Fibrillen, welche dem Herzgewebe Zugfestig-
keit und Steife verleihen (,tensile strength®). Kollagen | tGbertrifft an Reil3festigkeit selbst Stahl
und halt unter experimentellen Bedingungen Druck- und Zugbelastungen von bis 500 mmHg

aus®®. Dagegen sorgt Kollagen Il durch Formung eines feinen dreidimensionalen Netzwerkes

234,244 245,246

fur hohe Elastizitat. Sowohl in hypertrophierten Herzen als auch bei Myokarditis und
DCM?¥-%#7 konnte ein gesteigerter Gehalt an Kollagen und z.T. Fibronektin nachgewiesen wer-

den. Ein erhohter Kollagenumsatz bewirkt eine qualitdtsverminderte Quervernetzung der Kolla-

248,249 247,250

genfibrillen und eine Verénderung des Verhaltnisses von Typ-I- zu Typ-llI-Kollagen
Trotz des erhdhten Kollagengehaltes kommt es schlief3lich nicht zu einer Versteifung des Mus-
kelgewebes, sondern zur Herzdilatation aufgrund der dominierenden Aktivitdt der

ECM-abbauenden Matrixmetalloproteinasen (MMP’s).

2.5.3 Matrixmetalloproteinasen (MMP’s)

Kollagene zeichnen sich durch eine au3erordentlich hohe proteolytische Resistenz aus. Ledig-
lich Vertreter der Familie der zinkabhangigen Endoproteasen — MMP’s — sind in der Lage, effek-
tiv die fibrillaren Kollagene zu degradieren®'. MMP’s werden in ihrer aktiven Form durch TIMP’s
(tissue inhibitor of metalloproteinases), welche u.a. von Kardiomyozyten und Makrophagen se-

zerniert werden, gehemmt®™??*%, Zu den MMP’s-produzierenden Zellen gehoren Fibroblasten,

Collagenasen MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18 Spaltung fibrillarer Kollagene*>*

Gelatinasen MMP-2, MMP-9 Spaltung von denaturiertem Kollagen
(Gelatin) und Kollagen Typ 1V**°

Stromelysine MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11 weites Spektrum der Degradierung>®,

z.B. Kollagene, Gelatin, Fibronektin,
Laminin und Proteoglykane®’
membrangebundene MT1 (MMP-14), MT2 (MMP-15), MT3 Abbau der Kollagene und Gelatine +
MMP’s (MT-MMP’s) (MMP-16), MT4 (MMP-17), MT5 (MMP- | Aktivierung anderer MMP’s?*®
24), MT6 (MMP-25)
andere MMP’s MMP-26, MMP-12, MMP-19, MMP-20, unspezifischer ECM-Abbau (Kollage-
MMP-21, MMP-22, MMP-23 ne, Gelatine, Fibronektin, Elastin)

Tab. 2.3 Einteilung der MMP'’s
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Kardiomyozyten, Endothelzellen, neutrophile Granulozyten, Makrophagen sowie viele Tumor-
zellen®®. Nach ihrer Struktur und nach ihrer Substratspezifitat werden die MMP’s in fiinf Klas-

sen eingeteilt (Tab. 2.3).

Zwischen der Aktivitat von MMP’s und TIMP’s besteht im physiologischen Zustand ein Gleich-
gewicht®®®. Stimuliert durch verstérkte Ablagerung der Kollagene, kommt es beim Remodeling
zur gesteigerten Synthese und Aktivierung der MMP’s sowie einer Down-Regulation von
TIMPysl86,231.

In mehreren Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass pathologisches, myokardiales Remode-
ling durch MMP-Modulation induziert oder inhibiert werden kann. So bewirkte die Uberexpres-
sion von MMP-1 am Herzen transgener Mause verstarkte Hypertrophie, Dilatation und systoli-
sche Dysfunktion®®. Durch eine Hemmung der MMP’s in Mauseherzen konnte die linksventriku-
lare Dilatation nach einem Myokardinfarkt deutlich reduziert werden?®?. Auch die Inhibierung der
aktiven MMP ADAM-12 bei Labormausen verhinderte sowohl die Entstehung einer Hypertro-
phie als auch der Dilatation des linken Ventrikels?®®. Dagegen filhrte eine totale MMP-Inhibition
zum erhdhten interstitiellen Kollagengehalt und damit zur erhéhten myokardialen Steifheit mit
kardialem Funktionsverlust®®®. Dass auch zwischen den einzelnen MMP’s unter physiologischen
Bedingungen ein kontrolliertes Gleichgewicht besteht, zeigten Versuche, bei denen aus selekti-

ver MMP-Inhibition ein kompensatorischer Anstieg anderer MMP’s resultierte®*.

2.5.4 Regulation des myokardialen Remodelings

Die Expression der ECM-Komponenten und damit auch der des pathologischen Remodelings
wird durch inflammatorische Zytokine induziert und reguliert. Ein wichtiges Zytokin ist TGF-f,
welches einerseits die Synthese von Kollagenen®®®, Fibronektin, Proteoglykanen und Elastinen
in der ECM stimuliert®®®?’, andererseits den enzymatischen Abbau der ECM verringert. Der
letztgenannte Effekt resultiert aus der Inhibierung der MMP’s-Produktion bei gleichzeitiger Sti-
mulation der TIMP’s -Sekretion**®?®°. Die TGF-B;-vermittelte Kollagenbildung erfolgt nach der
Einwanderung der Makrophagen in das myokardiale Gewebe: Sie produzieren die induzierbare
NO-Synthase (iINOS), die Cyclooxygenase (COX) und TGF-B;. INOS und COX verursachen
ihrerseits Kollagendegradation und Apoptose. Die zeitgleich eingewanderten Fibroblasten wer-
den durch TGF-B; zu Myofibroblasten transformiert?*®. Die letzteren produzieren nachfolgend

Fibronektin und spéater, Uber Prokollagen Typ Il und Typ I, fibrillares Kollagen.

Hingegen wurde fir IL-1p und TNF-a ein stimulierender Effekt auf die mRNA-Expression von

MMP’s beschrieben?’®?"*, Beide Zytokine verringern damit den myokardialen Kollagengehalt,
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wahrend die Fibronektin-Synthese in der ECM stimuliert wird*?"®. Daneben kann TNF-o. selbst

durch MMP'’s aktiviert werden. Dieser Effekt wird durch Gabe von MMP’s-Inhibitoren gehemmt

und durch zusatzliche Gabe von Kollagenasen, Gelatinasen und Stromelysinen wieder hervor-

gerufen?’#%">,

In neueren experimentell-therapeutischen Ansatzen konnte durch TNF-a-

Inhibition die linksventrikulare Dilatation und kardiale Dysfunktion in knock-out-Mauseherzen

verringert werden?’®. Uber einen Riickkopplungsmechanismus kénnen IL-1p und TNF-o. ihrer-

seits auch TGF-B und IL-6 stimulieren, wodurch eine MMP’s-Erhdhung unter physiologischen

Bedingungen limitiert werden kann?"’.
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Abb. 2.11 Zytokin-vermittelte Regulation des myokardialen Remodelings
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AuRBer der antiviralen und immunmodulatorischen Effekte besitzt auch IFN-y wesentliche Ein-
flusse in der Regulation der ECM. In experimentellen Studien wurde verdeutlicht, dass IFN-y
Uber die Wirkung auf kardiale Fibroblasten die Expression der kollagenen ECM-Bestandteile
senkt und simultan MMP’s-Abbau induziert®*’®?"*?%_ Gleichzeitig wird die TIMP-1-Expression
gesteigert®®. Ein weiteres wichtiges Zytokin beim Remodeling-Prozess ist IL-6. Fiir IL-6 konnte
eine IL-1-antagonistische Wirkung mit positivem Effekt auf TIMP-1-Erh6hung eruiert wer-
den®%?®_ Ein begiinstigtes kardiales Remodeling und positiv-inotroper Effekt waren in einer

tierexperimentellen Studie mit der IL-6-Expressions-Steigerung assoziiert?®*.

Noch sehr wenig bekannt ist Uber den Einfluss des MMP's- MMP’s-

.. . . Induktoren _Suppressoren
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 auf den myokar- %5, %6 N |
dialen Remodeling-Prozess. In Rattenherzen bewirkte | LN Heparin

g . PDGF Retinoide (Vitamin A)
. . . . . g Kortikosteroid
die Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen pro- | 1o b oe
O,-Radikale Tetrazykline

und antiinflammatorischen Zytokinen zugunsten des
antiinflammatorischen IL-10 eine Steigerung der links- 135 24  MMP's-Regulatoren
ventrikularen Funktion und verminderte Auspragung

der Herzinsuffizienz im Rahmen eines Postinfarkt-Remodelings®®>2%°

. Eine exogene IL-10-
Applikation reduziert den Schweregrad, Mortalitat und kardiale Dysfunktion bei Autoimmunmyo-
karditis®*®. Die Wirkung von IL-10 auf den ECM-Metabolismus bei viraler Myokarditis ist nicht

zuletzt auf die Inhibition der inflammatorischen Immunantwort zuriickzufiihren®’
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2.6 Oxidativer Stress
2.6.1 Freie Radikale

Freie Radikale sind Atome oder Molekile, die ungepaarte Elektronen besitzen. Da freie Elekt-
ronen danach ,streben”, ein Elektronenpaar zu bilden, sind Radikale extrem reaktionsfreudig.
Von besonderer Bedeutung sind mdgliche Schadigungen der Nukleinsdurebasen (bes. Thymin
und Guanin) mit daraus resultierenden chromosomalen Veranderungen. Auch Proteine werden
durch freie Radikale angegriffen und verandert, wodurch eine Funktionseinschrankung oder
Funktionsanderung entsteht. Bei Lipiden treten durch Radikale-Wirkungen gravierende Schadi-
gungen auf. Da Lipide ein Hauptbestandteil von Zytomembranen sind, kénnen hier erhebliche
Beeintrachtigungen der Integritat von Zellmembraneigenschaften hervorgerufen werden. Unmit-
telbare Folgen sind ein verstarkter Kalzium-Einstrom in die Zellen und die Stérung zahlreicher
Rezeptoren. Intrazellular kénnen vor allem die Integritat der Mitochondrienmembran und damit

auch der oxidative Stoffwechsel beeintrachtigt sowie die DNA geschadigt werden.

Auch O, ist ein Radikal, weil es zwei ungepaarte Elektronen besitzt. Daher tendiert Sauerstoff

dazu, Elektronen aufzunehmen. Durch die Aufnahme eines Elektrons entsteht das Superoxid-

anion (O ), ebenfalls ein hochreaktives Radikal, da noch immer ein ungepaartes Elektron vor-
liegt. Sauerstoffradikale entstehen im menschlichen Kérper ganz natirlich wahrend des Ener-
giestoffwechsels bei der unvollstdndigen Reduzierung des Sauerstoffs zu Wasser. Insbesonde-
re in Mitochondrien entsteht Superoxid als Zwischenprodukt der intrazellularen Atmungskette.
Wahrend 96 — 99% des Sauerstoffs in der Atmungskette durch Cytochromoxidasen vollstandig
zu H,0 reduziert werden, erfolgt die Freisetzung von circa 1 — 4% als Superoxid. Sauerstoffra-
dikale kdnnen mit vielen anderen Molekilen und Verbindungen interagieren und dabei neue
Radikale erzeugen (Radikalkettenreaktion). Die Superoxidkonzentration in den Zellen nimmt
proportional zu steigendem Sauerstoffpartialdruck zu. Die freien Radikale des Sauerstoffs und
seiner Verbindungen werden zusammen mit nicht-radikalischen, aber sehr reaktiven Sauer-

stoffverbindungen als Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet.

Antioxidantien (s. Kap. 2.6.5) neutralisieren die freien Radikale im Organismus durch Ubertra-
gung eines Elektrons. Normalerweise liegt zwischen oxidativen und den, durch Antioxidantien
induzierten, reduktiven Prozessen ein Gleichgewicht vor. Der Zustand, bei welchem die Kon-
zentration freier Radikale die antioxidative Kapazitat des Organismus Ubersteigt, wird als oxida-

tiver Stress bezeichnet?®,
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2.6.2 Sauerstoffradikale und Oxidativer Stress bei viraler Myokarditis

Wahrend der viralen Coxsackievirus-induzierten Myokarditis fuhrt ein reduzierter antioxidativer
Status zum Anstieg des oxidativen Stresses mit Verschlechterung der Krankheitssymptomatik
und Progression der Infektion®®. In Serumuntersuchungen der Patienten mit Myokarditis wur-
den erh6hte Konzentrationen an Lipidperoxiden als Zeichen des oxidativen Stresses bei gleich-
zeitigem Verlust an GSH-Px- und SOD-Aktivitat (enzymatische Antioxidantien) gefunden®®®?%,
Relevante Ursachen fur die Entstehung des oxidativen Stresses wahrend der viralen Myokardi-
tis kbnnen zytokinbedingte Induktion, inflammatorische Stimuli, hoher O»-Verbrauch und geneti-
sche Pradisposition sein. Das bei der hdamodynamischen Dysfunktion verstarkt sezernierte An-
giotensin Il scheint ebenfalls an der Initialisierung und Aufrechterhaltung des oxidativen Stres-
ses beteiligt zu sein. Zytokine, die an der Pathogenese der Myokarditis beteiligt sind (TNF-a.,
IL-1B, TGF-B), kdnnen auch ihrerseits oxidativen Stress initialisieren. So verursacht TNF-a Uber
die Bindung an NF-kB die ROS-Entstehung und die mitochondriale Dysfunktion. Auf diesen

Sachverhalt werden auch die zytotoxischen Eigenschaften von TNF-o zuriickgefiihrt?®22%,

Verschiedene Tiermodelle (Kaninchenseptum, isoliertes Rattenherz und Papillarmuskel)?**#%

belegten funktionelle Einschrankungen und strukturelle Anderungen im Myokard, bedingt durch
eine gesteigerte ROS-Bildung. Es kam zu Reaktionen mit Biomolekilen und daraus resultieren-
den Schadigungen des Herzmuskelgewebes. Uber Lipidperoxidation und Oxidation von Thiol-
gruppen resultierten Verdnderungen in der Formation der Nukleinsdurebasen, es entstanden

dysfunktionelle Membranstrukturen und zum Teil vollstandige Membrandestruktionen®®®.

In experimentellen Arbeiten erwies sich das Superoxidanion als am meisten schadigend fir
Kardiomyozyten in CVB-3-infizierten Mausen®®’. Das Superoxidanion bewirkt {iber Lipidperoxi-
dation die Expression von Adhasionsmolekiilen (ICAM-1) in den Endothelzellen der Gefalie und
ermdglicht durch die Anheftung und Einwanderung von Monozyten, Makrophagen und weiteren
Leukozyten in das myokardiale Gewebe die Inflammation. Das aus der Dismutation des Super-
oxidanions resultierende Wasserstoffperoxid (s. Kap. 2.6.6) bewirkt allein keine signifikante
Myozytenschadigung®”’, begiinstigt aber auch die Inflammation im myokardialen Gewebe: H,O,
aktiviert die Myosinkinase der Endothelzellen, wodurch es zur Kontraktion und anschlieRender
Formveranderung der Endothelzellen kommt. Die Folge sind gestérte Zell-Zell-Kontakte mit

erhdhter Permeabilitdt und Einwanderung von inflammatorischen Zellen.

Erwiesen ist auBerdem, dass Superoxide durch Stérung der Ca®*-Aufnahme ins sarkoplasmati-
sche Retikulum die Regulation der intrazelluldren Ca**-Konzentration behindern und damit die

myokardiale Kontraktionsfahigkeit senken®®?%°_ Weiterhin wird durch ROS der Ca*/Na‘-
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Austausch, die Aktivitat der Na'/K*-ATPase, sarkolemmaler Ca?-ATPase und myofibrillarer

ATPase behindert. Es kommt zur Hemmung der oxidativen Phosphorylierung und Glykolyse.

Sauerstoffradikale gelten als potente Induktoren und Mediatoren der Myozytenhypertrophie®®.

Durch zusétzliche Stimulation der Fibroblastenproliferation in der extrazellularen Matrix nehmen
Sauerstoffradikale eine Schliisselrolle in der Induktion des myokardialen Remodelings ein'®**,
Daruiber hinaus wird durch den oxidativen Stress die Apoptose in den Kardiomyozyten ausge-
l6st, welche die dilatative Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz zur Folge hat**3®, In der expe-
rimentellen Coxsackievirus-Myokarditis korrelierte das Ausmaf} des oxidativen Stresses mit
dem Umfang der Kardiomyozytenapoptose, wobei die Phase mit den geringsten Glutathion-

Plasmakonzentrationen als am meisten geféahrdet fiir das Apoptoserisiko identifiziert wurde*.

2.6.3 Nitritoxidradikal (NO®)

NO gehdrt zu den wichtigen bioaktiven Molekilen mit regulatorischen, zytotoxischen und zyto-
protektiven Eigenschaften. Die Synthese von NO aus L-Arginin wird durch das Enzym NOS
(nitric oxide synthetase) katalysiert. Die Expression der induzierbaren Form der NOS — iNOS —
wird durch Zytokine reguliert und ist in die komplexe myokardiale Immunantwort bei der Entero-
virusinfektion eingebettet. Die induzierbare Isoform wird erst nach inflammatorischen Stimuli
exprimiert. Die iINOS-Produktion konnte sowohl in akuter als auch in chronischer Myokarditis-
Phase bei CVB-3-infizierten NMRI-Mausen nachgewiesen werden. Dabei war das Expressions-
profil von TGF-B dem von iNOS sehr ahnlich®®.

Durch Zytokinfreisetzung wéhrend der viralen Myokarditis (z.B. TNF-a., IL-18) kbnnen Uber zel-
luldare Rezeptoren Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, welche die Expression von iNOS
bewirken. Gebildete Nitritoxidradikale diffundieren aus der Zelle und kénnen mit Sauerstoff zu
hdheren Stickoxiden (NOy) reagieren. Durch S-Nitrosothiole (RSNO) wird NO intrazellular ange-
reichert und fahrt zur Blockade der mitochondrialen Atmung und DNA-Schadigung. Gleichzeitig

kommt es zur Beein-
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telt RSNO die Hemmung Thiolgruppen-abhangiger Enzyme sowie die Freisetzung von Metallen

aus Metall-Schwefel-Komplexen.

Die Rolle von NO hat in der virusinduzierten Myokarditis divergente Funktionen: Einerseits ver-
ursacht NO direkt antivirale Effekte in CVB-3-infizierten Mauseherzen durch die direkte Supp-

307

ression der viralen Proteinase™'. Andererseits fuhrt der oxidative, nitrosamine Stress zum prog-

rammierten Zelltod der Kardiomyozyten®®

. Weiterhin induziert NO Matrixmetalloproteinasen,
die den Umbau der extrazellularen Matrix bewirken. Deswegen fihrt die unkontrollierte
NO-Synthese durch aktivierte Makrophagen zur kardialen Gewebeschadigung und bedarf einer
Regulation. Ein bedeutsames Zytokin in dieser Hinsicht ist IL-10, welcher die Down-Modulation
der Makrophagen-Aktivitat herbeifiihrt®®. IFN-y vermag dagegen, die iNOS-Expression in Mak-
rophagen zu initialisieren und zu stimulieren, wodurch die NO-Produktion gesteigert und die
coxsackievirale Replikation inhibiert wird®*. In der akuten Myokarditis-Phase bedeutet die
iINOS-Induktion Schutz vor dem letalen Ausgang, virale Reduktion und Protektion des kardialen
Gewebes'™. Aus diesem Grund konnte in IL-10-defizienten Mausen, ungeachtet der erfolgrei-
chen kompletten Elimination des CVB-3 wahrend der akuten Myokarditis-Phase, eine persistie-
rende iINOS-mRNA-Expression und progressive myokardiale Schadigung auch nach dem Ab-
klingen der akuten Phase registriert werden. Die banale Erklarung fir dieses Phanomen ist die

fehlende IFN-y-Inhibition durch IL-10 in IL-10-defizienten Mausen®™.

2.6.4 NADPH-Oxidase (Nox)

Die bedeutendste Quelle fir ROS-Bildung im Herzen und im Gefal3system ist die NADPH-
abhdngige Oxidase. Es handelt sich hierbei um einen membranassoziierten Enzym, von wel-
chem zwei Arten unterschieden werden: die sogenannte phagozytare NADPH-Oxidase, welche
in den Membranen des Phagozyten-Systems (neutrophile und eosinophile Granulozyten, Mo-
nozyten und Makrophagen) vorkommt, und die vaskulare NADPH-Oxidase welche in Endothel-
zellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen exprimiert wird®!*. Zwischen den beiden Formen
bestehen zelltypspezifische Unterschiede in der Zusammensetzung der Nox®*? und in der Aktivi-
tat bezlglich der Superoxid-Produktion. So ist die Produktivitdt der Nox in den Granulozyten
durch geeignete Stimuli sehr schnell und stark induzierbar (,oxidative burst*)*!3. Dagegen erfolgt

die ROS-Bildung in den vaskularen Zellen eher statisch und in geringerem Ausmaf®*.

Vermittelt durch die Proteinkinase C wird die membranstidndige NADPH-Oxidase aktiviert, wo-
durch der Transfer eines Elektrons vom zytoplasmatischen NADPH auf extrazellularen O, unter
Bildung von reduziertem Superoxidradikal katalysiert wird. Das entstandene Superoxidradikal

wird anschlieBend zu Wasserstoffperoxid und zu anderen toxischen Sauerstoffformen umge-
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wandelt. H,O,, Chlor und Myeloperoxidase (MPO) der Phagozyten bilden ein System, welches
hochtoxische Substanzen hervorbringt: Hypochlorit (Chloridooxigenat = OCI”) und molekularer
Chlor (Cl,). Diese Substanzen oxidieren und halogenieren die Bestandteile von Bakterien und
Tumorzellen, bewirken in gro3eren Konzentrationen aber auch starke Schaden am kérpereige-
nen Gewebe.

NADPH + 20, —— NADP" + 20,

Die NADPH-Oxidase besteht mit 4 Untereinheiten aus einer membrandsen und einer zytoplas-
matischen Komponente: p47phox und p67phox sind im nichtaktivierten Zustand zytosolisch
lokalisiert, p22phox und gp91phox sind membrangebunden. Bei Aktivierung der Nox kommt es

zur membranassoziierten Komplexbildung aller vier Untereinheiten.

- Bindung von NADPH an gp91phox — Abgabe
von 2 e~ an FAD und Ham-Molekile

- Weiterleitung von e- an zwei aufeinander-
folgende O, — 2 Superoxid-Molekiile

- gleichzeitiger Protonentransport aus
der Zelle zum elektrischen Ausgleich

Gefaplumen oder
Extrazellularraum

Zellmembran

o Zytoplasma

p47phox / +
p67phox
NADPH

Abb. 2.14 Nox-vermittelte Oxidierung von NADPH

© LEONID
LADYSHENSKIJ

Expression und Aktivitat der NADPH-Oxidase wird vielseitig reguliert. Eine besondere Bedeu-
tung der Nox-Aktivierung und damit der Stimulation der Superoxidproduktion wird dem Angio-
tensin 1l Uber den AT,-Rezeptor zugemessen®". Angiotensin Il aktiviert in den Fibroblasten die
Untereinheit p67phox, in den Endothelzellen und glatten GefaRmuskelzellen wird die Expres-

sion von p22phox, p47phox, p67phox und gp91phox stimuliert.
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-Regulation der vaskularen Nox Down-Regulation der vaskularen Nox Tab. 2.5

Angiotensin Il ATi1-Rezeptor-Blocker Oberblick tib
PDGF Statine (Lipidsenker) (Inhibition von gp91phox)**° oerblick Uber
Thrombin PPAR (peroxisom proliferator-activated receptor) die Induktion und
Zytokine (IL-1B, TGF-B, TNFa)*"’ Ostrogene (Inhibition von gp91phox) Inhibition der
PGF2 vaskularen Nox

Einen stimulierenden Effekt auf die Nox-Expression und -Aktivitdt haben auch verschiedene
Zytokine (IL-1B, TNF-a,, TGF-B), deren verstarkte Expression wahrend der viralen Myokarditis
und der InfCM erwiesen ist (s. Kap. 2.3.2). Die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Regu-

lation sind bis heute nicht ausreichend geklart.

Die NADPH-Oxidase vermag auch die iNOS zu aktivieren®° und so den nitrosaminen Stress zu
induzieren. Das durch die NADPH-Oxidation entstehende Superoxidanion kann zusatzlich mit
NO* reagieren, wobei das schwer zytotoxische Peroxynitrit (ONOO) entsteht***. Durch die Be-

eintrachtigung der Proteinstruktur kommt es zu gravierenden Stdérungen der Signaltransduktion.
O, + NO'—— ONOO
2.6.5 Antioxidatives System

Die Protektion vor tibermaRigem Anfall an ROS wird auf 3 Ebenen reguliert:

1. Inhibition der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies;

2. Hemmung der ROS-Wirkungen;

3. Beseitigung und Reparatur der durch ROS verursachten Schaden.
Antioxidative Schutzmechanismen sind auf der 2. und 3. Ebene wirksam. Das antioxidative Sys-
tem besteht aus enzymatischen und nicht-enzymatischen Komponenten (Tab. 2.6).

Nichtenzymatisches System | Enzymatisches System | Da Metallionen wie Eisen oder
a-Tocopherol (Vitamin E) Glutathionperoxidase (GSH-Px) . S .. .
B-Carotin (Vitamin A-Vorstufe) Glutathion-S-Transferase Kupfer die Oxidation fordern, sind
Ascorbat (Vitamin C) SO dEmNEED (5010 metallionenbindende Proteine wie
Glutathion Katalase (CAT)

Harnsaure Transferrin,  Haptoglobin  und
Bilirubin _ o
Thiolgruppen Caeruloplasmin ebenfalls antioxi-
Selen

dativ wirksam. Molekile, die Ra-
Tab.2.6  Wichtige Bestandteile des antioxidativen Systems  dikalschaden in Zellen minimieren

— Heat-Shock-Proteine (HSP’s) —
missen ebenfalls zu dieser Gruppe gezahlt werden. HSP’s sorgen fir den Erhalt der raumli-
chen Struktur der Proteine durch Stabilisierung der Tertiar- und Quartarstruktur sowie der DNA-
Doppelhelix. Die Denaturierung von funktionsgestérten Proteinen wird durch HSP’s

gefordert®2323,
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Die enorme Wichtigkeit des natlrlichen antioxidativen Systems wurde in vielen klinischen und
experimentellen Studien deutlich gemacht. So erlitten z.B. CVB-3-infizierte Mause mit einer

diatetisch erzeugten Vitamin-E-Defizienz massive Herzschaden®“.

2.6.6 Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD)

Bereits in den 80er Jahren ist die protektive Funktion des Enzyms Superoxiddismutase (SOD)
bei experimenteller Myokarditis beschrieben worden®. Die SOD liegt in eukaryonten Zellen in
zwei Isoenzymformen vor, welche in unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert sind:

zytoplasmatisches und mitochondriales Isoenzym.

Die induzierbare Mangan-Superoxiddismutase (MnSQOD) ist in erster Linie in der mitochondria-
len Matrix lokalisiert und stellt einen primaren Abwehrmechanismus gegeniiber ROS-
Schéadigungen in sauerstoffmetabolisierenden Zellen dar®?®. Bereits physiologischerweise in
geringer Menge in der Atmungskette im Rahmen der mitochondrialen Oxidation entstehende
Sauerstoffradikale werden durch die MnSOD zu H,O, (Wasserstoffperoxid) und O, metaboli-
siert*®’. Dabei nimmt das Superoxidanion einen Elektronen auf. Die MnSOD-katalysierte Dismu-
tation von reduziertem Superoxidanion zahlt mit zu den schnellsten enzymatischen Reaktionen

im Organismus.

205 + 2H 25 H,0, + O,

Das mitochondriale Isoenzym der MnSOD stellt einen Tetramer mit einem Molekulargewicht
von 80.000 Da dar, bei welchem im aktiven Zentrum dreiwertiges Mangan gebunden ist. Fir die
katalytische Funktion ist das Mangan unabdingbar. Der katalytische Beitrag von MnSOD an der
Gesamtaktivitat des Herzens betragt rund 10% der Gesamt-SOD-Aktivitat. Die Synthese von
MnSOD passt sich dem jeweiligen intrazellularen Superoxid-Anfall an und kann als Antwort auf
oxidativen Stress deutlich gesteigert werden®®%%, Einerseits kann die MnSOD-Produktion di-
rekt durch ROS stimuliert werden, andererseits konnen Zytokine wie TNF-o. und IL-1f Uber die

Bindung an NF-kB die MnSOD-Expression in den Mitochondrien induzieren und steigern®%%*,

Auler der bekannten protektiven MnSOD-Funktion wird der MnSOD auch ein, unter bestimm-
ten Bedingungen, schadigender Effekt angelastet: Bei einer insuffizienten Inaktivierung von
dem aus der Reduktion des Superoxidanions anfallenden H,O, durch die Vertreter des antioxi-
dativen Systems (Katalase, Glutathion), kann MnSOD durch die exzessive H,0O,-Produktion

eine prooxidative Eigenschaft annehmen®*

. Wasserstoffperoxid ist kein Radikal, gehort aber zu
ROS, da es leicht reaktive Verbindungen eingeht. So werden von H,0O, die Enzyme der Glyko-

lyse gehemmt und in Gegenwart von Fe?* zahlreiche organische Molekiile oxidiert, wodurch
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Zell- und Membranschadigungen entstehen. Damit ist in der antioxidativen Abwehr die Balance

zwischen SOD und peroxidreduzierenden Enzymen von enormer Bedeutung®®.

Deutlich positive Effekte der MnSOD erbrachte die Untersuchung der Uberlebensrate von kar-
dialen Fibroblasten unter oxidativem Stress: Im Mausemyokard wurden Kontroll-Fibroblasten
und genetisch veranderte, MNSOD-uberexprimierende Fibroblasten unter normalen (20% Oy)
und hyperoxischen (85% O,) Bedingungen kultiviert. Auf den Phasenkontrast-Bildern konnte
eine deutlich héhere Uberlebensrate unter oxidativem Stress bei den MnSOD-(iberexprimieren-

den Fibroblasten beobachtet werden3*,

NOEMOXIA HYPEROXIA
MunSOD MnSOD Abb. 2.15
OVEREXFRESSION MnSOD NaTIVE OVEREXFRESSION MnSOD maTIVE T

Phasenkontrastaufnahmen: pro-
tektiver MnSOD-Effekt bei oxidati-
vem Stress. Die MnSOD-Uberex-
pression ist durch die griine Fluo-
reszenz erkenntlich — linke Bildsei-
te und Bildmitte (mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. med.
Braun, Max-Planck-Institut fir
Herz- und Lungenforschung, Bad
Nauheim)334

Versuche an transgenen Tieren haben auRerdem gezeigt, dass eine Uberexpression der SOD

335

die toxischen Wirkungen einer Hyperoxie herabsetzt™, wahrend die Deletion des Gens fir die

kardiale mitochondriale SOD zur verstarkten Superoxidbildung fuhrt und die Hyperoxie-

Wirkungen steigert®*3%¢,

2.7 Myokardiales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
2.7.1 Systemisches und lokales RAAS

Das RAAS stellt einen wichtigen Kompensationsmechanismus bei kardialen dekompensatori-
schen Erkrankungen dar. Es wird das klassische, renal-endokrine RAAS von lokalen Renin-
Angiotensin-Systemen unterschieden. Seit bereits 20 Jahren ist bekannt, dass einzelne Organe
lokale Angiotensin-ll-generierende Systeme besitzen, die vom endokrinen RAAS vollig unab-
hangig sind**’. Fiir nahezu alle Komponenten des RAAS wurde die RNA-Expression der ver-
antwortlichen Proteine in Geweben, wie Niere, Nebenniere, Herz**®, GefaRmuskulatur und Ge-
hirn nachgewiesen®%%. Wahrend systemische RAAS-Mechanismen, etwa bei akut eintreten-

dem Blutdruckabfall infolge der kardialen Dekompensation, kompensatorisch wirken und die
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Organperfusion aufrechterhalten, werden die gewebesténdigen Systeme bei chronischer Akti-
vierung fir die negativen funktionellen und strukturellen Verdnderungen von Niere, Gefal3en
und Herz verantwortlich gemacht. Die Effektor-Substanz des RAAS — das Angiotensin |l

(Ang 1) — vermittelt seine Wirkung tber die beiden Rezeptorenarten AT, und AT,.

Im ersten Schritt der RAAS-Kaskade wird aus Angiotensinogen, katalysiert durch die Endopep-
tidase Renin, Angiotensin | (Ang I) gebildet. Prorenin wird in extrarenalen Geweben ausschliel3-
lich in sehr geringen Mengen freigesetzt. Die Renin-Sekretion wird durch intrahepatische, sym-
pathische und humorale Mechanismen geregelt. Vasokonstriktion (z.B. durch Ang Il ausgeldst)
und Volumenexpansion der Extrazellularflissigkeit hemmen die Renin-Freisetzung im Sinne
eines negativen Feedbacks. Allerdings kann Ang | auch unabhangig von Renin Gber Enzymsys-

teme wie Tonin und Cathepsin G von Angiotensinogen abgespalten werden®**.

Wahrend unter physiologischen Bedingungen die Zinkmetallopeptidase — Angiotensin conver-
ting enzyme (ACE = Kininase Il) — vor allem im Endothel der kleineren Arterien und Arteriolen
zu finden ist, erfolgt im Rahmen des kardialen Remodelings eine Induktion in Kardiomyozyten
und Fibroblasten®. Durch ACE wird die Umsetzung des nahezu inaktiven Ang | in das aktive
Ang 1l katalysiert. Ang Il entfaltet bei intravendser Applikation eine ca. 100-fach gréRere Wir-
kung an peripheren GefaRen als Ang I**?. ACE ist allerdings nicht spezifisch fiir Ang |, da die
Inaktivierung von Bradykinin und von anderen vasoaktiven Peptiden auch durch ACE initialisiert
wird. Am Herzen findet sich eine homogen verteilte ACE-Aktivitat in Herzklappen, Vorhofen,
Koronararterien und in den Ventrikeln**®, Eine Konversion von Ang | zu Ang Il konnte auch am

isolierten Rattenherz nachgewiesen werden®#?3*,

Ang Il kann auch Uber einen alternativen Weg aus Ang | gebildet werden: Enzyme wie Trypsin,
Cathepsin oder auch die Serinprotease Chymase, ein in kardialen Mastzellen gebildetes En-
zym, vermoégen unabhéngig von ACE Ang Il aus Ang | zu bilden®*. Auch kann Ang Il ACE-
unabhangig Uber Substanzen wie, Tonin, tPA (tissue plasminogen activator) und Cathepsin G
direkt aus Angiotensinogen abgespalten werden®*. Von besonderer Bedeutung scheint die kar-
diale Chymase zu sein, die hochspezifisch Ang Il generiert. In tierexperimentellen und klini-
schen Studien konnte gezeigt werden, dass mehr als 80% der Ang-1I-Bildung im Herzen und
mehr als 60% in den GefaRen durch Chymase vermittelt sind®*"3*®. ACE-Inhibitoren kénnen die
Chymase nicht hemmen, aber spezifische Chymaseinhibitoren (z.B. Chymostatin) verbessern

die Herzfibrose und verringern die Ang-ll-induzierte TGF-B-Expression in Tiermodellen®*°3%°,

Vermittelt durch die Aminopeptidase A, entsteht nach der Abspaltung von zwei Aminoséuren
aus Ang Il — Angiotensin 11l (Ang IIl). Die meisten pharmakologischen Wirkungen von Ang Il

entsprechen denen von Ang Il, allerdings hat Ang Il eine viel kirzere Plasmahalbwertszeit
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(< 120 Sek.). In der Niere kann Ang Ill durch Peptidasen zu Ang IV metabolisiert werden®",
welches Uber spezifische AT,-Rezeptoren, die nicht durch Sartane antagonisiert werden, profib-
rogene Wirkungen (bisher nur an der Niere erwiesen) entfaltet®®?. Der endgiiltige Abbau der
Angiotensine | — IV zu inaktiven Fragmenten erfolgt durch sogenannte Angiotensinasen.

Ein alternativer Weg der Ang-lI-Umsetzung wird tber ACE 2 katalysiert. ACE 2 ist ebenfalls eine
Zinkmetallopeptidase und das einzige bekannte Homolog von ACE beim Menschen®*. Ang |
wird in das Angiotensin 1-9 gespalten, welches anschlieBend uber das ,klassische* ACE zu
Angiotensin 1-7 metabolisiert wird**. Dem Angiotensin 1-7 werden kontrare Wirkungen von
Angiotensin Il zugeteilt. So induziert Angiotensin 1-7 beispielsweise Vasodilatation, Prostaglan-

din- und Bradykininsynthese und wirkt antifibrotisch?3":3>,

Angiotensinogen

Angiotensin IT

Angiotensin 1-9

Angiotensin 1-7

Nebenniere

Angiotensin III

Angiotensin IV @

inaktive
Fragmente

Abb. 2.16 Mechanismen der RAAS-Aktivierung
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2.7.2 Angiotensinogen

Das einzig bekannte Substrat flir Renin ist Angiotensinogen. Es handelt sich um einen
a-Globulin mit einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa. Angiotensinogen wird vorwiegend in
der Leber synthetisiert, aber auch eine rein kardiale Expression, vornehmlich in den Kardio-
myozyten, wurde nachgewiesen®?. Glukokortikoide, Ostrogene, Schilddriisenhormone und
Ang Il stimulieren die Angiotensinogenproduktion und -freisetzung®®. Angiotensinogen wird
durch Renin in das weitestgehend inaktive Ang | umgesetzt und bildet damit die Vorstufe der
Effektor-Substanz Ang II.

2.7.3 Angiotensin Il und seine Rezeptoren

Beide Ang-ll-Rezeptorenarten, AT;- und AT,-Rezeptor, haben die Konfiguration von sieben
Transmembrandomanen, aber nur etwa 34% Proteinhomologie. Auch die Signaltransduktions-
wege unterscheiden sich (s. unten). Die Aminosauresequenz der beiden Rezeptoren scheint
iber alle Spezies stabil zu sein sowie innerhalb der einzelnen Geweben in den Spezies®®. Die

Zuweisung der beiden Rezeptorenarten wahrend der akuten und chronischen Phase der viralen

Myokarditis ist bislang nicht bekannt. Rezptor _ LoKalisation Funktion
AT, GefaRe, Herz, o Vasokonstriktion
. . . . Gehirn, Niere, o  Sympathikus-Aktivierung
Im Herzen uberwiegen zahlenmallig bei Nebenniere, o Inotropie T
Nervengewebe o Chronotropie T
i i _ _ _ o Na'-Retention T
weitem die AT;-Rezeptoren, AT,-Rezepto o Endotteimsakretion 1
H . R 357 o Vasopressin-Sekretion T
ren sind nur gering exprlmlert . Untersu- g |
. . o0  Myozytenhypertrophie
chungen mittels single-cell-RT-PCR erga- o Kardiale und vaskulare Fibrose
o . o Superoxidbildung T
ben be|sp|e|swe|se, dass ungefahr 40% Nebenniere, Herz, o Zellulare Antiproliferation
Gehirn, Myometrium, o  Zelldifferenzierung
H _ H _ _ Foetus, geschéadig- o Gewebereparatur
der reifen Ratten-Kardiomyozyten AT;-Re M iy i
L . o Vasodilatation
zeptoren exprimieren, jedoch nur auf unge- o Bradykinin-Sekretion 1
. . o Prostaglandin-Sekretion T
fahr 10% der Zellen AT,-Rezeptoren zu fin- Neuroblastomzellen o unbekannt
Gehirn, Herz, Lunge, o Vasodilatation (renal)
o Plasminogen-Stimulation

den sind®*®. Wahrend der AT,-Rezeptor bei Gefae, Prostata,

Nebenniere, Niere

physiologischen Bedingungen als der

Tab. 2.7 Funktion und Lokalisation der Ang-II-

Effektor-Rezeptor von Ang Il betrachtet Rezeptoren®®

wird, scheint der AT,-Rezeptor die Rolle
eines Modulators zu spielen, die unter pathophysiologischen Umstanden durch die verstarkte
AT,-Rezeptor-Expression und die zum AT;-Rezeptor antagonistischen Wirkungen in Erschei-

nung tritt®®.
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2.7.3.1 AT,-Rezeptor

AT;-Rezeptoren sind an heterotrimere G-Proteine gekoppelt und induzieren verschiedene Sig-
naltransduktionswege, wie z.B. die Aktivierung der Phospholipase C, Inhibition der Adenylat-
cyclase, Stimulierung von Tyrosinkinasen und anderer Second messenger®®*. Der Rezeptor lieR
sich in der GefaRmedia, in der Leber, der Niere, der Nierenrinde, dem Gehirn und dem Herzen
finden®®>%%°3%" Der AT,-Rezeptor ist in seiner Expression variabel und kann durch unterschied-

liche Stimuli (z.B. Hypercholesterin-

Glukokortikoide Serumzunahme amie, Osmolalitatsveranderung)
Cholesterin Ang Il

Insulin Mineralkortikoide hochreguliert werden. Ang Il sup-
IGF-1 (insulin-like growth factor) | all-trans-Retinséure o ]

EGF (epidermal growth factor) | Stickstoffmonoxid (NO) primiert dagegen die AT;-Expres-
Progesteron Ostrogen

sion im Sinne eines Rickkopplungs-

359,368 364,369

Tab. 2.8 Regulation der AT;-Rezeptor-Expression mechanismus

Fast alle bekannten Ang-ll-induzierten physiologischen und pathophysiologischen Funktionen
werden Uber AT;-Rezeptoren vermittelt®*®**>%°. Im Herzen kann das Ang Il durch Stimulation des
Proteinkinase-C-Signalwegs positiv inotrop wirken, doch scheint dieser Effekt auf die Vorhofe
beschrankt zu sein. Durch Aktivierung der Tyrosinkinasen- und der NF-kB-Signaltransduktion
kommt es zur Induktion der MAP-Kinasen, die mit Apoptose, Zellproliferation, Differenzierung,

Transformation und Vasokonstriktion in Zusammenhang gebracht werden®*,

Ang Il kann Uber den AT;-Rezeptor die JAK/STAT-Kaskade aktivieren. Besonders interessant
ist die Aktivierung von diesem Signalweg bei kardialen pathologischen Prozessen®°. Mehrere
Protoonkogene (c-fos, c-jun, c-myc u.a.) und der Protoonkogen/Aktivator-Protein-1-Komplex
werden vom JAK/STAT-Signalweg angesprochen®?. Protoonkogene wirken als Transkriptions-

faktoren und veranlassen die Transkription von zahlreichen, fur Kardiomyopathien bedeutsa-

men Substanzen (Tab. 2.9)%°%%,
Wachtumsfaktoren:
PDGF (platelet-derived growth factor)
Auf diesem Signaltrasduktionsweg bewirkt Ang Il EGF (epidermal growth factor)
] ) ) TGF-B (transforming growth factor )
zellulares Wachstum, Zelladhasion, und -migration, IGF-1(insulin-like growth factor 1)
. . . . bFGF (basic fibroblast growth factor)
adaptive Prozesse bei myokardialem Remodeling, PAF (platelet-activating factor)

. . . Vasokonstriktorische Substanzen:
proinflammatorische und profibrogene Effekte. In ET-1 (Endothelin-1)

kardialen Fibroblasten wird die Expression von | Adhasionsmolekile: .
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)

TNF-a und IL-6 induziert, in den Kardiomyozyten \E/%A':/"lt,(VaSCU'af cell adhesion molecule 1)
-Selectin
wird die TGF-B-Expression stimuliert?***"*, Integrine

TNF-a (tumor nekrosis factor a)

Lokal-kardiales Ang I, Uber die Chymase gene- Tab.2.9  Durch den JAK/STAT-
. . . . . Signalweg induzierte
riert, Gbt auf die Blutdruckregulation keinen we- Substanzen
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sentlichen Einfluss aus, ist aber auf lokaler Ebene fur die strukturellen Umbaumaflinahmen
hochwirksam?**72. Mit Ang Il sind auch die anderen Komponenten des kardialen RAAS im kar-
dialen Remodeling-Prozess integriert. Ang Il induziert die Hypertrophie der kardialen Myozyten
und steigert die kardiale Fibroblastenproliferation mit Kollagensynthese®®. Dies geschieht ins-
besondere Uber Ang-ll-induzierte Produktionssteigerung von TGF-B; (s. Kap. 2.5.4). So zeigten
TGF-B1-defiziente Mause nach Behandlung mit Ang Il keine signifikante linksventrikulare Mas-
senanderung, wahrend Wild-Typ-Mause deutliche Hypertrophie und kardiale Dysfunktion her-
vorbrachten®”®. AuRerdem wird tiber den AT;-Rezeptor durch die induzierbare Cyclooxygenase
2 (COX-2) die Biosynthese der MMPs gefordert®”*. Abgesehen von der Fibronektin- und Kolla-
gen-Synthese wird durch Ang Il auch die Produktion anderer, am kardialen Remodeling beteilig-
ter ECM-Komponenten, solcher wie Proteoglykane, Glykosaminoglykane, Tenascin, Chondro-

itin- und Dermatansulfate, stimuliert®”>%7¢,

Ang Il fordert die Inflammation einerseits durch Expressionssteigerung von Adhasionsmoleku-
len und die Induktion von MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), und andererseits Uber
die Aktivierung von NF-kB%*"*"®. NF-kB stimuliert die Produktion proinflammatorischer Zytokine,
fordert die Immunantwort und ist am kardialen Remodeling mitbeteiligt (s. Kap. 2.4.6). Bei
EMCV-infizierten AT,-Rezeptor-knockout-M&usen wurde bewiesen, dass Uber den kardialen
AT.-Rezeptor ein proinflammatorischer Ang-llI-Effekt erzwungen wird. Nach intravendser
Ang-lI-Injektion kam es zur NF-xB- und Zytokin-Aktivierung (TNF-a und IL-1B) im Herzgewebe
der Wild-Mause, aber nicht in den knockout-Mausen. Die letzteren wiesen eine signifikant hohe-

re Uberlebensrate, geringeren AusmaR der zellularen Infiltration und der Nekrose auf®’.

AT, -Rezeptor |
Oxidase stimuliert Ang 1l die Produk-
tion von Peroxiden in Makrophagen J: ;Qﬁ{SETFﬁZ:PKC Nox, ROS LOX-1, PAI-1

und induziert so den oxidativen

~— g

Stress*™>*®, Der Anstieg der Aldoste- vasokor e
; ; : Na®-/H OFRE ée”wacl!;stugw, endotheale Dysfunk-
ron-Produktion im Rattenherz wird Bahnung des sympa- PRI, tion, LDL-Modifikation

) Regulation von
thischen NS, ECM-Proteinen

positive Inotropie

ebenfalls durch die Wirkung von

Ang Il Gber den AT;-Rezeptor auf kar-
diale Myozyten bedingtggl- Bluthochdruck, Herz- und
Arrhythmien

Gefaphypertrophie, Athrosklerose
Remodeling

Der AT;-Rezeptor wird im Maus- und
Rattenmodell in ATs- und AT.z-Re-

- Abb. 2.17 Hauptsignalwege und AT;-Rezeptor-ver-
zeptor subklassifiziert®*®*”*¥. Der erst- PiSg g L P

mittelte Effekte (aus Kaschina 2003)368
malig aus Rinder-Nebennieren-Zel-
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Ien382

und glatten GefaRmuskelzellen der Ratte®® isolierte AT;-Rezeptor wurde als
ATa-Rezeptor bezeichnet. Die zweite Form des AT;-Rezeptors — AT,z — wurde aus der Ratten-
Hypophyse®“ und Ratten-Nebenniere®®* isoliert. Dabei wiesen die beiden Subtypen eine sehr
hohe Homologie ihrer Sequenzen, gleichartige Bindungsarten und analoge funktionelle Eigen-
schaften auf. Auch konnten bisher keine gravierenden qualitativen Differenzen der pharmakolo-
gischen Eigenschaften eruiert werden®®®. Beide Subtypen werden von zahlreichen Geweben

(Niere, Nebenniere, Leber, Gehirn, Hypophyse, Hoden, Lunge, Herz, Aorta) im tierexperimen-

387,388 385,387 In

tellen Modell exprimiert , wobei eine gewebespezifische mRNA-Regulation vorliegt

den meisten Geweben ist der AT;x-Rezeptor die quantitativ dominierende Isoform®’.

In Bezug auf die menschliche Subtypisierung des AT-Rezeptors gibt es diskrepante Ergebnis-
se: Gemal einer klinischen Studie beinhalten menschliche Gene die Subtypenklassifizierung
des ATl-Rezeptors389, wahrend eine andere Arbeit das Vorhandensein eines beim Menschen

nicht weiter differenzierbaren AT;-Rezeptors ohne Subtypisierung postulierte®*.

2.7.3.2 AT,-Rezeptor

AT,-Rezeptoren sind bei Erwachsenen in nur geringen Mengen in der Niere, in der Nebenniere,
im Zentralnervensystem und im Herzen (Kardiomyozyten, Fibroblasten) nachzuweisen®®. Sie
scheinen in entziindlich veranderten und verletzten Geweben, aber auch bei experimenteller
kardialer Hypertrophie, Myokardinfarkt sowie pathologischen Gefal3prozessen erneut gebildet
und heraufreguliert zu werden. Im Gegensatz zu AT;-Rezeptoren-Expression werden AT,-Re-
zeptoren nicht durch hohe Ang-lI-Spiegel supprimiert®*®*3®°. Dennoch wird die AT,-Rezeptor-

Expression vielseitig reguliert (Tab. 2.10).

- . . . Serumentzu Erh6hung des Serumvolumens
Uber die Signaltransduktionswege des ATy~ | |nsulin g Lysophogphatsaure
: : IGF-1 Phorbolester
Rezeptors ist wenig bekannt. Jedoch werden IFN-y Glukokortikoide
Serin- und Tyrosinphosphatasen, Phospholi- | IL-18 Wachstumsfaktoren: PDGF,

NGF, EGF und bFGF

pase A2, Stickstoffmonoxid (NO) und zykli-

i Tab. 2.10 Regulation der AT,-Rezeptor-
sches Guanosinmonophosphat (cGMP) an Expression®®®

der Beteiligung der Signalwege vermutet®®.

Auch sind die physiologischen Effekte von Ang Il Gber die AT,-Rezeptoren nicht ausreichend
untersucht. Jedoch wird postuliert, dass die Ang-llI-Wirkung Uber den AT,-Rezeptor grundsétz-
lich kontrar derjenigen tiber den AT,-Rezeptor ist****°, So kommt es beispielsweise durch die
Aktivierung von AT,-Rezeptoren zur Vasodilatation, mdglicherweise verursacht durch die Frei-
setzung von NO und Bradykinin®°. Auch andere AT,-Rezeptor-vermittelte Effekte, wie Regene-

ration, Apoptose, Hemmung der Proliferation und Férderung der Zelldifferenzierung wurden
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beschrieben®*°. Myokardhypertrophie, ECM-Fibrosierung und myokardiales Remodeling werden
durch AT,-Rezeptor-Aktivierung inhibiert?*®. So wurde experimentell demonstriert, dass trans-
gene Mause mit einer kardialen AT,-Rezeptor-Uberexpression eine Verbesserung der linksvent-
rikularen Funktion wahrend eines linksventrikularen Remodelings nach Myokardinfarkt aufwie-
sen®*. AT,-Rezeptor-defiziente Mause waren normotensiv, zeigten jedoch eine verstérkte
Reaktion auf Ang Il. AuRerdem wiesen diese Tiere einen Mangel an Bradykinin und NO auf,
gleichzeitig waren die Konzentrationen an Prostaglandin E2 und Prostazyklin deutlich er-
hoht***%%2, Andere Studien verwiesen auf einen eventuellen Antagonismus des AT,-Rezeptors
zum AT;-Rezeptor auf der Ebene der Signalkaskaden, wodurch ebenfalls kardioprotektive

Effekte entstehen konnten3%,

AT,-Rezeptor

T Caspasen T NO
T Ceramide T cGMP
{ Blc, 1 Prostaglandine

Zelldifferen- Wachstums-
zierung, hemmung,
Regeneration Antiproliferation

Apoptose Vasodilatation

Abb. 2.18
Reduktion kardialer und Blutdrucksenkung, Hauptsigna]wege und ATZ_ReZeptor_
Gewebereparatur vaskulédrer Hypertrophie Organprotektion . .
Antiatherosklerose vermittelte Effekte (aus Regitz-
Zagrosek 2003)355

2.7.4 Kardialer Mineralkortikoid-Rezeptor und Aldosteron

Die Expression des Mineralkortikoid-Rezeptors von Aldosteron konnte im Herzen auf Myozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten diverser Spezies wie Ratten, Kaninchen und Menschen nach-

gewiesen werden®***®*_ Auch die Enzyme der Aldosteronbiosynthese werden in extraadrenalen

d396 d394

Geweben (GefaRwand”, Myokard™") exprimiert, so dass eine kardiovaskulare Aldosteron-
Produktion mdglich ist. Die Sekretion des Steroids, sowohl in der Nebennierenrinde als auch in
anderen Organen, wird tUber den AT;-Rezeptor durch Ang Il stimuliert. Am Herzen ist Aldoste-
ron an der Progression der Hypertrophie, an der interstitiellen Makrophagen-Infiltration und
auch an fokal-kardialen inflammatorischen Lasionen wesentlich beteiligt®®”. Uber die Aldoste-
ron-vermittelte Induktion der ROS-Bildung und oxidativen Stress kann auch die kardiale
pathognomische Gen-Expression induziert werden®®’. Dariiber hinaus fiihrt die direkte parakrine
Aldosteronwirkung am Herzen zu vermehrter Kollagenablagerung und Myokardfibrose. Aldoste-
ron potenziert die Wirkung von Ang Il und verstéarkt die durch Ang Il induzierte Aktivierung der

MAP-Kinasen®>3%,
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3 Material und Methoden
3.1 Mausmodell

3.1.1 CVB-3-Virus

Um eine Myokarditis zu induzieren, wurden die Versuchstiere mit einer kardiotropen Variante
des Coxsackievirus B3 (Nancy strain) infiziert. Das Virus wurde in einer Konzentration von
1x 10°® plaque forming units (PFU) in HeLa-Medium bei —80°C gelagert. Die Infektionsdosis von

5x 10° PFU wurde zum Gebrauch schonend aufgetaut und in 0,2 ml 1x PBS* gelést.

3.1.2 Versuchstiere

Fur die Versuchsreihe wurden ausschlieRlich mannliche, sechs Wochen alte SWR/J (H-2Qq)
Mause aus Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) verwendet. Diese wurden in Gruppen von
10 Tieren in durchsichtigen Polycarbonatkafigen (Makrolol II) auf staubfreiem Weichholzgranu-
lat gehalten. Zur Akklimatisation an die konstanten Umweltbedingungen (Raumtemperatur:
22 + 2°C, relative Luftfeuchtigkeit: 55 + 5%, Belichtung: im 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus)
wurden zwei Wochen gewdhrleistet. Die Nahrung wurde kontinuierlich in Form von Pillen und
sterilem Leitungswasser verabreicht. Die Tiere wurden taglich beobachtet, ihre Verhaltenswei-

sen wurden protokolliert.

3.1.3 Gruppeneinteilung und Versuchsablauf

Insgesamt kamen 60 Tiere zum Einsatz, von denen 30 mit CVB-3 infiziert wurden. Den restli-
chen 30 Mausen wurde eine dquivalente Menge 1x PBS als Scheininfektion injiziert (Kontrolltie-

re). Alle Tiere wurden zuféllig auf 6 Gruppen verteilt (Tab. 3.1).

Versuchsgruppe Anzahl der Tiere Infektionsstatus

Ky n=10 nicht infizierte Kontrollgruppe am 4. Tag p.i.
Iy n=10 infizierte Gruppe am 4. Tag p.i.

K- n=10 nicht infizierte Kontrollgruppe am 7. Tag p.i.
I, n=10 infizierte Gruppe am 7. Tag p.i.

Kag n=10 nicht infizierte Kontrollgruppe am 28. Tag p.i.
Iog n=10 infizierte Gruppe am 28. Tag p.i.

Tab. 3.1 Gruppenverteilung

Am ersten Versuchstag (= Tag 0 p.i.) wurden die Gruppen lg4, I- und l,g (n = 30) mit dem Coxsa-

ckievirus B3 mit einer Dosis von 5x 10° PFU in 0,2 ml 1x PBS mittels intraperitonealer Injektion

* 1x PBS-Puffer = 150 mmol NaCl, 2 mmol KCI, 2 mmol KH2PO4
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infiziert. Den Kontrolltieren (n = 30) der Gruppen K, K7 und Ky wurde 0,2 ml 1x PBS ohne

Virus i.p. appliziert.

Die Tiere wurden am 4. (Gruppen K, und l), am 7. (Gruppen K; und I7) und am 28. (Gruppen
Kog und Ipg) Tag p.i. getdtet, nachdem die hamodynamischen Parameter ermittelt wurden. Die
Sakrifizierungstage 4, 7 und 28 sollten reprasentativ fur die einzelnen Myokarditis-Stadien sein:
= 4. Tag p.i. — Ende der akuten (0. — 3. Tag p.i.) und Beginn der subakuten Myokarditis-
Phase; der 4. Tag p.i. repréasentiert die in der Akutphase stattgefundenen Veranderungen
und wird im weiteren als ,spatakut” bezeichnet;
= 7. Tag p.i. — manifeste subakute Myokarditis-Phase (4. — 14. Tag p.i.);
= 28. Tag p.i. — manifeste chronische Myokarditis-Phase (ab 15. Tag p.i.).

3.1.4 Hamodynamische Messungen

Die hamodynamische Messung erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. C. Tschope
(Institut fur Kardiologie und Pulmologie, Charité Campus Benjamin Franklin, Charité-

Universitatsmedizin).

Am 4., 7. bzw. 28. Tag p.i. wurden die Tiere intraperitoneal anasthesiert, intubiert und maschi-
nell beatmet. Um Manipulationen durch Katheterisierung tUber die Herzspitze bei offenem Tho-
rax zu vermeiden, erfolgte die hAmodynamische Messung am geschlossenen Thorax durch
Einfuhrung eines Millar-Tip-Katheters in die A. carotis externa. Die Aufzeichnung der Messda-
ten erfolgte mit einem Mark VII Linearcorder (Graphtec Corp., Tokyo, Japan). Folgende hamo-

dynamischen Parameter wurden erhoben:

e Linkventrikul&rer endsystolischer Druck (LVsP)

Linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF)

Linksventrikulares endsystolisches Volumen (ESV)

Linksventrikulares enddiastolisches Volumen (EDV)

Linksventrikulares Schlagvolumen (SV)

3.1.5 Gewebeentnahme

Im Anschluss an die hamodynamischen Messungen wurden die Herzen unter sterilen Bedin-
gungen entnommen. Nach Entfernen der intrakardialen Blutmenge wurden sie gewogen und
zur spateren Protein- und mRNA-Extraktion in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur wei-

teren Aufarbeitung bei —80°C gelagert.
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3.2 RNA-Préparation

Fur die RNA-Praparation und die Reverse Transkription wurden ausschliel3lich sterile, RNAse-
freie Substanzen benutzt. Dazu wurden alle selbst hergestellten L6sungen mit Diethylpyrocar-
bonat (DEPC) behandelt und autoklaviert, Glaswaren gebacken, Arbeitsflichen und Einmal-
handschuhe mit RNAse-Zap® behandelt.

3.2.1 RNA-Extraktion mittels TRizoL®

Die RNA-Isolation wurde mit Trizol®-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Es handelt
sich um die verbesserte Version der Ein-Stufen-Methode nach Chomcyznski und Sacchi**°. Die
Herzproben wurden aus fliissigem Stickstoff direkt in 400 ul Trizol® gegeben, gewogen und mit
Homogenisierstabchen vollstandig homogenisiert. AnschlieRend wurden 400 ul Trizol® nachge-
fullt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 160 pl Chloroform und
15-sekiindigem kréaftigem Schiitteln wurde erneut fir 2 — 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Proben wurden fir 15 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert, wobei sich drei Phasen sepa-
rierten. Die obere, wassrige, RNA-haltige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal? tberfihrt
und in 500 pl Isopropanol gelost, wodurch die RNA zur Fallung gebracht wurde. Der Ansatz
wurde anschlieRend fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut bei 12.000 g und 4°C
fur 10 min zentrifugiert, wobei sich die RNA als Pellet absetzte. Der Uberstand wurde abge-
nommen und das RNA-Pellet mit 800 ul 75%-igem Ethanol gewaschen. Es folgte eine
5-miniitige Zentrifugation bei 7.500 g und 4°C. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet
kurz an der Luft getrocknet. AbschlieRend wurde die RNA in RNAse-freiem Wasser bei 55°C

10 min lang gelost.

Um die Konzentration und Qualitdt der RNA beurteilen zu kénnen, wurde die photometrische
Analyse bei 260 und 280 nm durchgefiihrt, wobei eine Ajgo280-Ratio von 1,6 — 1,8 als qualitativ

gut definiert wurde.

3.2.2 DNAse-Verdau

Vor der Umschreibung der RNA in die cDNA wurde eine DNA-Verdauung mit der RNAse-freien
DNAse I® (Roche, Mannheim) vorgenommen, um chromosomale DNA aus den RNA-Proben zu
eliminieren und damit Fehler bei der RT-PCR zu vermeiden. Dazu wurden 10 ug RNA in einem
50 pl Reaktionsgemisch (25 mmol Tris-HCI, 0,1 mmol EDTA, 5 mmol MgCl,, pH 7,2) mit
25 U DNAse 1° fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der DNAse wurden die Ansétze fiir
5 min bei 90°C inkubiert und dann fur 3 min auf Eis gekihlt. Anschlie3end erfolgte eine B-Aktin-
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PCR (s. Kap. 3.3) zur Uberpriifung der vollstandigen DNA-Eliminierung. Bei verbliebener DNA-
Kontamination wurden weitere 25 U DNAse |® in den Reaktionsansatz gegeben, erneut fiir eine
Stunde verdaut und abschlieRend wieder eine Kontroll-PCR mit B-Aktin-Primern durchgefihrt.
Vollstandig verdaute Proben wurden mehrmals photometrisch bei 260 und 280 nm erfasst und

die Konzentration bestimmt.

3.2.3 cDNA-Synthese

Die in den gewonnenen und verdauten RNA-Proben enthaltene mRNA (messenger RNA) lasst
sich mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA (complementary DNA) umwandeln.

Die cDNA kann direkt in der PCR eingesetzt werden.

Die Reverse Transkription (RT) erfolgte mit dem cDNA-Synthese-Kit (Promega, Mannheim).
1,5 ug der gewonnenen RNA wurden in 10 ul DEPC-H,0 gel6st, 10 min bei 70°C denaturiert
und in einem 10-ul-Reaktionsgemisch (2 ul 10x RT-Puffer, 4 ul 25 mmol MgCl,, 2 ul 10 mmol
dNTPs, 0,5 ul RNAsin®, 0,5 ul AMV Reverse Transkriptase, 1 mg Oligo(-dt),s-Primer) bei 42°C
fur 40 min inkubiert. AnschlieRend wurde durch Erhitzen auf 95°C fir 5 min und Abkuhlen auf
Eis fir 3 min das Enzym inaktiviert. Zu den so gewonnenen 20 ul cDNA wurden 40 ul DEPC-

H,O hinzugegeben (= 60 ul Gesamtvolumen) und bei —20°C gelagert’.

3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
3.3.1 Prinzip der PCR

Das 1983 von Kary Mullis*® entwickelte Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, poly-
merase chain reaction) dient zur Amplifizierung, d.h. Vervielfachung einer spezifischen Sequenz
eines DNA-Doppelstrangs. Durch Erhdhen der Temperatur auf 90°C kann der Doppelstrang in
Einzelstrdnge (ssDNA) denaturiert werden. Rasches Abkihlen auf 50 — 60°C, sog. Annealing-
oder Hybridisierungstemperatur, verhindert die Re-Assoziation der ssDNA und ermdéglicht die
Anlagerung von zwei Oligonukleotiden (Primer, Startermolekile) an die komplementéaren
5-Enden der Einzelstrange. Dieser Vorgang wird als Primer-Annealing oder Primerhybridisie-
rung bezeichnet. Der Zusatz einer thermostabilen DNA-Polymerase katalysiert in Anwesenheit
von einzelnen DNA-Nukleotiden (dNTPs) die Komplementierung der beiden Einzelstrange zum

jeweiligen Doppelstrang. Die Reaktionstemperatur wird dazu auf das Optimum der Polymerase

* Fur den Nachweis enteroviraler RNA wurde das gleiche Protokoll leicht modifiziert: statt des Oligo(-dt);s-Primer
wurde ein Random-Primer eingesetzt, da die virale RNA keinen Poly-A-Schwanz fiir die Anlagerung des Oligo(-dt)is-
Primer besitzt.
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erhitzt. Die DNA-Polymerasen stammen von thermophilen Bakterien, behalten deswegen auch
bei Temperaturen bis 100°C ihre Aktivitat. Am Ende des ersten Zyklus entstehen also zwei
Doppelstrange. Derartige Reaktionszyklen kdnnen mehrfach wiederholt werden und ergeben
eine exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA.

3.3.2 Primer fur den Nachweis des enteroviralen Genoms

Fur die Amplifikation enteroviraler RNA wurden Primersequenzen in der nicht-kodierenden Re-
gion nahe dem 5-Ende des Coxsackievirus-Genoms verwendet. Dieses Bereich ist durch eine
hohe Homologie zwischen den einzelnen Enteroviren gekennzeichnet, so dass durch den Pri-
mer verschiedene Enterovirengruppen spezifiziert werden kénnen. Fur die nested-PCR wurde

ein sekundares Primerpaar gewahlt (s. Kap. 3.3.5).

Template Lange Annea- Primersequenz

lingtemp.

B-Aktin 450 bp 60,0°C 23 5-Primer. 5 - AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT -3
3"-Primer: 5 - CAT CTG CTG GAA GGT GGA CA - 3’
CVB-3 314 bp 60,0°C 30 5-Primer: 5 - AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT -3’
RT-PCR 3’-Primer: 5 - CAT CTG CTG GAA GGT GGACA - 3’
CVB-3 195 bp 55,0°C 35 5-Primer. 5 - CGG TAC CTT TGT GCG CCT GT - 3’
nested-PCR 3’-Primer. 5" - CAG GCC GCC AACGCAGCC-3

Tab. 3.2 Primersequenzen fur den Nachweis enteroviraler RNA und fur B-Aktin zur internen Kontrolle

3.3.3 Primer fur die semiquantitative RT-PCR

Die mRNA-Sequenzen fir die untersuchten Enzyme wurden aus der Datenbank des National

Center for Biotechnology Information (NCBI) entnommen?®*.

Template a Annea- Primersequenz

lingtemp.

B-Aktin 450 bp 60,0°C 23 5°-Primer: 5 - AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT -3
3’-Primer: 5" - CAT CTG CTG GAA GGT GGACA -3
IL-6 273 bp 60,0°C 31 5°-Primer: 5 - GAG AGG AGA CTT CACAGA GG -3
3’-Primer: 5" - GGT ACT CCA GAA GAC GAC AG - 3
IL-10 245 bp 61,0°C 40 5-Primer: 5 - ACA TAC TGC TAA CCG ACT CCT - 3
3’-Primer: 5" - ACT CTT CAC CTG CTC CAC TGC - 3
TGF-B1 346 bp 59,0°C 35 5°-Primer: 5 - CGG AAG CGC ATC GAAGCCATCC-3
3’-Primer: 5" - GCA AGC GCA GCT CTG CAC GG - 3
INF-y 456 bp 62,9°C 40 5°-Primer: 5" - AGC AAC AGC AAG GCG AAA AAG - 3
3’-Primer: 5" - GTT GTA TCT GGG GGT GGG GGA - 3’
P47Phox 233 bp 55,0°C 36 5-Primer: 5 - ATACTT CAA CGG CCT CATGG - 3
3’-Primer: 5" -CTG TTC CCG AAC TCT TCT CG - 3
P67Phox 243 bp 55,0°C 36 5°-Primer: 5" - GCA GTG GCC TAC TTC CAG AG - 3
3’-Primer: 5" - CTT CAT GTT GGT TGC CAATG - 3’
GP91Phox 201 bp 55,0°C 36 5-Primer: 5 - ACT GCG GAG AGT TTG GAAGA - 3
3’-Primer: 5 - GGT GAT GAC CACCTT TTG CT - 3°
MnSOD 213 bp 55,0°C 27 5-Primer: 5 - GGC CAA GGG AGA TGT TAC AA -3
3’-Primer: 5" - CCT TGG ACT CCC ACA GAC AT -3
Angiotensi- 220 bp 57,0°C 32 5°-Primer: 5" - ACC CCT GCT ACAGTC CATTG - 3
nogen 3’-Primer: 5 - GTC TGT ACT GAC CCCCTC CA -3
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ATia- 234 bp 60,0°C 34 5°-Primer: 5 - GGA AAC AGC TTG GTG GTG AT - 3’
Rezoptor 3’ -Primer. 5 - GAG ACA CGT GAG CAG GAACA -3’
ATig- 226 bp 51,0°C 34 5-Primer. 5 - TAC GCC AAG GAATGATGACA-3
Rezeptor 3’-Primer: 5" - CCC CAG AAA GCA ATAAAACA-3
AT>-Rezeptor 188 bp 60,0°C 38 5’-Primer. 5" - CCC AGG TCC ACAGAACTCAT-3
3"-Primer: 5" - CAG CAT CAA TCC AGG AAG GT - 3’

Tab. 3.3 Primersequenzen fir die semiquantitative RT-PCR und fur B-Aktin zur internen Kontrolle

3.3.4 Optimierung der PCR-Bedingungen

Bei der Etablierung der Primer fir qualitativere PCR-Ergebnisse sind insbesondere die Annea-

lingtemperatur, die Zyklenzahl und die eingesetzte MgCl,-Konzentration von Bedeutung.

Um herauszufinden, bei welcher Temperatur sich die Primer optimal an die cDNA anlagern

(Annealingtemperatur), wurde fir jeden Primer eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Hierbei

wurde mit Hilfe des Gradienten-Thermozyklers der Firma Eppendorf® zunéchst eine PCR mit
ca. 10 gleichen Proben mit einem groben Temperaturgradienten (60°C £ 10°C) laufen gelassen,
d.h. for jede Probe wurde eine andere Primeranlagerungstemperatur verwendet. Die MgCl,-
Konzentration betrug bei allen Proben 2,0 mmol, und es wurde die fur den jeweiligen Primer
gangige Zyklenzahl eingestellt (z.B. 23 Zyklen bei 3-Aktin). AnschlieRend wurde um die Tempe-

ratur des starksten Signals ein enger Gradient (+ 3°C) gelegt.

Die MgCl,-Konzentration hat einen wesentlichen Einfluss auf die Effektivitat der PCR-Reaktion.
Mg?*-lonen werden von der DNA-Polymerase benétigt, um dNTPs einbauen zu kénnen. Eine zu
geringe Konzentration fuhrt zu einer nicht effizienten DNA-Synthese, eine zu hohe MgCl,-
Konzentration bewirkt eine zu starke Anlagerung der DNA-Strange aneinander, wodurch eine
vollstandige Denaturierung der Strange verhindert wird. Zur Ermittlung der optimalen MgCl,-
Konzentration wurde eine zusatzliche PCR mit den Temperaturen des engen Gradienten des
jeweiligen Primers durchgefiihrt, da die MgCl,-Konzentration auch einen gewissen Einfluss auf

die Annealingtemperatur hat. Hierbei wurde die

. . . . %, .
MgCl,-Konzentration in den einzelnen Proben in 6?00" i
-
= a
einem Bereich von 1,5 — 3,0 mmol verandert. Die | ;
. . . . - OO — o
Bande mit einer guten Signaldichte und ohne g ®000~
4 Oi Platauphase
Nebensignale entsprach der am besten einge- & % \
O "9 o
setzten MgCl,-Konzentration. v?ooo 1 / Liniarer
(2 Amplifikationsbereich
0 5 P
00,
Um groRtmogliche Unterschiede in der Genex- - : M‘/ ‘ :
. . i . i 5 10 15 20 25 30 35
pression zu zeigen, sollte eine PCR im linear Zyklen

ansteigenden Bereich der DNA-Amplifikations-
) ) ] Abb. 3.3 DNA-Amplifikationskurve
kurve ablaufen, und nicht im Sattigungsbe-
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T (°C) 50 50,3 51,4 53,2 55,5 58,1 60,9 63,5 66 68,1 69,7 70,5 Zyklen | 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
oD 711 1569 | 2520 [ 3433 | 5326 | 6860 | 7880 | 7998 | 7779 | 5258 | 3319 | 2438 oD 82 183 347 846 1164 | 2032 [ 2836 | 5375 | 6926 | 7843 | 8477
Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 [ 14 ] Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [ 13 ]

Abb. 3.1 Gradienten-PCR von B-Aktin: Abb. 3.2 Sattigungs-PCR von B-Aktin:
T =60,0°C, G =10,0°C, 2,0 mmol MgCl,, 23 Zyklen T = 60,0°C (konstant), 2,0 mmol MgCl,, Zyklenzahl variabel
Unten: Darstellung im 2%-igen Ethidiumbromid-gefarbten Agarose-Gel Unten: Darstellung im 2%-igen Ethidiumbromid-gefarbten Agarose-Gel
Spur 1 — 12 zunehmende Annealingtemperaturen: s. Tab. Spur 1 — 11 zunehmende Zyklenzahl: s. Tab.
Spur 13: DNA-Langenmarker (Marker VIII) Spur 12: DNA-Langenmarker (Marker VIII)
Spur 14: Negativkontrolle (H,O) Spur 13: Negativkontrolle (H,O)
Oben: Ermittlung der optischen Dichte (OD) und graphische Darstellung der Oben: Ermittlung der optischen Dichte (OD) und graphische Darstellung der
Gradienten-PCR mit Hilfe der Software Scion Image beta (Scion Corporati0n©, Sattigungs-PCR mit Hilfe der Software Scion Image beta (Scion Corporation©,

Maryland, USA) Maryland, USA)
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reich (Abb. 3.3). Daher wurde fir jeden Primer eine Sattigungs-PCR zur Ermittlung der gins-

tigsten Zyklenzahl durchgefuhrt. Bei jeder einzelnen Probe einer PCR wurde eine andere Zyk-
lenzahl gewahlt, wobei der Reaktionsansatz bei allen Proben gleich blieb. Die PCR-Produkte
mit unterschiedlichen Zyklenzahlen wurden in einem Agarose-Gel (s. Kap. 3.4) nebeneinander
aufgetragen. Aus den erhaltenen Banden wurden mittels der Software Scion Image beta (Scion
Corporation®, USA) die Signalstarken in den einzelnen PCR-Proben berechnet und als Pixel-
Werte gegen die Zyklenzahlen aufgetragen (s. Abb. 3.1 und 3.2). Fir die semiquantitative
RT-PCR wurde eine Zykluszahl im unteren, linear ansteigenden Teil der Amplifikationskurve

gewahilt.

3.3.5 Nachweis enteroviraler RNA mit RT-PCR und nested-RT-PCR

Um enterovirale RNA in den aufgearbeiteten Herzproben nachzuweisen, wurde eine RT-PCR
modifiziert nach Saiki et al.*** durchgefiihrt. Zunachst erfolgte die reverse Transkription, geman
des Protokolls im Kapitel 3.2.3, wobei anstatt des Oligo(-dt);s-Primers ein Random-Primer ge-
nutzt wurde. Der Ansatz erfolgte hier in einem 20-ul-Reaktionsgemisch mit Verwendung der
MMLYV reverse transcriptase. Nach der reversen Transkription wurden 5 ul des Reaktionsansat-

zes fir die PCR eingesetzt.

Die cDNA-Amplifikation wurde im Eppendorf®-Thermozykler durchgefiihrt. Das Programm bein-
haltete 30 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus 60 sec Denaturierung bei 94°C, 60 sec Primer-
Annealing bei 60°C und 60 sec DNA-Synthese bei 72°C bestand. Abschlielend durchliefen die
Proben eine finale Inkubation fir 10 min bei 72°C. Fir die amplifizierten cDNA-Proben wurden
Wasserproben zur Negativkontrolle und koamplifiziertes endogenes B-Aktin sowie die klonierte
cDNA von CVB-3 zur Positivkontrolle mitgefiihrt. Das PCR-Ergebnis wurde in einem 2%-igen

Agarose-Gel (s. Kap. 3.4) kontrolliert.

Zur Steigerung der Sensitivitdat wurde im Anschluss eine nested-PCR durchgefuhrt. Es wurden
2 ul aus der primaren PCR entnommen und in 98 ul TE-Puffer (100mM Tris-Base, 10 mM
EDTA, pH 7,4) verdinnt. Von der Verdinnung wurden wiederum 2 ul enthommen und in einer
30 Zyklen umfassenden sekundéren PCR erneut amplifiziert. Jeder Zyklus bestand aus 40 sec
Denaturierung bei 94°C, 60 sec Annealing bei 55°C und 60 sec Elongation bei 72°C. Auch hier
wurde abschlieBend eine 10-minitige DNA-Synthese bei 72°C durchgefiihrt. Die Auswertung

der PCR erfolgte in einem 2%-igen Agarose-Gel.
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3.3.6 Semiquantitative RT-PCR

Die bei der reversen Transkription hergestellte cDNA wurde auf die Gentranskripte von IL-6,
IL-10, TGF-B4, INF-y, Angiotensinogen, ATia-Rezoptor, AT z-Rezeptor, AT,-Rezeptor, MnSOD,
p47phox, p67phox und gp9lphox untersucht. Um in den einzelnen Proben eine Expressions-
verédnderung verzeichnen zu kénnen, wurde als interne Kontrolle parallel endogenes B-Aktin
amplifiziert. Dieses wird in allen Eukaryotenzellen in hohem MaRe exprimiert und als

housekeeping gene bei Virusinfektionen nicht vermehrt exprimiert.

Im Reaktionsansatz fur die semiquantitative PCR wurden 3,0 ul cDNA, 29,9 ul H,O und 12,1 pl
PCR-Mix eingesetzt. Das Gesamtreaktionsvolumen pro Tube betrug damit 45 pul. Der PCR-Mix
bestand pro Tube aus 4,5 ul 10x PCR-Puffer, 2,0 ul 50 mmol dNTPs, 1,8 ul 25 mmol MgCl,,
1,8 ul 50 ng/pl 3°Primer, 1,8 ul 50 ng/ul 5 Primer und 0,2 ul 5 U Biotherm-Tag-Polymerase. Fur
alle verwendeten Primer wurde bis auf die Annealingtemperatur und die Zyklenzahl das gleiche

PCR-Programm verwendet:

Vorgang Temperatur Zeit
1. Initiale Denaturierung 94°C 5 min
2. Denaturierung 94°C 30 sec zyklische
3. Annealing Primer-spezifisch 30 sec Wiederholung,
4. DNA-Synthese 72°C 35 sec Primer-spezifisch
5. DNA-Synthese (finale Elongation) 72°C 10 min
6. Reaktionsstop 4°C

Die Schritte 2. — 4. wurden zyklisch wiederholt. Die Annealingtemperatur und die Zyklenzahl

richteten sich nach dem verwendeten Primerpaar (s. Tab. 3.3).

Um durch zuféllige Fehler bedingte Schwankungen zu vermindern, wurden alle PCRs zweifach
durchgefiuhrt. Als Negativkontrolle wurde bei jeder PCR ein Reaktionsansatz mit sterilem Was-
ser anstatt Template amplifiziert. Zur semiquantitativen Auswertung wurden die in den einzel-
nen Proben gemessenen Werte auf die jeweiligen Werte des endogenen B-Aktin bezogen.
Die Auswertung der PCR erfolgte auf 2%-igen Agarose-Gelen. Die Starke der im
UV-Transluminator digitalisierten Signale wurde mit dem Software-Programm Scion Image beta
(Scion Corporation®, Maryland, USA) in OD-Werte transformiert. (s. Abb. 3.1 und 3.2).

3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Als Elektrophorese bezeichnet man die Wanderung geloster, elektrisch geladener Teilchen im

elektrischen Gleichspannungsfeld. Zur Auftrennung von Nukleinsduren wird die Agarose-
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Gelelektrophorese eingesetzt. Im elektrischen Feld wandert die DNA aufgrund ihrer nach auf3en
hin negativen Ladung (Phosphatgruppen) in Richtung Anode. Da das Gel als Molekularsieb
fungiert, wandern kleinere DNA-Fragmente schneller durch die Gelmatrix als grof3ere und legen
somit eine langere Strecke zuriick. Damit wird die Auftrennung der Strange nach ihrer Groi3e
ermoglicht. Dem Agarose-Gel wird Ethidiumbromid zugesetzt, ein Fluoreszenzfarbstoff, das
sich in die Doppelhelix der DNA einlagert. Dadurch kann die DNA unter UV-Strahlung sichtbar
gemacht werden. Die GrofRenbestimmung der DNA-Proben erfolgte mittels eines
DNA-Langenmarkers (Marker VIII), welcher eine Mischung verschiedener DNA-Strange be-

kannter Lange beinhaltet. Damit die Nukleinsduren innerhalb der Gelspur verbleiben, wurden

sie mit Hilfe eines Ladepuffers beschwert. 0,5x TBE  Agarose-  Ethidium-
Pulver bromid
Gty Klein 50 ml 19 2u
Zur Auftrennung der DNA-Strange bzw. der el S0 i 3g 6l
PCR-Produkte wurden 2%-ige Agarose-Gele GroR 200 ml 49 8 ul
(wiv) verwendet. Tab. 3.4  Merkmale der Agarose-Gelherstellung

Die Trennung erfolgte in 0,5x TBE-Laufpuffer in einer Horizontalgelelektrophoresekammer bei
120 V fur kleine Gelkammern bzw. bei 200 V fur mittlere und grof3e Gelkammern innerhalb von
20 min. Pro Gelslot wurden 10 ml der jeweiligen DNA-Probe in Ladepuffer (40% Sucrose (w/v),

0,25% Bromphenolblau (w/v)) aufgetragen.

Die Auswertung der Elektrophorese erfolgte unter UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 ym
und wurde mittels des BioDocAnalyze-Systems (Biometra®, Géttingen, Deutschland) aufge-
zeichnet und dokumentiert. Einstellungen am UV-Transilluminator: Belichtung 1000 ms,

Blende 4,0, VergroRerungsfaktor 20 fur kleines und mittleres Gel und 12 fur grof3es Gel.

Die Signalstarken wurden mit Hilfe des Gelplot-2-Makros der Software Scion Image beta (Scion
Corporation®, Maryland, USA) in Pixel-Werte (optische Dichte = OD) umgerechnet und
graphisch dargestellt (s. Abb. 3.1 und 3.2). Das Verhaltnis der Probe-OD zu B-Aktin-OD wurde

fur die Kalkulation der relativen mRNA-Expression berechnet.

3.5 Statistische Auswertung
3.5.1 Stichproben

Da zwischen den einzelnen Stichproben keine Verbindung besteht, die Einzelwahrscheinlichkei-
ten aus den verschiedenen Stichproben sich also nicht gegenseitig beeinflussen, werden bei
den vorliegenden Versuchen unabhangige (= unverbundene) Stichproben betrachtet. Die Mess-

wiederholungen bei infizierten bzw. nicht infizierten Tieren, die in den festgelegten Intervallen
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post infectionem durchgefiihrt wurden, erfolgten an nichtidentischen Mausen (zeitliche Unab-

hangigkeit), weil zur Datenerfassung die Sakrifiezierung des untersuchten Tieres notwendig ist.

3.5.2 Hypothesen

Die Nullhypothese wirde der Gleichheit zwischen den beobachteten Tiergruppen fiir eine
Variable entsprechen. Die Alternativhypothese bedeutete die Ungleichheit zwischen den beo-
bachteten Gruppen fir eine Variable.

1. Hypothese:
Die 1. Nullhypothese bedeutete, dass kein Unterschied in der Expressionsstarke von

matrixaktiven Substanzen zwischen den infizierten und den nicht infizierten Versuchstie-
ren bestinde: K4 = 4, K7 = l7, Kog = lpg.

Sollte die Alternativhypothese zutreffen, ware die
Richtung der Veranderung (Expressionssteige-
rung oder Expressionsminderung der untersuch-
ten Substanzen) nicht vorgegeben, d.h. es lage

eine zweiseitige Fragestellung vor.

2. Hypothese:

Die 2. Nullhypothese bedeutete, dass es keine Abb.3.4  Durchgeflhrte Vergleiche
i . . e zwischen den definierten

temporaren Unterschiede zwischen den infizier- Tiergruppen

ten Gruppen gabe ly =17, 13 = log, 17 = log.

Auch hier lage im Falle der Alternativhypothese eine zweiseitige Fragestellung vor.

3.5.3 Irrtumswahrscheinlichkeit und Signifikanz

Die Irrtumswahrscheinlichkeit o ist die Wahrscheinlichkeit daftir, dass man sich falschlicherwei-
se fur die Alternativhypothese entscheidet, obwohl in Wirklichkeit die Nullhypothese richtig ist
(= Fehler 1. Art oder a-Fehler). In unseren Versuchen bedeutete dies, dass wir beispielsweise
eine Expressionsveranderung nachweisen, obwohl die CVB-3-Infektion diesen Einfluss gar

nicht aufweist. Damit entspricht der a-Fehler dem Signifikanzniveau und wird in unseren Versu-

chen mit 5% festgesetzt.

Der B-Fehler oder Fehler 2. Art bedeutet, dass man sich aufgrund des Testergebnisses fur die

Nullhypothese entscheidet, obwohl die Alternativhypothese richtig ist. Um den B-Fehler zu ver-



MATERIAL UND METHODEN 56

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ

ringern, ist die Erhéhung des Stichprobenumfangs notwendig. Der Stichprobenumfang betragt

bei unseren Versuchen 60 (= 60 Versuchstiere).

Unbekannte
Wirklichkeit

Test- Ho ist richtig Ho ist falsch

| Schlussfolgerung I
Richtige Fehler 2. Art
“ Schlussfolgerung (B-Fehler) Tab. 3.5
Fehler 1. Art Richtige
Ho-Ablehnung (a-Fehler) Entscheidung o- und B-Fehler

Der p-Wert entspricht der Wahrscheinlichkeit, mit welcher das vorliegende Testergebnis unter

der Nullhypothese zustande kommt. Ist p < «, ist das Ergebnis signifikant. D.h. das Ergebnis ist
kaum mit der Nullhypothese zu vereinbaren, die Alternativhypothese wird angenommen.

Die Signifikanz (Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art) wurde bei unseren Versuchen fir den
H-Test (s. Kap. 3.5.4.2) als p < 0,05 festgelegt. Da beim U-Test (s. Kap. 3.5.4.1) drei Einzelver-
gleiche zwischen den Gruppen durchgefuhrt werden, musste das Signifikanzniveau durch eine

a-Adjustierung nach Bonferroni auf p < 0,016 gesenkt werden“®,

3.5.4 Statistische Tests

Im vorliegenden Experiment wurden zur statistischen Analyse nichtparametrische Tests ver-
wendet, da auf der Normalverteilung bzw. auf der Homogenitét der Fehlerkomponenten basie-
rende Tests bei einem Vergleich von GruppengréfRen < 10 nicht sinnvoll sind**. Alle statisti-
schen Tests wurden unter Verwendung des Statistikprogramms SPSS Ver. 13.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) durchgefuhrt. Fir die graphische Darstellung wurden SPSS Ver. 13.0 und Mic-
rosoft Excel 2007 (Microsoft Corp., USA) verwendet.

3.5.4.1 Mann-Whitney-U-Test

Der Test wurde von Mann und Whitney (1947)"%° sowie Wilcoxon (1945)"® entwickelt und wird
deshalb auch als Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW)-Test bezeichnet. Der U-Test gehért zu den
parameterfreien Testverfahren und dient zur Uberpriifung des Zusammenhangs zweier unab-

hangiger Verteilungen.

Man vergleicht jeden Wert der einen Stichprobe mit dem Wert der anderen Stichprobe und prift
damit, ob beide Stichproben aus einer Grundgesamtheit stammen. Beim vorliegenden Experi-

ment werden die infizierten Gruppen untereinander und bezlglich der aquivalenten Kontroll-
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gruppen fir jedes untersuchte Merkmal (Expressionsstarken, Herzleistungsparameter usw.)

verglichen.

In unseren Versuchen besagt die Nullhypothese H,, dass es keinen Unterschied zwischen den

einzelnen Verteilungen gibt (s. Kap. 3.5.2).

3.5.4.2 Kruskal-Wallis-H-Test

Der von Kruskal und Wallis (1952)*°” entwickelte parameterfreie Test ist eine Erweiterung des
U-Tests auf mehr als zwei Gruppen. Er verwertet wie der U-Test Informationen iber die rang-
maRige Abstufung der Stichprobenwerte. Es wird geprift, ob die Gesamtzahl der unabh&ngigen
Stichproben, in denen eine stetige Untersuchungsvariable betrachtet wird, aus der gleichen

Grundgesamtheit stammt (gemessen am Medianwert).

Die Nullhypothese Hy lautet hier: zwischen allen untersuchten Tiergruppen besteht kein Unter-
schied und sie sind alle einer Grundgesamtheit zuzuordnen (I3 = I; = lg = K4 = K7 = Kyg). Kann
die Nullhypothese widerlegt werden, kénnen auf dieser Basis dann Einzelvergleiche zwischen
den Versuchsgruppen mit dem U-Test vorgenommen werden. Aus diesem Grund wird der

H-Test auch zuerst durchgefihrt.

3.5.4.3 Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson

Fir metrisch skalierte Merkmale stellt der Korrelationskoeffizient r nach Bravais*® und
Pearson*® einen Maf fiir die lineare Abhéngigkeit zweier statistischer Variablen dar. Es kénnen
lediglich Werte zwischen —1 und +1 verarbeitet werden. Bei einem Wert von +1 (bzw. —1) be-
steht ein vollstandig positiver, gleichsinniger (bzw. negativer, reziproker) linearer Zusammen-
hang zwischen den betrachteten Merkmalen. Je naher r bei O ist, desto schwécher ist der linea-
re Zusammenhang, d.h. die Korrelation. Allerdings kénnen diese Merkmale ungeachtet dessen

in nicht-linearer Weise voneinander abhangen.

Je grolier die Zahl der Merkmalstrager ist, desto aussagekraftiger ist r. Die Interpretation des
Korrelationskoeffizienten erfolgt immer auf dem Hintergrund einer linearen Regressionsfunktion
(s. Kap. 3.5.6.3).

Die Starke des Zusammenhangs wurde bei r<0,05: kein Zusammenhang

unseren Versuchen wie folgt interpretiert: r=0,05-0,2: geringer Zusammenhang
r=0,2-0,5: mittlerer Zusammenhang
r=0,5-0,7: hoher Zusammenhang

r>0,7: sehr hoher Zusammenhang
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Abb. 3.5 Korrelation; Beispiele flir Regressionen

3.5.5 Merkmalcharakterisierung

Zu den statistischen GroRRen, welche die Charakterisierung eines Merkmals quantitativ erlau-
ben, gehoren der Mittelwert, der Median, Quartile und Streuungsmalie:

Mittelwert:
Der Mittelwert % ist ein Lageparameter und entspricht dem Durchschnitt im Sinne der

Arithmetik. Es ist sehr empfindlich gegentiber Ausreil3ern. In unseren Versuchen wurde
der Mittelwert aus der Summe der Beobachtungen dividiert durch die Anzahl der Beo-
bachtungen berechnet.

Median:
Der Median ¥ (oder Zentralwert = 50%-Quantil = 2. Quartil Q,) teilt die Stichprobenwer-
te entsprechend ihrer Grof3e in zwei Halften, d.h. dass die Halfte der Werte kleiner oder

gleich und die andere Halfte groRer oder gleich dem Medianwert sind. Dieses Lagemalf3
wird auch bei quantitativen Merkmalen verwendet, die schief verteilt sind oder Ausreil3er
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aufweisen. In diesen Féallen weichen der Mittelwert und der Median stark voneinander

ab. Bei annahernd symmetrischen Verteilungen sind die beiden Maf3e ahnlich grof3.

Quartile:
Die Quartile Q, und Q3 teilen die Stichprobe in vier Abschnitte: Q; umfasst 25%, Qz 75%
der Werte. Der Quartilsabstand (engl. interquartile range, IQR) bezeichnet die Differenz
zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, also Qz; — Q; und umfasst daher 50%

der Verteilung. Der Quartilsabstand wird als Streuungsmalf verwendet.

Varianz:
Die Varianz V ist ein Streuungsmal}, d.h. ein Maf3 fiir die Abweichung einer Variablen
von ihrem Erwartungswert. Sie resultiert aus der Summe der quadratischen Abweichun-
gen vom Mittelwert. Wegen der Unubersichtlichkeit der Quadratischen Einheit bedient

man sich der Varianz-Wurzel — der Standartabweichung.

Standartabweichung:
Die Standartabweichung s ist ein Mal3 fiir die Streuung der Werte einer Variablen um ih-
ren Mittelwert. Je néher s bei O liegt, desto homogener ist die Stichprobe. Sie ergab sich
aus der Wurzel des Quotienten der Fehlerquadrate dividiert durch die Anzahl der Beo-
bachtungen. Die im Ergebnistext angegebenen Daten reprasentieren den Mittelwert +

der Standardabweichung.

3.5.6 Graphische Auswertung
3.5.6.1 Box-and-Whisker-Plot

Box-and-Whisker-Plots sind besonders geeignet, um mehrere Stichproben miteinander zu ver-
gleichen. Die Box umfasst 50% der Daten und wird von den beiden Quartilen begrenzt. Damit
entspricht die Lange der Box dem sog. Interquartilsabstand (s. Kap. 3.5.5). Innerhalb der Box ist

der Median eingezeichnet.

Die Whiskers (engl. Schnurrhaare) erstrecken sich von den Randern der Box bis zum Maximum
bzw. Minimum. Die Lange der Whisker betragt maximal das 1,5-fache des Interquartilsabstands

und wird immer durch einen Wert aus den Daten bestimmt*!°

. Werte, die uUber dieser Grenze
liegen, wurden separat mit einem Kreis in das Diagramm eingetragen und als Ausreil3er be-
zeichnet. Extremwerte von mehr als das Dreifache des Interquartilsabstands wurden durch ei-
nen Stern markiert. Zuséatzlich wird der Mittelwert eingetragen. Je grof3er der Abstand zwischen

dem Mittelwert und dem Median ist, desto schiefer ist die Verteilung.
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%23 Extrem-Ausreiper
(> 3-fache des Interquartilsabstands)
O3 Ausreifier
grofter verbundener Wert
(Maximum)
75%-Quantil = 3. Quartil (Q3)
Interquartilsabstand Mittelwert
Abb. 3.6
Median = 50%-Quantil = 2. Quartil (Q2) kleinster verbundener Wert
(Minimum) Box-Plot

25%-Quantil = 1. Quartil (Q1)

3.5.6.2 Histogramm / Haufigkeitspolygon

Das Histogramm ist die graphische Darstellung der Haufigkeitsverteilung von Messwerten. Es
besteht aus Balken, die direkt nebeneinander stehen. Verbindet man die oberen Balkenmitten

miteinander, erhalt man ein Haufigkeitspolygon.

Bei unseren Versuchen liel3 sich mit einem Haufigkeitspolygon der zeitliche Verlauf der Haufig-
keitsverteilung von einzelnen untersuchten Merkmalen und von mehreren Merkmalen im zeitlich

bezogenen Expressionsvergleich tbersichtlich darstellen.

3.5.6.3 Streudiagramm (engl. Scatterplot)

Zur graphischen Darstellung eines Zusammenhanges entsprechend dem Korrelationskoeffi-
zienten nach Bravais und Pearson (s. Kap. 3.5.4.3.) und zur Prufung der Linearitat bzw. der
Nicht-Linearitdt des Ergebnisses dienen die Streudiagramme. Die Wertepaare zweier statisti-
scher Merkmale werden in ein Koordinatensystem eingetragen, wodurch sich eine Punktwolke
ergibt. Das unabhangige Merkmal, d.h. die Einflussgré3e, wird dabei dem x-Wert zugeordnet,
das abhangige Merkmal, d.h. die Zielgro3e — dem y-Wert. Besteht ein annahernd linearer Zu-
sammenhang bzw. die Punktwolke hat eine Ellipsenform, lasst sich mittendurch die sog. Reg-

ressionsgerade legen (s. Abb. 3.5).

Aus dem Streudiagramm lassen sich ermitteln:
= Die Art des Zusammenhangs: Ist die Steigung der Regressionsgeraden positiv — ist der
Zusammenhang gleichsinnig, bei einer negativen Steigung ist er gegensinnig.
= Die Starke des Zusammenhangs: Je naher die Punkte an der Regressionsgerade lie-
gen, desto starker ist der Zusammenhang. Streuen die Punkte weit um die Gerade, ist der

Zusammenhang schwach.
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3.6 Verwendete Arbeitsmittel

3.6.1 Laborgerate

Laborgeréat Bezeichnung / Typ Hersteller
Autoklaviergerat Hartmann
Backofen Heraeus
Brutschrank Function Line Heraeus
Eismaschine AF-10 Scotsman
Eisschrank —20°C / +4°C Economic super Bosch AG
Eisschrank —80°C Nuaire Ultralow Freezer —85 Zapf Instrumente
Elektrophoresekammer Biometra

Gelschlitten

Eigenproduktion Charité CBF

Grafikdrucker

Digital Graphic Printer UP-D890

Biometra

Homogenisator Pellet Pestle Motor Sigma-Aldrich
Kuhlzentrifuge +4°C Megafuge 1. OR Heraeus
Elektronische Laborwaage DMS 580 Kern Elektronik
Mikrowellenherd Microwave 800 Nr. 6127 Privileg
pH-Meter Digital 646 Knick
Photometer Spectrophotometer DU 640i Beckman-Coulter
Pipetten reference Eppendorf
Prézisionswaage Sartorius
Thermozykler Mastercycler gradient Eppendorf
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf
Ultrazentrifuge Sorval Superspeed RC-2B Kendro
UV-Transilluminator BioDocAnalyze System Biometra
Vortexer VF2 IKA-Labortechnik
Wasserbad GFL

Tab. 3.6 Verwendete Laborgeréate

3.6.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalhandschuhe

Ansell-Medical

RNAse-frei

Einmalpipetten Biozym
Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml Sarstedt
Feintlicher Kim Wipe lite Kimberley-Clark
Fotopapier K 65 HM-CE Mitsubishi
Homogenisierspatel Pellet Pestles Sigma-Aldrich
Kryotubes 1,5 ml mit Schraubverschluss Brand
PCR-Tubes 0,2 ml, Deckel flach / konisch Biozym
Pipettenspitzen a) 10, 100, 1000 ml; unsteril a) Eppendorf

b) 10, 100, 1000 ml; mit Filtertip; b) Biozym

Reaktionsgefalie

a) 0,5/1,5/2,0 ml; Safe-Lock
b) 0,5/1,5/2,0 ml; RNAse-frei

a) Eppendorf
b) Eppendorf

Waageschalen

Merck

Tab. 3.7

Verwendete Verbrauchsmaterialien
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3.6.3 Puffer und Chemikalien

Artikel Bezeichnung / Erlauterung Hersteller
Agarose SeaKem LE Agarose BioWhittaker
Aqua bidest. Agqua-Spulldésung, steril Delta Pharma
Biotherm Tag DNA-abhangige DNA-Polymerase Rapidozym
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
cDNA-Synthese-Kit Promega
Chloroform Merck
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich
DNA-Lé&ngenstandard Marker VIII Roche
DNAse | RNAse-frei Roche
dNTP’s ATP, CTP, GTP, TTP AB-Gene
Dimethylsulfoxid (DMSO) 6% Merck
EDTA als Dihydrat Ethylenediaminetetraacetic acid Merck
Ethanol absolut Dab 9 reinst Merck
Ethidiumbromid 1%-ige wéassrige Lésung Merck
Isopropanol Merck
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
(KH2POy)
Magnesiumchlorid (MgCl,) als Hexahydrat Merck
Primer Spezifische Sequenzen TIB Molbiol
(s. Kap. 3.3.2 und 3.3.3)
RNAse Zap Oberflachenaktiver RNAse- Ambion
Inhibitor
RNAsin Promega
Sucrose Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)amino- Merck
methanhydrochlorid (Tris-HCI)
Trizol LS Reagent zur RNA-Isolierung Gibco BRL
Tab. 3.8 Eingesetzte Puffer und Chemikalien
3.6.4 Software
Programm Bezeichnung / Erlauterung Hersteller

MS Excel 2007
MS Word 2007
BioDocAnalyze Software

Tabellenkalkulation Microsoft Corporation
Textverarbeitung Microsoft Corporation
Dokumentation der Elektrophorese Biometra biomedizinische Analytik
GmbH

Scion Corporation

SPSS Incorporation

ArcSoft Incorporation
SmartDraw.com

Scion Image beta 4.0.3
SPSS 13.0

ArcSoft PhotoStudio 5.5
SmartDraw 2008

Auswertung der Gelbanden
Statistikprogramm
Grafikprogramm
Grafikprogramm

Tab. 3.9 Verwendete Software

3.7 Tierversuchsantrag

Alle Tierversuche wurden entsprechend den gesetzlichen Tierversuchsrichtlinien angemeldet
und entsprechend der Genehmigung durchgefihrt. Die Genehmigung gemaR 88 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes wurde am 06.02.2002 erteilt (Genehmigungsnummer: G 0164/01).
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4 Ergebnisse
4.1 Krankheitssymptomatik

Alle virusinfizierten Tiere zeigten Uber die Versuchsdauer eine ahnliche Symptomatik, die sich
durch Bewegungsarmut, Ataxie und reduziertes Fressverhalten auszeichnete. Die ersten Symp-
tome traten nach ungefahr vier Tagen p.i. auf, rasch fortschreitend innerhalb der nachsten Ta-
ge. Das glatte, glanzende Fell wurde stumpf und struppig. Die Mause wurden zunehmend apa-
thisch, bis sie kaum mehr Nahrung zu sich nahmen. Die Symptomatik stellte sich spatestens bis
zum achten Tag bei allen infizierten Mausen ein. Eine relevante Verringerung der Symptome

trat bis zur Sakrifizierung nicht auf.

Bei den Tieren der Kontrollgruppen waren keine klinisch-pathologischen Auffalligkeiten wéahrend

des gesamten experimentellen Verlaufs zu beobachten.

4.2 Mortalitat

Bis zur Einleitung der Narkose starb keine der untersuchten Mause an der Krankheitssympto-
matik. 19 der insgesamt 60 M&ause starben im Rahmen der Narkoseeinleitung und der invasiven
Ermittlung hamodynamischer Daten. Folgende Tiere waren betroffen: vier Mause aus der
Gruppe K4, vier Mause aus der Gruppe K-, vier Mause aus der Gruppe Kyg, drei Mause aus der
Gruppe 4, drei Mause aus der Gruppe |7 und eine Maus aus der Gruppe l,s. Somit konnte die
Erhebung der hdmodynamischen Parameter fir insgesamt 41 Tiere erfolgen. Die Ergebnisse

auf mMRNA-Ebene mittels RT-PCR wurden bei allen 60 M&usen erhoben.

4.3 Kdrper- und Herzgewichte der Versuchstiere

Der H-Test nach Kruskal-Wallis erreicht fir das Korpergewicht der untersuchten Tiere nicht das
Signifikanzniveau (p = 0,384), sodass Vergleiche der einzelnen Gruppen mit dem U-Test nicht

durchgefuhrt werden kdnnen. Am H-Test nahmen insgesamt 41 Tiere teil (n = 41).

Dagegen lasst sich nachweisen, dass die Wertegruppen der untersuchten Tiere fur das Herz-
gewicht gemaR dem Kruskal-Wallis-H-Test aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen
(p < 0,001). Auf dieser Basis konnen fur das Herzgewicht Einzelvergleiche mit dem Mann-

Whitney-U-Test zwischen den untersuchten Gruppen durchgefihrt werden:

Am Ende der akuten Phase der Virusmyokarditis verringert sich hochsignifikant das Herzge-

wicht der infizierten Mause gegeniber den nicht infizierten. In der subakuten Phase lasst sich
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kein signifikanter Unterschied zwischen der infizierten Gruppe und der Kontrollgruppe feststel-
len. Auch in der chronischen Phase lasst sich keine Signifikanz in der Veranderung des Herz-

gewichts zwischen den infizierten und nicht infizierten Tieren eruieren.

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Signifikanz
Ky lg n="7

ahl
Ka

{ I, | 84,48 +558 mg 89,94 + 4,01 mg p = 0,007 n=6
‘ I7 <> Kq ‘ I | 85,70 +5,86 mg K; | 88,62 +8,09 mg P=0481 |I; |n=7 |K; |n=6
“ ls | 96,08 + 3,53 mg Kzs | 99,57 + 6,94 mg P=0529 | Iz | Nn=9 Kz | Nn=6

Tab. 4.1 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Herzgewichte der infizierten Gruppen mit den zugeho-
rigen Kontrollgruppen

Trotz des statistisch signifikanten Unterschieds zwischen der infizierten subakuten Gruppe |7
und der infizierten chronischen Gruppe |, kann die tempordre Herzgewichtserhéhung nicht als
relevant gewertet werden, da es zwischen K, und l,g keinen signifikanten Unterschied gibt.
Dasselbe gilt fir den Vergleich zwischen den Tieren im spatakuten und im chronischen Infek-
tionsstadium. Auch sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den spatakut und subakut

infizierten Tieren zu verzeichnen.

Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz

‘ ls | 84,48+558mg l; | 85,70+5,86 mg p=0,684
‘H l; | 85,70+5,86 mg ls | 96,08 + 3,53 mg p < 0,001
H ls | 84,48+558mg ls | 96,08 + 3,53 mg p < 0,001

Tab. 4.2 Mann-Whitney-U-Test: Herzgewichte-Vergleich der infizierten Gruppen untereinander
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Abb. 4.1 Box-Plot: Kdrpergewichte inginden  Abb. 4.2 Box-Plot: Herzgewichte in g in den
Versuchsgruppen Versuchsgruppen
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Auler der Verminderung des Herzgewichts bei Tieren in der spatakuten Myokarditis, kann in
der Bilanz auf keine weiteren relevanten Veranderungen der Herz- und Korpergewichte wah-

rend der gesamten Experimentzeit geschlossen werden.

4.4 Hamodynamik

Mit Hilfe invasiver Diagnostik wurden folgende hamodynamischen Parameter ermittelt: links-
ventrikularer endsystolischer Druck (LVsP), linksventrikuldre Auswurffraktion (EF), endsystoli-
sches Volumen (ESV), enddiastolisches Volumen (EDV) und Schlagvolumen (SV). Die Anzahl

der insgesamt untersuchten Tiere betragt 41 (n = 41).

Alle funf Wertegruppen der hamodynamischen Parameter kdnnen mittels H-Test unterschiedli-
chen Grundgesamtheiten zugeordnet werden: fur SV p < 0,05, fur LVsP, EF, ESV und EDV
p < 0,001. Somit kann eine signifikante Varianz zwischen den sechs Versuchsgruppen ange-

nommen und Einzelvergleiche durchgeflhrt werden.

4.4.1 Linksventrikularer endsystolischer Druck (LVsP)

LVsP wird als linksventrikulare Wandspan-

180
nung in der systolischen Phase der Herzak-
1604
tion gemessen und ist ein Maf3 fir die Nach-

1404
last des Herzens.

1204

In der endenden akuten Phase der CVB-3- 1004

Infektion ist ein Anstieg von LVsP bei infizier-

ten Tieren gegeniber den nicht infizierten 6o

Tieren zu verzeichnen, welcher jedoch auf- 40

grund der o-Adjustierung nach Bonferroni o

v v ] v v v
N= 6 7 6 7 6 9

SystoLiscHER LV-Druck (LVsP)

nicht als signifikant zu werten ist. Auch in der
GrurPE GruUpPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

subakuten Infektionsphase ist der Unter- Ks I4 Ky I7 K28 I28
schied zwischen der infizierten und der Kon-
trollgruppe nicht signifikant. In der chroni-

] ] Abb. 4.3 Box-Plot: Linksventrikularer systoli-
schen Infektionsphase beobachtet man einen scher Druck (LVsP) in mmHg
hdchstsignifikanten Druckabfall in der infizier-

ten Gruppe gegentber der Kontrollgruppe.
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Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Slgnlflkanz
(s [n=7 [Ky [n=6 |

‘ ls > Ky ‘ la 101,16 + 25,13 mmHg ' K4 | 82,42+£872mmHg | p=0,035 | mmHg p = 0,035
‘ l7 < Kz ‘ I7 73,57 £ 6,51 mmHg Kz | 79,62 £ 10,91 mmHg p = 0,445 l7 =7 | Ky =6
l log > Kag ‘ lrg | 65,10 +£12,12 mmHg | Kzs | 85,08 £ 5,36 mmHg p <0,001 Iog =9 | Kz =6

Tab. 4.3 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von LVSP der infizierten Gruppen mit den zugehdrigen
Kontrollgruppen

Der zeitliche Verlauf in den infizierten Gruppen zeichnet sich durch einen tendenziell abfallen-
den LVsP von der spatakuten zur chronischen Phase aus. Die Unterschiede zwischen der
spatakuten und subakuten und zwischen der spétakuten und chronischen Phase sind hoch-
bzw. hochstsignifikant. Allerdings wird das Signifikanzniveau zwischen der subakuten und der
chronischen Phase nicht erreicht.

Mittelwert mit Standartabwelchung Slgnlflkanz

ls | 101,16 £2513mmHg | I; | 7357 +6,51mmHg | p=0,002 |
‘H l; | 73,57 6,51 mmHg lg | 65,10+ 12,12 mmHg | p = 0,299
‘H ls | 101,16 + 25,13 mmHg | l,s | 65,10 + 12,12 mmHg | p < 0,001

Tab. 4.4 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von LVsP der infizierten Gruppen untereinander

4.4.2 Linksventrikulare Auswurffraktion

(EF, ejection fraction)

In der spatakuten Phase der Erkrankung
lasst sich keine signifikante Veranderung der

Auswurffraktion darstellen. Dagegen beo-

AuswUrrrrAKTION (EF)
3

bachtet man im subakuten Infektionsstadium N
eine hochsignifikant verminderte Auswurf- .
fraktion bei den infizierten Mausen gegen- TZ-
Uber den nicht infizierten. Auch im chroni- Ne 6 7 § 7 5 s

GrurpE GruUPPE GRruUPPE GruUpPPE GRUPPE GRUPPE

schen Stadium stellt sich die EF der infizier- Ki 1. K 1, Kos Ias

ten Gruppe hdchstsignifikant vermindert ge-

genuber der Kontrollgruppe dar.

Abb. 4.4 Box-Plot: Auswurffraktion (EF) in %

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Slgnlflkanz

I<—>K4 ls | 51,93+ 15,40 % ' Ks | 58,94+1264% | p=0,366 | 'Ks |n=6 |
“ |7 29,34 + 8,84 % K; | 53,59 +5,97 % p=0001 I |n=7 K; [n=6
“ s | 31,30+7,93% Kos | 63,42 +8,73 % p<0,001 | Iz | Nn=9 | Kz n=6

Tab. 4.5 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Auswurffraktionen der infizierten Gruppen mit den zu-
gehorigen Kontrollgruppen
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Vergleicht man nur die infizierten Tiergruppen miteinander, so wird deutlich, dass sich die Aus-
wurffraktion erst am 7. Infektionstag signifikant vermindert zeigt und so bis ins chronische Sta-

dium verbleibt.

Mittelwert mit Standartabweichung Signifikanz

ls | 51,93 +15,40 % l; | 29,34 +884% p=0,011
‘H l7 | 29,34 +8,84 % ls | 31,30 +7,93 % p =0,758
‘H ls | 51,93 +15,40 % ls | 31,30 +7,93 % p = 0,008

Tab. 4.6 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Auswurffraktionen der infizierten Gruppen miteinander

4.4.3 Endsystolisches Volumen (ESV) &0

70+
Im auslaufenden akuten Erkrankungsstadium

der infizierten Tiere ist keine Anderung des 1

Blutvolumens am Ende der systolischen
Herzaktion im Vergleich zu den gesunden
Tieren zu verzeichnen. Die subakute Phase

der Infektion zeichnet sich durch hochsignifi-

==1

infizierten Gruppe gegeniber der Kontroll- Ne 8 7 4 H : H

kant erhthte endsystolische Volumina der

EnDsysToLIscHES VOLUMEN (ESV)

gruppe aus In der ChroniSChen Pha.se blelbt GruppE GrupPE GrUPPE GruUPPE GRUPPE GRUPPE
K4 I4 K7 I7 K28 128

das ESV in der infizierten Gruppe im Gegen-
teil zur nicht infizierten Gruppe hochsignifi-

kant erhéht. Abb. 4.5  Box-Plot: Endsystolisches Volumen
(ESV) in ml

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe S|gn|f|kanz

“ ls | 31,27 +8,56ml Ky | 2926+764m | p=0,534

=6
“ |7 59,83 + 10,37 ml K, | 33,02+7,77 ml p=0001 ' I; |n=7 K; | n=6
l‘ s | 57,69+ 12,57 ml Kog | 27,58 + 8,38 ml P=0002 |ls | N=9 |Kyp | N=6

Tab. 4.7 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von ESV der infizierten Gruppen mit den zugehdrigen
Kontrollgruppen

Zwischen den infizierten Gruppen der spatakuten und der subakuten Phase sowie zwischen der
spatakuten und der chronischen Phase kommt es zu einer hochsignifikanten Erhéhung des
endsystolischen Volumens. In der chronischen Phase gibt es, verglichen mit der subakuten

Phase, keine Veranderungen.
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Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz

la 31,27 £ 8,56 ml I7 59,83 £ 10,37 ml p =0,001
I7 59,83 £ 10,37 ml log | 57,69 £12,57 ml p=0,758
la 31,27 £8,56 ml log | 57,69 £12,57 ml p =0,001

Tab. 4.8 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von ESV der infizierten Gruppen untereinander

4.4.4 Enddiastolisches Volumen (EDV) 1o

100+

Infizierte Mause im terminalen Akutstadium
90+
der Myokarditis zeigen zunachst ein vermin-

804

1a_

dertes enddiastolisches Volumen im Ver-

gleich zu den Kontrollm&usen. In der subaku-

ENDDIASTOLISCHES VOLUMEN (EDV)

o=
ten Phase zeigt sich keine signifikante Veran- - o]
derung des EDV bei den infizierten Tieren . 1

gegeniuber den nicht infizierten. Das chroni-

sche Stadium zeichnet sich durch ein gegen- 40N= 8 7 6 7 E 5

GrupPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

Uber den Kontrolltieren erhdhtes enddiastoli- Ky 14 Ky Iy K Ius

sches Volumen bei den Erkrankten aus.

Abb. 4.6 Box-Plot: Enddiastolisches Volumen

(EDV) in ml
Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Slgnlflkanz
56,17 * 6,88 ml 'Ky | 6665+404m | p=0014 | 'Ky [ n=6 |
82,08 £11,34 ml K7 | 69,16 £12,52 ml p=0,138 I7 n=7 | Ky |n=6
82,06 £ 10,84 ml K2g | 66,58 = 7,06 ml p =0,012 lg | N=9 | Ky |N=6

Tab. 4.9 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von EDV der infizierten Gruppen mit den zugehorigen
Kontrollgruppen

Der infektiose Verlauf gestaltet sich durch ein hochsignifikant erhdohtes EDV in der subakuten
und in der chronischen Phase gegenuber der spatakuten Phase. Die Werte zwischen der sub-
akuten und der chronischen Phase erreichen nicht das Signifikanzniveau.

Mittelwert mit Standartabweichung Signifikanz

56,17 £ 6,88 ml I7 82,08 £11,34 ml p =0,001
I7 82,08 £11,34 ml log | 82,06 £10,84 ml p=0,918
la 56,17 * 6,88 ml log | 82,06 £10,84 ml p =0,001

Tab.4.10 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich von EDV der infizierten Gruppen untereinander
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4.45 Schlagvolumen (SV)

Auf den ersten Blick ist ein Abfall des
Schlagvolumens bei den erkrankten Tieren
im spéatakuten Infektionsstadium zu vermu-
ten, der Unterschied zur Kontrollgruppe ist
jedoch nicht signifikant. Auch zeichnet sich
die subakute Erkrankungsphase nach der
a-Adjustierung nach Bonferroni durch keinen
signifikanten SV-Abfall aus. Dennoch stellt
sich ein deutlicher signifikanter Abfall des
Schlagvolumens in der chronischen Erkran-

kungsphase bei der infizierten Gruppe ge-

genuber der jeweiligen Kontrollgruppe dar.
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Abb. 4.7 Box-Plot: Schlagvolumen (SV) in ml

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Slgnlflkanz

29,13 £9,15 ml

38,44 £ 9,83 ml

'n=6 |

24,04 = 7,97 ml K7

36,97 £ 7,63 ml

~

4
II

(e}

25,69 £ 5,85 ml Kos

3 -

34,83 £ 4,65 ml

~
N
0o
m

Tab. 4.11

hdrigen Kontrollgruppen

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Schlagvolumina der infizierten Gruppen mit den zuge-

Der temporare Verlauf der Erkrankung zeigt keine signifikanten Veranderungen zwischen den

infizierten Versuchsgruppen.

Signifikanz

Mittelwert mit Standartabweichung ‘ ignifi

‘ 29,13 + 9,15 ml l; | 24,04 +7,97 ml p=0,383
‘ 24,04 +7,97 ml ls | 25,69 5,85 ml p = 0,681
29,13 + 9,15 ml ls | 25,69 + 5,85 ml p = 0,606

Tab. 4.12

45 Nachweis enteroviraler RNA

Mittels RT-PCR in Kombination mit der nested-PCR kann
in 23 der insgesamt 30 infizierten Tiere enterovirale RNA
nachgewiesen werden. Die sieben Mause, bei denen der
Nachweis einer Viruspersistenz fehlschlagt,

befanden

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Schlagvolumina der infizierten Gruppen untereinander

Mittelwert / Standartabweichung
5,29 + 2,53

2,82+1,18

1,03 +1,09

Tab. 4.13

sich alle im chronischen Infektionsstadium (Gruppe lg),

OD-Werte der CVB-3-
RNA aus RT- und
nested-PCR
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wahrend in allen virusinokulierten Tieren des 4. und 7. Sakrifizierungstages (Gruppe I, und I;)
das CVB-3-Genom nachgewiesen werden kann. Der Nachweis enteroviraler RNA féllt bei allen

Kontrolltieren negativ aus (Abb. 4.8).

vim I 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 Il 12 13 14 IS 16 17 18 19 20 2I 22 23 24 25 26 27 28 29 30 vy H:0

GruppE K4 GRUPFPE 14 GruprE K7

GRuUPPE Iy GruppE K28 GruppE 128

VIL 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 40 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6o vi

Abb. 4.8 CVB-3-Nachweis mittels RT-PCR und nested-PCR (Darstellung im 2%-igen Ethidiumbromid-
gefarbten Agarose-Gel; VIII = DNA-Langenmarker, Spur 1 — 10: nicht infizierte Tiere der
Gruppe Ky, Spur 11 — 20 infizierte Tiere der Gruppe I, Spur 21 — 30 nicht infizierte Tiere der
Gruppe K5, Spur 31 — 40 infizierte Tiere der Gruppe I;, Spur 41 — 50 nicht infizierte Tiere der
Gruppe Ksg, Spur 51 — 60 infizierte Tiere der Gruppe l,g, H,O = Negativkontrolle)

4.6 Veranderungen der mRNA-Expression
4.6.1 Semiquantitative RT-PCR

Die statistische Auswertung mit dem H-Test nach Kruskal-Wallis zeigt, dass alle untersuchten
Wertegruppen nicht einer Grundgesamtheit zuzuordnen sind, sodass die Nullhypothese
(Gleichheit zwischen den beobachteten Gruppen fir eine Variable) widerlegt werden kann. Als
Wahrscheinlichkeiten fiir den Fehler 1. Art ergeben sich beim Kruskal-Wallis-Test fir die
MRNA-Expressionen von IL-6, IL-10, IFN-y, p67phox, gp91phox, MnSOD, Angiotensinogen,
ATa-, AT1e- und AT,-Rezeptor Hochstsignifikanzen (p < 0,001), fur die mRNA-Expressionen
von TGF-B; und p47phox Hochsignifikanzen (p = 0,001). Auf dieser Basis kénnen Einzelver-
gleiche mit dem Mann-Whitney-U-Test zwischen den Versuchsgruppen vorgenommen werden.

Die folgenden Daten wurden bei allen 60 Tieren erhoben (n = 60).

46.1.1 IL-6

In der infizierten Gruppe der spatakuten Infektionsphase kommt es gegentber der nicht infizier-
ten Kontrolle zu einer deutlichen und hdchstsignifikanten Erhdhung der IL-6-Expression. In der
subakuten Phase ist in der infizierten Gruppe ebenfalls ein héchstsignifikanter Anstieg der IL-6-
Expression zu verzeichnen. Zu einer Erh6hung der Expression in der infizierten Gruppe gegen-
Uber der nicht infizierten Gruppe kommt es auch in der chronischen Infektionsphase. Diese

Verénderung kann als statistisch hochsignifikant gewertet werden.
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Mittelwert infizierte Gruppe ‘

Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

‘ Iy & Kq ‘ ls | 1,56 +0,26 Ks | 0,78+0,33 p < 0,001
‘ l7 <> Ky ‘ l; | 1,91+0,19 K; | 0,69+0,17 p < 0,001
‘ lg | 1,02 +0,17 Kos | 0,69 +0,17 p = 0,001

Tab. 4.14 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der IL-6-Expression der infizierten Gruppen mit den zuge-

hdrigen Kontrollgruppen

Vergleicht man die Expression von IL-6 im
temporéren Verlauf der infizierten Gruppen,
so ist ein hochsignifikanter Anstieg von der
spatakuten zur subakuten Phase und ein
hochstsignifikanter Abfall der Expression von
der spatakuten und subakuten zur chroni-

schen Infektionsphase zu verzeichnen.

Abb. 4.9

Box-Plot: IL-6-Expression

2,04

1,54

IL-6

1,0-

(0[]

TR 5

Mittelwert mit Stand Signifikanz

artabweichung
17

Grurre GruppE GruppE GruppE GRUPPE GRUPPE

K4 I4 Ky I K28 128

la | 1,56 +0,26 1,91 +0,19 p = 0,004
‘H l; | 1,91+0,19 ls | 1,02 +0,17 p < 0,001
‘H ls | 1,56 +0,26 ls | 1,02+ 0,17 p < 0,001

Tab. 4.15

46.1.2 IL-10

Ahnlich wie bei IL-6 kommt es auch hier in
der infizierten Gruppe zu einer héochstsignifi-
kant verstarkten Expression von IL-10-mRNA
im spatakuten Infektionsstadium. Auch in der
subakuten Phase ist die IL-10-Expression
gegeniuber der zugehdrigen Kontrollgruppe
deutlich erhoht. Die infizierte Gruppe der
chronischen Infektionsphase weist gegenuber
der Kontrollgruppe ebenfalls eine hochsignifi-

kant erhdhte Expression auf.

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der IL-6-Expression der infizierten Gruppen untereinander

2,04

1,54

IL-10

1,0

=
= @ &T
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Abb. 4.10 Box-Plot: IL-10-Expression



ERGEBNISSE 72

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ

Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

1,50 + 0,22 Ks | 0,72+0,23 p <0,001
I7 1,79+0,13 K7 | 0,67+0,18 p <0,001
lg | 1,01+0,15 Kzg | 0,67 +0,20 p =0,001

Tab. 4.16 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der IL-10-Expression der infizierten Gruppen mit den zuge-
hdrigen Kontrollgruppen

Im temporaren Verlauf der infizierten Versuchsgruppen ergibt sich ein hochsignifikanter Unter-
schied zwischen der spatakuten und der subakuten Gruppe, wobei beide Wertegruppen

hochstsignifikant von der chronischen Gruppe differieren.

Mittelwert mit Standartabweichung Signifikanz

1,50 + 0,22 I7 1,79+0,13 p = 0,003
I7 1,79+0,13 lg | 1,01+0,15 p <0,001
la 1,50 + 0,22 lg | 1,01+0,15 p <0,001

Tab. 4.17 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der IL-10-Expression der infizierten Gruppen untereinander

3,0

46.1.3 INF-y ' -
2,5

Die virale Infektion fiihrt im terminalen Akut- é &

stadium zu einer eindeutigen Zunahme der 204

Interferon-y-Expression, verglichen mit der

IFN-y

zugehorigen Kontrollgruppe. In der subaku-

ten Gruppe bewirkt die Infektion mit CVB-3 h E i ?

eine fast 3-fach hthere mRNA-Expression 54 ©

von INF-y. Ein hochstsignifikanter Unter- 00

schied l&sst sich auch bei der Expression von oo me e
GruprPE GrRUPPE GRUPPE GRrRUPPE GRUPPE GRUPPE

INF-y im chronischen Infektionsstadium zwi- Ks I4 Ky 17 Kas 128

schen der infizierten Gruppe und der Kont-

roligruppe feststellen. _
Abb. 4.11 Box-Plot: INF-y-Expression

Mittelwert Kontrollgruppe Signifikanz

2,14 + 0,15 Ks | 0,86+0,13 p < 0,001
lz | 2,29+0,22 K; | 0,80+0,15 p < 0,001
lg | 1,06 +0,09 Kos | 0,83 +0,10 p < 0,001

Tab. 4.18 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der INF-y-Expression der infizierten Gruppen mit den zu-
gehorigen Kontrollgruppen
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Im infektiosen Gesamtverlauf der INF-y-Expression ist eine signifikante Verschiebung zwischen
der spatakuten und der subakuten Gruppe nicht zu verzeichnen, dagegen sinkt die Expression
in der chronischen Phase, verglichen mit den beiden anderen infizierten Gruppen, stark ab.

la | 2144015 Iz | 2,29+0,22 p=0,123
‘H l; | 2,29+0,22 ls | 1,06 % 0,09 p < 0,001
‘H ls | 2,14+0,15 ls | 1,06 % 0,09 p < 0,001

Tab. 4.19 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der INF-y-Expression der infizierten Gruppen untereinander

46.1.4 TGF-B,

Die Werteunterschiede zwischen den infizierten Gruppen am 4. und am 7. Tag p.i. sind gegen-
Uber den jeweiligen Kontrollgruppen nicht signifikant. Die Expression in der infizierten chroni-

schen Gruppe zeigt dagegen einen hochstsignifikanten Abfall gegeniber der Kontrollgruppe.

Mittelwert infizierte Gruppe ‘ Mittelwert Kontrollgruppe ‘Signifikanz

‘ s <> Kq ‘ ls | 1,04+0,09 Ks | 1,00+0,11 p=0,481
“ Iz | 1,08 +0,40 K; | 1,01+0,16 p=0,912
‘ ls | 0,77 +0,11 Kas | 1,00 + 0,06 p < 0,001

Tab. 4.20 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der TGF-B,-Expression der infizierten Gruppen mit den
zugehorigen Kontrollgruppen

Vergleicht man nur die infizierten Tiergruppen
miteinander, so wird deutlich, dass sich die 2,04
TGF-B;-Expression in der spatakuten und der

subakuten Gruppe nicht unterscheidet, d.h.

= o
es. ist kein s.lgn-lfllfa.nter Unters.chled Zu ver- g . ié-!f
zeichnen. Die infizierte chronische Gruppe i
zeigt eine hochsignifikante Expressionsver- 54
minderung gegeniber der subakuten Gruppe
und eine hdchstsignifikante Verminderung 0'0N= v A b x s =
gegenuber der spatakuten Gruppe. Gruppe GruppE GruppE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

K4 I4 Ky I K28 128

Abb. 4.12 Box-Plot: TGF-B;-Expression
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Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz
“ ls | 1,04 +0,09 l; | 1,08 +0,40 p = 0,353

‘H Iz | 1,08 +0,40 lrg | 0,77 +0,11 p = 0,002
H ls | 1,04+0,09 lg | 0,77 +0,11 p < 0,001

Tab. 4.21 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der TGF-B;-Expression der infizierten Gruppen miteinander

4.6.1.5 p47phox = o
. . i ) 254
Die Expression von p47phox zeigt im enden- -
den akuten Stadium einen Anstieg von der 2,0+
%10 o

Kontrollgruppe zu der jeweiligen infizierten

1
Gruppe, der sich als hochsignifikant darstellt.
Bei den Tieren in der subakuten Infektions- 101 i T
phase lasst sich ebenfalls ein hochsignifikan-

ter Anstieg der Expression in der infizierten

P47PHOX

Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe beo- Ne o0 10 1 10 1 1
GruprPE GrupPE GrUPPE GruUpPPE GRUPPE GRUPPE

bachten. In der chronischen Phase ist keine Ki T4 Ky Iy Ko Ins

Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe und

der infizierten Gruppe zu eruieren.
Abb. 4.13 Box-Plot: p47phox-Expression

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

‘ ls <> Ka ‘ ls | 1,54 +0,66 Ks | 0,90 0,31 p = 0,007
‘ I > K7 ‘ l; | 1,22+0,46 K; | 0,74 £0,27 p = 0,007

‘ ls | 0,83 0,29 Kss | 0,80 + 0,31 p=0,796

Tab. 4.22 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der p47phox-Expression der infizierten Gruppen mit den
zugehdorigen Kontrollgruppen

Im temporéaren Verlauf lasst sich eine abfallende Expressionstendenz vermuten, die aber nur
zum Teil signifikant untermalt werden kann. Als nicht signifikant stellt sich der Unterschied zwi-
schen der spatakuten und der subakuten Gruppe sowie, nach der a-Adjustierung nach
Bonferroni, auch zwischen der subakuten und der chronischen Gruppe dar. Die Expressions-
verminderung von der spatakuten zur chronischen Gruppe ist hochsignifikant. In der chroni-

schen Phase entspricht die Expressionshohe praktisch dem Ausgangsniveau (Kontrollgruppen).

Mittelwert mit Standartabweichung H Signifikanz
“ la | 1,54+0,66 l; | 1,22+0,46 p=0,315

‘H l; | 1,22+0,46 ls | 0,83 0,29 p = 0,043
H ls | 1,54+0,66 le | 0,83+0,29 p = 0,005

Tab. 4.23  Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der p47phox-Expression zwischen den infizierten Gruppen
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4.6.1.6 p67phox

3,5

Im spéatakuten Infektionsstadium kann bei der 3,04

p67phox-Expression aufgrund der vorge- 5

nommenen o-Adjustierung nach Bonferroni
2,04

der Anstieg in der infizierten Gruppe gegen-

Uber der Kontrollgruppe nicht als statistisch "1

signifikant gewertet werden. Ferner sind so- 1,04 i
e Qo

P67PHOX

wohl im subakuten als auch im chronischen 54

Stadium der Infektion keine signifikanten 00

Expressionsanderungen feststellbar.

Grurre GruppE GruppE GruppE GRUPPE GRUPPE

Abb. 4.14 Kse Iy Ky 1I7 Ka8 Ias

Box-Plot: p67phox-Expression

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

‘ s > K ‘ la | 1,86+0,58 Ks | 1,16 0,48 p = 0,019
|roKk |

17 <> Kz I7 1,31+0,52 K7 | 1,04+0,35 p=0,481

‘ ls | 0,77 0,26 Kos | 0,73 0,20 p=0,684

Tab. 4.24 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der p67phox-Expression der infizierten Gruppen mit den
zugehorigen Kontrollgruppen

Im Gesamtverlauf lasst sich eine Expressionsminderung von p67phox zwischen den infizierten
Gruppen erkennen. Der Expressionsunterschied zwischen der spatakuten und der subakuten
Phase ist durch die a-Adjustierung nach Bonferroni nicht signifikant. Dagegen lasst sich der
Expressionsabfall von der subakuten zur chronischen Phase als statistisch signifikant und von

der spatakuten zur chronischen Phase als hochstsignifikant belegen.

|4 1,86 + 0,58 I, |1,31+052 | p=0043 |
‘H l7 | 1,31+0,52 ls | 0,77 +0,26 p = 0,015
‘H ls | 1,86+0,58 ls | 0,77 +0,26 p < 0,001

Tab.4.25 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der p67phox-Expression zwischen den infizierten Gruppen

4.6.1.7 gp91Phox

In der spatakuten Infektionsphase der CVB-3-Infektion ist ein hdchstsignifikanter Anstieg von
gp91phox-Expression zu verzeichnen. Eine ebenfalls hochsignifikante Expressionsveranderung
lasst sich in der subakuten Phase der Erkrankung darstellen. Zwischen der Kontrollgruppe und
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der infizierten Gruppe im chronischen Stadium ist im Expressionsverhalten keine Signifikanz zu

eruieren.

Mittelwert infizierte Gruppe Mittelwert Kontrollgruppe Slgnlflkanz
1,75 + 0,68 ' Ks | 072+024 | p<o0001 |

‘ l7 <> Ky ‘ l; | 1,27+0,27 K; | 0,66 +0,41 p = 0,001
| |

PR O s | 0,92+0,22 Kz | 0,87 +0,29 p =0,529

Tab.4.26 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der gp91phox-Expression der infizierten Gruppen mit den
zugehorigen Kontrollgruppen

Der infektiose Verlauf zeigt eine abfallende
3,04
Tendenz von der spatakut infizierten zu der

chronisch infizierten Tiergruppe. Eine hohe %9

Signifikanz besteht zwar zwischen der 2,04

spatakuten und chronischen und zwischen 154

der subakuten und chronischen, nicht aber ol © ; %

zwischen der spatakuten und subakuten ; T
Sa o

Gruppe.

GP9IPHOX

. L] L] . L] ]
N= 10 10 10 10 10 10
Abb. 4.15 GruppE Gruppe Gruppe GruppE GRrUPPE GRUPPE

) K4 I4 Ky I7 Kas 128
Box-Plot: gp91phox-Expression

Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz

“ 1,75+ 0,68 Iz | 1,27+0,27 p = 0,063
‘H 1,27 + 0,27 lg | 0,92 +0,22 p = 0,005
H 1,75+ 0,68 lg | 0,92 +0,22 p = 0,002

Tab. 4.27 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der gp91phox-Expression der infizierten Gruppen unter-
einander

4.6.1.8 MnSOD

Die akute Infektion fuhrt in der Versuchsgruppe 1, zu einem deutlichen, hdchstsignifikanten An-
stieg der Expression von MnSOD gegeniber der Kontrollgruppe. Bei der mRNA-Expression in
der infizierten Gruppe des subakuten Stadiums zeigt sich ebenfalls eine statistisch hdchstsigni-
fikante Erhohung. Vergleicht man in der chronischen Phase der Infektion die infizierten und die
nicht infizierten Tiere, so zeigt sich hier eine hochsignifikante Expressionserhéhung bei den
infizierten Tieren gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Mittelwert infizierte Gruppe ‘

Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

‘ Iy & Kq ‘ ls | 2,03+0,16 Ks | 1,07+0,20 p < 0,001
‘ l; & Kz ‘ l; | 1,80+0,13 K; | 1,03+0,13 p < 0,001
‘ lg | 1,25+0,14 Kos | 1,02 +0,11 p = 0,004

Tab. 4.28
zugehdorigen Kontrollgruppen

Die Verlaufswerte der infizierten Tiere deuten
auf eine klar abnehmende Tendenz in der
MnSOD-Expression von der spatakuten zur
chronischen Phase der Erkrankung hin. Auch
statistisch sind die Messwerte zwischen den
und

einzelnen infizierten Gruppen hoch-

hdchstsignifikant unterschiedlich.

Abb. 4.16
Box-Plot: MNSOD-Expression

MNSOD

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der MNnSOD-Expression der infizierten Gruppen mit den

*#10
1,54

1,0

E%Tg

GruppE GrupPE GRruUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

K4

Mittelwert mit Standartabweichung

I4 Ky I K28 128

Signifikanz

‘ l7 <> log H |

‘ |4 <> |23 H |4

la 2,03+0,16 I7 1,80+0,13 p = 0,002
7 1,80+0,13 lg | 1,25+0,14 p <0,001
2,03+0,16 lg | 1,25+0,14 p <0,001

Tab. 4.29

4.6.1.9 Angiotensinogen

Die Expression von Angiotensinogen in der
terminalen Akutphase der Infektion ist in der
infizierten Gruppe gegenuber der Kontroll-
gruppe hochstsignifikant erhoht. Ebenfalls
hochstsignifikant stellt sich die Zunahme der
Expression in der subakuten Phase bei infi-
Zierten Tieren gegeniber den Kontrolltieren
dar. Die chronisch erkrankten Tiere wiesen
eine hochstsignifikante Erhéhung von Angio-

tensinogen gegeniuber von Kontrolltieren auf.

Abb. 4.17 Box-Plot: Angiotensinogen-Expression

ANGIOTENSINOGEN

30

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der MnSOD-Expression zwischen den infizierten Gruppen
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2,04
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Tab. 4.30

Mittelwert infizierte Gruppe

Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

Iy & Kq ‘ s | 1,63+0,29 Ks | 0,83+0,22 p < 0,001
l; & Kz ‘ I, | 214+0.20 K; | 0,87+0,12 p < 0,001
‘ ls | 1,15+0,16 Kss | 0,79 +0,11 p < 0,001

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Angiotensinogen-Expression der infizierten Gruppen
mit den zugehdrigen Kontrollgruppen

Die temporare Dynamik von Angiotensinogen zeichnet sich primar durch einen Anstieg der

Expression vom spatakuten zum subakuten Stadium, und durch einen héchstsignifikanten Ab-

fall in der chronischen Gruppe gegentiber den beiden anderen.

Tab. 4.31

|4 <> |7 |4

1,63 +0,29

Mittelwert mit Standartabweichung Signifikanz
17 |214+020 | p<0001 |

2,14+0,20

p < 0,001

‘ l7 <> log H I7

2,14 +0,20

I2g

1,15+0,16

p < 0,001

‘ |4 <> |23 H |4

1,63+0,29

I2g

1,15+0,16

p < 0,001

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Angiotensinogen-Expression der infizierten Gruppen

untereinander

4.6.1.10 AT,x-Rezoptor

Die Expression des AT a-Rezeptors bei spét-
akut infizierten Tieren verringert sich gegen-
Uber den jeweiligen Kontrolltieren hdchstsig-
nifikant. Auch bei der Gruppe in der sub-
akuten Phase ist eine Verminderung der
ATa-Rezeptor-Expression zu verzeichnen. In
der chronischen Phase der Infektion ist, ver-
gleichend mit nicht infizierten Tieren, keine

signifikante Veranderung in der Expression

des ATa-Rezoptors vorhanden.

Tab. 4.32

ATl A—REZEPTOR

25

2,04

1,5

1,04

=.W_-
- 2T

GrupPE GrUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

K4

14 Ky I7 Kazs8

I28

Abb. 4.18 Box-Plot: AT;5,-Rezeptor-Expression

Mittelwert infizierte Gruppe

N -

Mittelwert Kontrollgruppe ‘ Signifikanz

X

= -

0,78 +£0,19 Ks | 1,42+0,31 p < 0,001
1,04 +0,16 K7 | 1,40+0,21 p =0,001
1,15+0,14 Kzg | 1,30+ 0,16 p =0,075

Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT;a-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen mit

den zugehdrigen Kontrollgruppen
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Tendenziell ,normalisiert” sich die im finalen Akutstadium verringerte Expression bis zum chro-
nischen Stadium. Allerdings stellt sich dieser Prozess als statistisch signifikant nur zwischen
dem spéatakuten und dem subakuten und zwischen dem spéatakuten und dem chronischen Sta-

dium dar.

|4 O78+019 I, | 1,04+016 | p=0,005 |
‘H l7 | 1,04+0,16 ls | 1,15+0,14 p = 0,143
‘H la | 078+0,19 ls | 1,15+0,14 p = 0,001

Tab. 4.33 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT s-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen
untereinander

2,5

4.6.1.11 AT,g-Rezeptor

Durch die semiquantitative RT-PCR kann in Z0;

infizierten Myokardproben des spatakuten

Infektionsstadiums eine  hdchstsignifikant

O
<~
1,04 H*21
ro
-— ==

erhdhte Expression von ATz-Rezeptor-

AT ,-RezEPTOR

MRNA gegenuber der Kontrolle nachgewie-

sen werden. Bei den infizierten Tieren in der ,54

subakuten Infektionsphase kommt es zu ei-

ner hochstsignifikanten ~ Anhebung der N= 0 10 10 © 1 10
GruprPE GrUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

MRNA-Expression fir AT g-Rezeptor auf Ky 1o Ky 17 Kus Ias

beinahe das 3-fache. Auch in der chroni-
schen Phase der Infektion ist die Expression
von ATg-Rezeptor in der infizierten Gruppe Abb.4.19 Box-Plot: AT,s-Rezeptor-Expression

hoher als in der Kontrollgruppe.

Mittelwert infizierte Gruppe Signifikanz
“ l. | 1,68+0,25 'Ks | 0,72£017 | p<0,001
“ lz | 1,97+0,20 K; | 0,73+0,13 p < 0,001
‘ ls | 1,15+0,12 Kzs | 0,78 £0,13 p < 0,001

Tab. 4.34 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT,g-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen mit
den zugehdrigen Kontrollgruppen

Der chronologische Verlauf gestaltet sich durch die in die subakute Phase signifikant steigende
Expression des ATiz-Rezeptors mit folgendem Abfall in der chronischen Phase. Sowohl zwi-
schen der subakuten und der chronischen Phase als auch zwischen der spatakuten und der

chronischen Phase besteht eine sehr hohe Signifikanz.
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Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz

“ ls | 1,68+0,25 Iz |1,97+0,20 p=0,011
‘H Iz | 1,97 0,20 lrg | 1,15+0,12 p < 0,001
H ls | 1,68+0,25 log | 1,15+0,12 p < 0,001

Tab. 4.35 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT,g-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen
untereinander

2,0

4.6.1.12 AT,-Rezeptor '8

Der AT,-Rezeptor wird in infizierten Tieren 1,69
der spatakuten Gruppe héchstsignifikant Sl ;
niedriger exprimiert als in den Vergleichstie- 1,24 i
o
(@]
==

ren der Kontrollgruppe. In der virusinfizierten

AT -REZEPTOR

Gruppe liegt die Genexpression von AT,-Re- 84
zeptor in der subakuten Phase hochgradig 64

unter der Expression der nicht infizierten 4

Kontrollgruppe. Die chronisch infizierte Grup-

GrupPE GrUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE GRUPPE

pe weist auf eine etwas hdhere Expression Kse Isa Ky 1I7 K28 128
als die Kontrollgruppe hin, es zeigt sich je-

doch keine statistische Signifikanz. Abb. 4.20 Box-Plot: AT,-Rezeptor-Expression

|4 102+019 146+022 ' p<0,001 |
“ l; | 0,66+ 0,08 K; | 1,32+0,16 p < 0,001
“ lg | 1,51+0,15 Ksg | 1,40 +0,18 p = 0,105

Tab.4.36 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT,-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen mit
den zugehdrigen Kontrollgruppen

Im infektiosen Verlauf wird deutlich, dass die AT,-Rezeptor-Expression bis in die subakute Pha-
se abnimmt, was durch die Signifikanz der Werte belegt wird. Im chronischen Stadium wird der
Rezeptor wieder starker exprimiert. Die Werteunterschiede zwischen allen drei infizierten Grup-

pen sind hdchstsignifikant.

Mittelwert mit Standartabweichung ‘ Signifikanz
“ |4 1,02+0,19 l; | 0,66+0,08 p < 0,001

‘H I | 0,66+0,08 ls | 1,51 +0,15 p < 0,001
H ls | 1,02+0,19 ls | 1,51 +0,15 p < 0,001

Tab. 4.37 Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der AT,-Rezeptor-Expression der infizierten Gruppen
untereinander
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4.6.2 Pearson-Korrelation

Um genauere Vergleichsergebnisse auch von der prae-infectionem-Situation zu bekommen,
wurden die Kontrolltiere in die Berechnung der Pearson-Korrelation miteinbezogen. Damit bein-
haltet die Kalkulation insgesamt 60 Tiere (n = 60), von welchen 30 infiziert waren.

Bei der Berechnung des Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizienten (Kap. 3.5.4.3) zeigt sich ein
sehr hoher Zusammenhang zwischen der Expression der Zytokine IL-6 und IL-10 untereinan-
der. Eine sehr hohe Korrelation ist auch zwischen der Expression dieser beiden inflammatori-
schen Zytokinen zu den Expressionen von IFN-y, Angiotensinogen, AT,g-Rezeptor und MnSOD

zu verzeichnen.

© LEONID LADYSHENSKD Korrelation IL-10 - Angiotensinogen Korrelation IL-6 - AT p-Rezeptor
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Es berechnet sich eine gleichsinnige (positive) Korrelation zwischen der MnSOD-Expression
und der Expression der drei beobachteten Subunits der NADPH-Oxidase. Wahrend die
MnSOD-Expression mit der Angiotensinogen- und ATig-Rezeptor-Expression eine positive Kor-
relation ergibt, hat die Korrelation der MNSOD-Expression mit der AT;4- und der AT,-Rezeptor-
Expression eine negative Wertigkeit. Aul3erdem lasst sich ein sehr hoher gleichsinniger Zu-

sammenhang zwischen der MnSOD-Expression und der IFN-y-Expression eruieren.
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Innerhalb des RAAS lassen sich eine positive Korrelation des Angiotensinogens mit dem

ATg-Rezeptor und eine reziproke (negative) Korrelation mit dem ATi5- und dem AT,-Rezeptor

feststellen. Dabei zeigt sich auch eine deutliche positive Korrelation zwischen der AT 4- und der

AT,-Rezeptor-Expression, nicht aber zwischen den Expressionen von AT - und AT g-Rezeptor.

Weiterhin lasst sich ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen IFN-y und Angiotensinogen,

aber auch zwischen IFN-y und ATiz-Rezeptor festhalten. Zu den drei Untereinheiten der

NADPH-Oxidase sind positive Korrelationen seitens der Angiotensinogen- und der ATig-Re-

zeptor-Expression zu verzeichnen.
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Abb. 4.23 Korrelation nach Bravais-Pearson fir die Vertreter des kardialen RAAS

Signifikante Korrelationen bestehen bei den hamodynamischen Parametern LVsP, ESV, EDV,

EF und SV untereinander. Zwischen der Auswurffraktion und der Expression von inflammatori-

schen Zytokinen sowie von Elementen des RAAS (Angiotensinogen und AT z-Rezeptor) lassen

sich mittlere und hohe gegensinnige Korrelationen nachweisen.
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Abb. 4.24 Korrelation nach Bravais-Pearson fur die hAmodynamischen Parameter
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5 Diskussion

Die Myokarditis ist ein hochkomplexes Krankheitsbild, welches sich aus vielen pathologischen
Komponenten zusammensetzt. In zahlreichen vorausgegangenen klinischen und experimentel-
len Studien konnte bereits eine grof3e Zahl von Pathomechanismen der Myokarditis in Erfah-
rung gebracht sowie Konzepte fur verschiedenartige Therapieansatze entworfen werden. Den-
noch konnte bis heute kein wirkungsvolles kausales Behandlungskonzept abgeleitet werden,
weswegen der Standard der gegenwartigen Myokarditis-Behandlung auf symptomatischen
Maf3nahmen beruht. In dieser Arbeit wurde versucht, klinische Myokarditis-Erscheinungen und
einzelne Komponenten der pathogenetischen Mechanismen, wie Immunmodulation, myokardia-
les Remodeling, oxidativer Stress und kardiales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, im zeit-
lichen Verlauf der Erkrankung zu beobachten und das komplexe Zusammenspiel der einzelnen
Systeme darzustellen. Mit diesem Ziel wurde die kardiale mMRNA-Expression von den Vertretern
der pro- und antiinflammatorischen Zytokine, der matrixaktiven Substanzen, des Angiotensin-II-
Systems, der kardialen NADPH-Oxidase und des kdrpereigenen antioxidativen Systems

wahrend der

Zytokine akuten, sub-

Autoimmunitat Oxidativer Stress akuten und

chronischen

Spezifische k RAAS Phase der
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5.1 Klinische Erscheinung und Mortalitat

Sowohl der Grad der Symptomatik als auch die Rate der Mortalitdt an der viralen Myokarditis
hangen von vielen Parametern ab, wie z.B. genetische Pradisposition des jeweiligen Maus-
stamms, Alter und Geschlecht der Versuchstiere!”®*””, Umgebungseinflisse, der Typ des ver-
wendeten Coxsackievirus'®®. Beeinflusst auch durch die spezielle Aufgabenstellung der einzel-
nen Experimente, sind Vergleiche der Mortalitéatsraten und der Schwere der Krankheitssympto-

matik bei experimenteller Myokarditis nicht sinnvoll***#,

Alle untersuchten Tiere der Gruppen I; und l,g zeigten deutliche progrediente Krankheitssymp-
tomatik. Die Mause im chronischen Myokarditis-Stadium waren aufRerlich schwer krank. Da die
ersten Symptome erst nach dem 4. Tag p.i. einsetzten, war bei den, am 4. Tag p.i. sakrifizierten
Mausen (Gruppe |;), die Klinik nicht eindeutig zu eruieren. Dennoch waren auch diese Mause
an Myokarditis erkrankt, was aus den untersuchten Hamodynamik- und Expressionsparametern
deutlich wurde. Keines der Versuchstiere verstarb als Folge der Erkrankung, auch nicht diejeni-
gen im chronischen Myokarditis-Stadium. Die 19 umgekommenen M&ause verstarben als Folge
der Narkoseeinleitung und der invasiven Diagnostik. Sie unterschieden sich nicht wesentlich

von anderen Tieren der gleichen Versuchsgruppe.

5.2 Korper- und Herzgewichte

In unserer Studie liel3en sich keine signifikanten Veranderungen des Korpergewichts der Ver-
suchsmause beobachten. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz wird haufig trotz des Erkrankungs-
zustands ein gleichbleibendes oder sogar steigendes Kérpergewicht durch Natrium- und Was-
serretention im Rahmen von Kompensationsmechanismen registriert. Oft wird jedoch im fortge-
schrittenen Stadium eine Korpergewichtsabnahme aufgrund der verminderten Nahrungszufuhr

festgestellt**?.

Das Korpergewicht ist bei allen Versuchstieren in unserem Experiment annahernd gleich ge-
blieben (fir K- und I-Gruppen Maximalgewicht 22 g, Minimalgewicht 18 g). Auch lie3 sich keine
tendenzielle Entwicklung wahrend der CVB-3-Myokarditis beobachten. Mdglicherweise handelt
es sich um eine genetische Eigenschaft des SWR/J-Stammes. Ungeachtet der verminderten
Nahrungsaufnahme, wére die Gewichtsstase auch durch die eingeschréankte physische Aktivitét

erklarbar.

Im akuten Myokarditis-Stadium stellt sich eine geringgradige Abnahme des Herzgewichtes ein.
Eine leichte Gewichtsminderung bis ins subakute Stadium konnte auch in anderen Studien be-

obachtet werden*'*, wahrend im chronischen Verlauf eine deutliche Erhéhung des Herzgewich-
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tes beschrieben wurde, welche durch das myokardiale Remodeling und zunehmende Fibrosie-

rung begriindet war*'3.

In unserem Experiment stieg im chronischen Erkrankungsstadium (Gruppe Il,g) das Herzgewicht
im Vergleich zu den friheren Infektionsphasen (Gruppen I, und I;) deutlich an, aber auch das-
jenige, von der dazugehdrenden Kontrollgruppe K,s, sodass es keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den infizierten Tieren und den Kontrolltieren gab. Aus diesem Grund ware es
falsch, die Zunahme an Herzgewicht bei den chronisch erkrankten Mausen als Myokarditis-
verursacht zu werten. Warum es gerade bei den Gruppen Iy und Kyg zur gleichsinnigen Herz-
gewichtserhéhung kam, ist ungewiss. Da es sich um genetisch identische Mause handelt, kénn-
ten Umwelteinflisse, wie z.B. die ortliche Lage der beiden Kéfige, dieses Phanomen bewirkt
haben. Auch der Altersunterschied zwischen den einzelnen Mausegruppen (21 Tage zwischen
I und l.g, 24 Tage zwischen |4 und l,g) kdnnte eine Rolle spielen. Eine klare, eindeutige Erkla-

rung konnte unsererseits jedoch nicht eruiert werden.

Parallel zu der Gewichtsabnahme des Herzens in der akuten Phase zeigte sich ein verminder-
tes enddiastolisches Kammervolumen und Schlagvolumen sowie eine leichte Minderung der

Auswurffraktion (s. Kap. 5.3).

5.3 Hamodynamik

Durch die Messung der hAmodynamischen Funktionsparameter sind die subjektiven Einschét-
zungen des Beobachters beziglich der klinischen Symptomatik und des Ausmal3es der Erkran-
kung objektivierbar. Damit nehmen die hamodynamischen Messungen eine wichtige Position in
der Analyse und der Schwerebeurteilung der Myokarditis-verursachten kardialen Schaden ein.
Nur auf diese Weise kdnnen die erhobenen Daten auch mit den Ergebnissen anderer Arbeits-

gruppen verglichen werden.

Das linksventrikulare Myokard wurde in bisherigen Untersuchungen als der Hauptwirkungsort
der kardiotropen Coxsackieviren beschrieben*™®. Ferner wurde die Linksherzinsuffizienz als eine
der schwersten Folgen der akuten Virusmyokarditis identifiziert*®. Aus diesem Grund be-
schrankte sich in der vorliegenden Studie die Erhebung hamodynamischer Parameter auf den
linken Ventrikel. Intrakardiale Druckmessungen unterliegen einer groRen Empfindlichkeit gegen-
iiber methodischen Fehlern*’. Deshalb wurden die hamodynamischen Messungen von der
erfahrenen Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. C. Tschépe (Institut fir Kardiologie und Pulmolo-
gie, Charité Campus Benjamin Franklin, Charité-Universitatsmedizin) durchgefihrt. Um indivi-
duelle Messschwankungen zu vermeiden, wurden alle Messungen der SWR/J-Studie von einer

Person durchgefiihrt. Einer stabilen Lokalisation des Herzkatheters wahrend der Messung wird
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eine grol3e Bedeutung zugeteilt. Um dies zu gewahrleisten, erfolge die Katheterisierung Uber

die A. carotis externa und nicht am offenen Thorax.

Die ermittelten hd&modynamischen Parameter erlauben Rickschlisse auf die Leistungsfahigkeit
des Herzens im jeweiligen Erkrankungsstadium. Die Bestimmung linksventrikul&arer Volumina,
der linksventrikularen Auswurffraktion und des linksventrikularen systolischen Drucks ermdglicht
die Quantifizierung von Preload (Vorlast) und Afterload (Nachlast) des Herzens sowie die indi-

rekte Beurteilung der Kontraktilitat*®***,

5.3.1 Linksventrikularer systolischer Druck (LVsP)

Im Laufe der Myokarditis-bedingten Herzinsuffizienz wird das neuroadrenerge System zum
Zweck der Kompensation aktiviert. Der Sympathikus bewirkt Uber a,-Adrenozeptoren eine peri-
phere Gefalikonstriktion zur Gewahrleistung ausreichender Organdurchblutung. Die Folge ist
die Zunahme des Aortendrucks, welcher im Sinne des Afterloads am Ende der Systole durch
die Kontraktionsarbeit des linken Ventrikels Gberwunden werden muss. Bei deutlicher Reduk-

tion der kontraktilen Elemente sorgt die erhdhte Nachlast fiir eine noch stéarkere Einschrankung

der Pumpfunktion.
Linksventrikulirer systolischer Druck

-
P
=}

LVsP ist der Mal3 fur die ma-
ximale Wandspannung in der
Systole. Dabei wird LVsP
durch den Afterload, gegen
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mechanismen zundchst ein

Abb.5.2  Temporére Dynamik von LVsP im Verlauf der CVB-3-

Anstieg von LVsP. Die durch _ : »
induzierten Myokarditis

die Kompensationsmechanis-

men gleichzeitig bewirkte Steigerung der Vorlast und der Herzfrequenz hat eine vermehrte und
beschleunigte Fullung des Ventrikels und Anstieg des linksventrikularen enddiastolischen
Drucks (LVedP) zum Ausgleich der Herzinsuffizienz zur Folge®**. Die Kontraktilititsreserve des
linken Ventrikels ist von seiner Fahigkeit, die erhdhte systolische Wandspannung zu erzeugen
und aufrechtzuerhalten, abhangig. Bei der Ventrikeldilatation des insuffizienten Herzens ist dies
erschwert: zur Erzeugung eines bestimmten Innendruckes des Ventrikels ist eine um so grofie-

re Kraftentfaltung seitens der Myokardfaser notwendig, je groRer der Radius des Hohlraums
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und je geringer die Wanddicke der Kammer ist. Im Folgenden versagen die Kompensationsme-
chanismen, und es kommt zur kardialen Dekompensation mit Abnahme von Afterload und
LVsP**2,

In der vorliegenden Arbeit bestatigten sich die Veranderungen von LVsP im Verlauf der CVB-3-
Myokarditis: in der akuten Erkrankungsphase (0. — 4. Tag p.i.) lie® sich eine Erhdohung von
LVsP vermuten, wahrend der Druck in der subakuten Phase (4. — 7. Tag p.i.) abfiel und sich in
der chronischen Phase (7. — 28. Tag p.i.) noch mehr verminderte. Dieses Ergebnis stimmt auch
mit den Ergebnissen der experimentellen Studie mit CVB-3-infizierten DBA/2-M&ausen Uberein,

bei welchen eine signifikante Senkung von LVsP vom 7. bis 10. Tag p.i. zu beobachten war™.

5.3.2 Ventrikulares enddiastolisches Volumen (EDV) und

Ventrikulares endsystolisches Volumen (ESV)

Beim gesunden Menschen werden bei der Systole Giber 50% des EDV (= Auswurffraktion) aus

dem Ventrikel geschleust. Das im Ventrikel verbliebene Restvolumen wird als das endsystoli-

sche Ventrikelvolumen bezeichnet. Das ESV besteht zum gréRten Teil aus dem systolischen

Reservevolumen, das die eigentliche Leistungsreserve des Ventrikels ist, und aus sehr kleinem

verbleibenden Anteil des Restblutes, dem Residualvolumen, welches selbst bei starkerer Kont-
342

raktion eines gesunden Herzens nicht mobilisierbar ist™<.
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Abb.5.3  Temporare Dynamik der linksventrikularen Kammervolu-  ein deutlich erhéhtes end-
mina im Verlauf der CVB-3-induzierten Myokarditis

diastolisches Ventrikelvolu-
men und gesteigerter enddiastolischer Ventrikeldruck. Bereits in Ruhe sind beim insuffizienten
Herzen die mittleren Schlagvolumina vermindert und lassen sich nur unwesentlich bei korperli-
cher Belastung steigern. Als Folge der verminderten Auswurffraktion entstehen stark vergréf3er-

te Restblutmengen, die das Mehrfache von denjenigen am gesunden Herzen betragen. Da die
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vergroRRerte Restblutmenge aber nicht mehr als systolische Leistungsreserve verfugbar ist, stellt

sie ein enorm vergroRRertes Residualvolumen dar, welches nicht mehr mobilisierbar ist®*2.

Auch in unserer Arbeit konnten deutlich erhéhte enddiastolische Volumina, beginnend in der
subakuten Myokarditis-Phase (4. — 7. Tag p.i.), und im ganzen Verlauf der chronischen Phase
(7. — 28. Tag p.i.) nachgewiesen werden. Im akuten Stadium (0. — 4. Tag p.i.) konnte das EDV
durch die zu diesem Zeitpunkt noch bestehende Wirkung der kompensatorischen Mechanismen
sogar etwas herabgesenkt werden. Auch das ESV konnte gemaf unseren Versuchen im Akut-
stadium noch konstant gehalten werden, stieg jedoch deutlich in den folgenden beiden Stadien
an und entsprach damit der oben beschriebenen erhéhten Restblutmenge bzw. dem daraus
resultierenden vergréfRerten Residualvolumen. Zu bedenken ist, dass sich EDV und ESV si-
cherlich noch gegenseitig beeinflussen: verbleibt nach der Systole eine grol3ere Residualblut-
menge im Ventrikel, steigt nach der Diastole das EDV noch zusétzlich an, und umgekehrt —
schafft das insuffiziente Herz, die vergroRRerte enddiastolische Ausgangsblutmenge nicht
komplett herauszuwerfen, steigt das ESV, so dass sich das pathognomische System selber

noch zusatzlich potenziert.

5.3.3 Schlagvolumen (SV) und linksventrikulare Auswurffraktion (EF)

Das erhohte EDV bewirkt durch die steigende Ventrikelwandspannung die Abnahme der Lan-
genverkirzungen der Myofasern und senkt durch die myokardiale Kontraktilitatsminderung wei-

ter den Herzauswurf (= Schlagvolumen)**. Die linksventrikulare Auswurffraktion stellt das pro-

zentuale Verhaltnis von Schlagvolumen zu enddiastolischem Ventrikelvolumen dar (EF=%)

und betragt im Normalfall, wie
Schlagvolumen )
oben erwahnt, Gber 50%. Die
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die Auswurffraktion ein klinisch
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brauchbares Korrelat der Kon-

traktilitat®*?. Auch die Bezie- 70
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Stadium (28. Tag p.i.) zeigte
ich i Studie  di Abb.5.5  Temporare Dynamik der Auswurffraktion im Verlauf
sich in unserer Studie die der CVB-3-induzierten Myokarditis

linksventrikulare Auswurffrakti-

on deutlich vermindert, wahrend in der akuten und subakuten Myokarditis-Phase
(0. — 7. Tag p.i.) die aktivierten Kompensationsmechanismen eine annahernde Konstanz erhal-
ten konnten. Aufgrund der groRen Standartabweichungen in der Auswertung des Schlagvolu-
mens waren die meisten Ergebnisse statistisch nicht signifikant. Dennoch deuten unsere Werte
auf insignifikante SV-Minderung in den ersten beiden Myokarditis-Phasen hin (s. Abb. 4.7). Als
eindeutig liel3 sich die SV-Senkung im chronischen Myokarditis-Stadium interpretieren.

5.3.4 Erfassung des hamodynamischen Wandels im Verlauf der CVB-3-Myokarditis

In unseren Versuchen zeigten sich deutliche stadienspezifische hdmodynamische Verénderun-
gen. Offenbar konnten die Kompensationsmechanismen bis zur Initialisierung der subakuten
Phase (0. — 4. Tag p.i.) die beginnende kardiale Insuffizienz ausgleichen: Bei nicht eindeutig
interpretierbarer Schlagvolumen-Dynamik konnte, unseren Werten nach, ein tendenzieller

SV-Abfall vermutet werden, wahrend die Auswurffraktion bis zur subakuten Phase nahezu

konstant blieb. Laut der Formel EF:% ist dies nur durch eine EDV-Verringerung zu erreichen.

Tatsachlich konnte EDV in dieser akuten Myokarditis-Phase zunachst herabgesetzt werden,
was unter anderem durch einen kompensatorisch erhéhten LVsP ermdglicht wurde. Dem-
entsprechend lief3 sich auch eine positive Korrelation zwischen LVsP und EF feststellen. Dage-
gen war die Korrelation zwischen LVsP und den Ventrikelvolumina gegensinnig, weil aus einer
erhdhten Wandspannung ein kleineres Ventrikelvolumen resultiert. Das ESV blieb ebenfalls bis
in den Beginn der subakuten Phase unverandert. Im Laufe der subakuten Phase (4. — 7. Tag
p.i.) war eine starke Zunahme der endsystolischen und enddiastolischen Volumina sowie eine

drastische Abnahme der Auswurffraktion zu verzeichnen: die EF fiel um insgesamt ca. 50% ab,
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d.h. von initial 59% auf 29%! Die Kompensation durch LVsP-Steigerung konnte nicht mehr ge-
wahrleistet werden, so dass LVsP ebenfalls deutlich herabsank. In der restlichen subakuten und
chronischen Phase der Myokarditis (7. — 28. Tag p.i.) wurde weder eine Verbesserung noch
eine Verschlechterung des deutlich fir eine progressive Herzinsuffizienz sprechenden hamody-

namischen Status eruiert.
Hiimodynan:lische Parameter
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Abb.5.6  Temporéare Dynamik von LVsP, Schlagvolumen, Auswurf- neurohumoralen Veran-
fraktion und linksventrikularer Kammervolumina im Verlauf

der CVB-3-induzierten Myokarditis derungen in Verbindung

gebracht*?®. Wahrend In-
flammation und kardiales Remodeling in dieser akuten Phase noch unbedeutend sind, kdnnen
die direkte virale Aktivitat und p-adrenerge Stimulation bereits ab dem 1. Tag p.i. eine diastoli-
sche Dysfunktion mit gestorter Verntrikelrelaxation verursachen'?***, Dagegen sind in der su-
bakuten und chronischen Phase andere Ursachen fir die gestorte ventrikuldre Funktion ver-
antwortlich: Aus den zytotoxischen viralen Effekten, kombiniert mit korpereigener inflammatori-
scher Immunantwort in der subakuten Myokarditis-Phase, resultieren Myozytolyse, interstitielles
Odem und friihe Veranderungen der ECM-Zusammensetzung. Die chronische Myokarditis-
Phase ist gekennzeichnet durch gravierende Beeintrachtigungen der ventrikularen Funktion,
verursacht durch virale Persistenz und Zusammenbruch der ECM-Struktur. Den unseren Er-
gebnissen sehr @hnliche Resultate erbrachte eine experimentelle Studie mit EMCV-induzierter
Myokarditis bei DBA/2-Mausen: am 1. Tag p.i. manifestierte sich eine gesteigerte kontraktile
Herzfunktion mit erhdhten LVedP und EF; am 7. Tag p.i. war das EDV deutlich erhéht, wéahrend
EF und LVsP signifikant sanken; zwischen 9. und 14. Tag p.i. waren LVsP und EF weiterhin
vermindert, das EDV und LVedP blieben deutlich erhdht; zwischen dem 4. und 14. Tag p.i. wur-

de insgesamt eine Abnahme der kontraktilen Funktion festgestellt*®.

Fur die vorliegende Arbeit lasst sich zusammenfassend festhalten, dass die Coxsackievirus-
induzierte Myokarditis durch die Zerstdérung des Herzmuskelgewebes eine erhebliche Ein-
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schrankung der kardialen Leistungsfahigkeit mit schliel3lich dekompensierter Herzinsuffizienz

verursachte, was auch den klinischen Zustand der Versuchstiere erklaren wirde.

5.4 Virale Persistenz

Die Viruspersistenz ist bei Myokarditis-Patienten mit einer deutlich schlechteren Prognose as-
soziiert'’. Durch das weitere Bestehen der Erreger im Myokard wird die chronisch-entziindliche
Reaktion mit kardialer Infiltration durch T-Zellen und Makrophagen aufrechterhalten®**°. Daraus
resultiert die Chronifizierung der Myokarditis mit Myozytolysen und allmahlichem Verlust der
kontraktilen Elemente®. Ferner kann durch die Viruspersistenz eine antikardiale Autoimmunitat
bewahrt bleiben™®®.

CVB-3-RNA-Expression
DBA/1-Méause, welche den Virus
in der Myokarditis-Frihphase voll-

standig zu eliminieren vermogen,

Ratio CVB3-Werte / B— Aktin

. . . . oI
neigten nicht zur Entwicklung ei- . 14
7
nes chronischen Stadiums: diese M 128
Tiere boten keinerlei Anzeichen {
fur eine inflammatorische Antwort
. L . Infizierte Tiergruppen —
oder linksventrikulare Dysfunktion PR

nach der ausgeheilten Akutpha- Abb.5.7  Viruspersistenz im Verlauf der CVB-3-Myokarditis

Erklarung: Die Signalstérken der viralen RNA aus dem 2%-igem Ethi-

Se75. Die Chronifizierung del’ Myo- diumbromid-Agarose-Gel (s. Abb. 4.8) wurden in OD-Werte umge-
rechnet; d_as Verhéltnis der RNA-OD zu B-Aktin-OD wurde berechnet
karditis ist jedoch nicht aus- und graphisch dargestellt.

schlief3lich im Zusammenhang mit einer Viruspersistenz zu betrachten. Auch die Supprimierung
von T-Lymphozyten fihrte trotz fehlender Viruselimination zu einer effektiven Reduktion sowohl
der kardialen Entziindung als auch der Herzmuskelnekrose'**. Somit kann das AusmaR der

Erkrankung durchaus auch von der Art der Immunantwort (Ty;- / Tya-Antwort) abhangen™®.

In externen Studien konnte die virale RNA im Myokard mittels In-situ-Hybridisierung ca. 20 Ta-
ge p.i.**" und mittels PCR bis zu 90 Tage p.i. belegt werden*****°. In unseren Versuchen wurde
das Virusgenom in allen CVB-3-infizierten Mauseherzen der akuten und der subakuten Gruppe
nachgewiesen, wobei das Genomsignal der subakut infizierten Tiere bereits deutlich abge-
schwacht war. Bei lediglich drei Mausen der infizierten Gruppe l.g lie3 sich die die virale Persis-
tenz auch in der chronischen Phase bestatigen. Das heif3t, dass die Viruspersistenz am 28. Tag
p.i. 30% betrug. Jedoch korreliert diese grobe Angabe mit der deutlich sinkenden und dennoch

gleichzeitig persistierenden Expression der inflammatorischen Zytokine (IL-6, IL-10, IFN-y) in
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der chronischen Myokarditis-Phase, wodurch die Abhéngigkeit der kardialen Inflammation von

der viralen Persistenz nochmals belegt wird.

5.5 mRNA-Expression von Zytokinen und matrixaktiven Substanzen im Verlauf der

viralen Myokarditis

Wie bereits in den theoretischen Grundlagen dargestellt, besetzen Zytokine in der Pathogenese
der viralen Myokarditis eine Schlisselrolle. Sie sind fir CAR- und CAM’s-Induktion, fir die Re-
gulation von myokardialem Remodeling und von zellularen Prozessen, fur die Immunantwort,
Autoimmunmechanismen und fiir viele andere Funktionen essentiell. Allerdings ist der Einfluss
einzelner Zytokine, z.B. auf die Hamodynamik, auf das Remodeling usw., in vivo durch das
komplexe Zusammenspiel mit anderen Zytokinen und aktivierten Substanzen sehr schwer zu

beurteilen. Somit ergeben sich auch fur die Ergebnisse der vorliegenden Studie Limitationen.

5.5.1 Regulation von IFN-y im Verlauf der viralen Myokarditis

IFN-y gehért zu den proinflammatorischen Ty;-Zytokinen™. In experimentellen Studien gelang
der friiheste Nachweis von IFN-y bei Myokarditis ab 3. Tag p.i.'**. Bei CVB-3-induzierter Myo-
karditis wurde der IFN-y-Expressionsanstieg bis zum 7. Tag p.i. beobachtet, wahrend die
IFN-y-mRNA bis in die chronischen Myokarditis-Stadien persistierte'®*. Bei einer EMCV-
Infektion konnten erhéhte IFN-y-Werte sogar bis zum 80. Tag p.i. nachgewiesen werden'®,
Uber IFN-y wird die zellulare Immunantwort mit Aktivierung der Makrophagen und CTL’s vermit-
telt, wodurch einerseits die friihe Viruselimination moglich wird, andererseits Inflammations-

schaden am Myokard verursacht werden*®*%,

Entsprechend kontrovers sind auch die Ergebnisse diverser Studien ausgefallen: So konnte
z.B. veranschaulicht werden, dass IFN-y-defiziente Mause eine schwere chronische CVB-3-
Myokarditis und DCM entwickelten, wahrend bei Wild-Typ-Mausen reduzierte Mastzelldegranu-
lation, verminderte Fibrose und geringere Expression profibrotischer Zytokine (TGF-B,, IL-1p,
IL-4) zu verzeichnen waren*?®. Dieses Ergebnis wurde durch eine Studie mit CVB-3-infizierten
BALB/c-Mausen bestatigt, wobei IFN-y gegen die Entwicklung einer schwerwiegenden chro-
nisch-viralen Myokarditis, Perikarditis und DCM eine schiitzende Funktion aufwies*?’. Der Me-
chanismus dieser Aktivitat wurde durch Inhibierung von IL-4 und von Mastzelldegranulation
durch IFN-y erklart. Insofern wirde die Wirkung der durch Mastzelldegranulation freigesetzten
Histamine, IL-1p, IL-4 und TGF-B; auf myokardiale Fibroblasten mit nachfolgender Proliferation

und Kollagensynthese unterbrochen und damit eine myokardiale Fibrosierung verhindert wer-
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den*®. Eine exogene IFN-y-Applikation vor oder zeitgleich mit CVB-3-Infektion senkte signifi-
kant die Mortalitat in BALB/c- und C57BL/6-Mausen'®°. Dagegen lieR sich in den Herzen trans-
gener Mause eine IFN-y-vermittelte chronische Kardiotoxizitat mit linksventrikuléarer Dilatation
und gestorter systolischer Funktion eruieren. Der schadliche Einfluss von IFN-y zeigte sich da-
bei ausschliel3lich an der Herzmuskulatur, wahrend glatte und quergestreifte Muskulatur keine
pathologischen Veranderungen aufwiesen*®, TNF-a-Expression, wessen kardiotoxische Eigen-

schaften ausreichend belegt sind****°

, wird ebenfalls durch IFN-y stimuliert. Auch Uber diesen
Weg sind die negativen Effekte von IFN-y erklarbar. Die zelluldare Spezifitat der IFN-y-Wirkung
ausschlieBlich auf die Herzmuskelzellen kann durch die effiziente Expression der

TNF-a-Rezeptor-Molekiile durch Kardiomyozyten erklart werden**4%,

Sowohl die antiviralen als auch die schadlichen IFN-y-Wirkungen werden auch Uber
NO-Aktivierung und den nitrosaminen Stress vermittelt, wobei die Viruselimination in der akuten
Myokarditis-Phase stattfindet, und die NO-bewirkte Myozyten-Apoptose eher in den chroni-
schen Stadien beobachtet wird.

In unserer Studie wurde

IFN-y und TGF-f,
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schnitt IFN-y-getriggerte Abb.5.8  Temporare Regulation von IFN-y und TGF-B; bei CVB-3-
induzierter Myokarditis.
Systeme aktiviert, die

antiviral und immunmodulierend wirken. So lie3 sich eine deutliche Steigerung der Entzin-
dungsparameter (IL-6 und IL-10) sowie des oxidativen Stresses in dieser Phase beobachten.
Gleichzeitig fiel eindeutig die virale Persistenz. Die Induktion des AT,-Rezeptors durch IFN-y%*°
lie® sich in unseren Versuchen nicht bestétigen. Eher zeigte sich ein AT,-Rezeptor-Abfall, wel-
cher méglicherweise nach initialer IFN-y-Induktion tber den AT;-Rezeptor®”® als Negativriick-
kopplung durch IFN-y verursacht werden konnte. Im zweiten Teil der subakuten und in der
chronischen Phase (7. — 28. Tag p.i.) erfuhr IFN-y eine Down-Regulation. Dennoch war am

28. Tag p.i. die Expression von IFN-y in den infizierten Tieren gegentber den nicht infizierten
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signifikant gesteigert. Das heil3t, dass wahrend der chronischen Myokarditis IFN-y weiterhin
wirksam bleibt. Ein Grund hierfir konnte die chronische virale Persistenz sein, welche als Sti-
mulus fir die weitere IFN-y-Produktion fungiert und tber diesen Weg eine chronische, nitrosa-

mine Kardiotoxizitat hervorruft.

Als resiimierendes Bild der meisten Fremdarbeiten und des vorliegenden Experiments sind
erhdhte IFN-y-Konzentrationen nur wahrend des akuten Myokarditis-Stadiums ,erwiinschens-
wert“. Aus diesen Erkenntnissen resultiert ein moglicher Schutzmechanismus gegen die Ent-
wicklung einer chronischen Myokarditis: exakte, zeitlich limitierte Kinetik der kardialen IFN-y-
Sekretion mit maximaler Expression wahrend der akuten Myokarditis-Phase. Inzwischen ist die
pharmakologische Anwendung von rekombinanten, bakteriellen und humanen Interferonen weit
verbreitert. Als therapeutischer Ansatz ware eine experimentelle IFN-y-Applikation wahrend der
akuten Myokarditis-Phase denkbar. Das kérpereigene IFN-y kann in situ auch durch Cyclofero-

3 indu-

ne (z.B. N-metyl-N-(a,,D-glucopyranosyl)-ammonium-10-methylencarboxylatacrydon)
ziert werden. Im Falle einer bereits eingetretenen chronischen Myokarditis kbnnte eine Interfe-
ron-Inhibition erfolgen. Als Inhibitor kdnnen z.B. IFN-y-neutralisierende Antikdrper wirken. Wei-
terhin ware zu diesem Zweck der Einsatz von biologisch inaktiven, um den IFN-y-Rezeptor kon-

kurrierenden Substanzen (IFN-y-Analoga), wie z.B. das BOR-Protein*®**, denkbar.

5.5.2 Regulation von IL-10 im Verlauf der viralen Myokarditis

Der wichtigste natirliche IFN-y-Inhibitor ist IL-10. Als bedeutendstes antiinflammatorisches
Tho-Zytokin hemmt es auch andere proinflammatorische Zytokine, wie IL-6, IL-18, TNF-a.
Gleichzeitig wird die Ty;-Antwort inhibiert, wahrend die T,,-Antwort geférdert wird*®. In diversen
Studien mit CVB-3-induzierter Myokarditis wurde ein Anstieg der IL-10-Expression in der akuten
und subakuten Phase mit Maximalwerten am 12. Tag p.i. verifiziert, wahrend fallende Werte in
den chronischen Stadien gemessen wurden®'®*'°, GréRtenteils stimmt das auch mit unseren

Ergebnissen tberein.

Ahnlich wie fur IFN-y wurden auch fur IL-10 auseinanderweichende Resultate beziiglich des
Einflusses auf den Krankheitsverlauf in experimentellen Studien geboten: Eine exogene IL-10-

Applikation reduzierte den Schweregrad, Mortalitat und kardiale Dysfunktion bei der Autoim-

219 436

munmyokarditis=~ und bis zum 14. Tag p.i. auch bei einer Virusmyokarditis™". Andererseits war
die Erhdéhung der IL-10-Serum-Konzentration bei Patienten mit akuter Myokarditis mit einer
schlechteren kurzfristigen Prognose verbunden®’. Der letztgenannte Effekt ist auf die Inhibie-

rung von IFN-y und somit auf eine IL-10-vermittelte virale Persistenz zuriickzufiihren'®®. Die



DISKUSSION 95

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ

unterdrickte antivirale NO-vermittelte IFN-y-Wirkung in der akuten Myokarditis-Phase war mit

einer gesteigerten Letalitat assoziiert™>'.

In unseren nichtmodulierten Versuchen stieg die IL-10-Expression wéhrend der akuten und
subakuten Myokarditis-Phase (0. — 7. Tag p.i.) adaquat den proinflammatorischen Zytokinen
IFN-y und IL-6 an. Zu interpretieren ist dieses Ergebnis als eine gegenregulatorische MaRRnah-
me bei ,drohender* Inflammation. Quantitativ Uberwogen allerdings eindeutig die proinflamma-
torischen Zytokine, insbesondere IFN-y, sowohl in der Expressionsmenge als auch im Expres-
sionsanstieg, so dass der Myokarditis-Verlauf im akuten Stadium als IFN-y-bestimmend zu wer-
ten ist. Wahrend die IL-10-Konzentration auch im subakuten und chronischen Stadium (7. — 28.
Tag p.i.) simultan dem IFN-y und IL-6 abfiel, blieben auch hier die proinflammatorischen Zytoki-

ne vorherrschend. Im ganzen Verlauf der Erkrankung zeigt IL-10 zu IL-6 eine sehr hohe Korre-

lation. Die infolge der
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Abb. 5.9 Dynamik des Entziindungsgeschehens bei CVB-3-indu- durch die Makrophagen

zierter Myokarditis anhand der myokardialen Expression der gebildeten Stickoxide

inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10. o ]
supprimiert. Dass dieser

Effekt den Féahigkeiten von IL-10 zu verdanken ist, untermahlt der temporare Expressionsver-
lauf: wahrend IL-10 erst in der chronischen Myokarditis-Phase eine abfallende Tendenz zeigte,
war der oxidative Stress bereits im subakuten Stadium deutlich supprimiert. In diesem Fall
muss davon ausgegangen werden, dass die IL-10-Produktion zum grof3en Teil von B- und Ty,-
Lymphozyten bernommen wird. Eine nicht zu vernachlassigende gleichsinnige Korrelation der
IL-10-Expression mit den Expressionen von Angiotensinogen und ATig-Rezeptor spricht eher
flr eine antagonistische, konkurrierende Funktion der beiden Systeme als fur eine direkte Inter-
aktion: Aus Fremdarbeiten ist eine Ang-ll-vermittelte IL-6- und TNF-a-Induktion Uber den
AT,-Rezeptor und die JAK/STAT-Kaskade bekannt’”!, wahrend IL-10 die Expression dieser

proinflammatorischen Zytokine zu inhibieren vermag.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die infizierten Mause die akute Myokarditis dank
der Dominanz von IFN-y Gberlebt haben, aber die Infektion, wegen der inflammatorischen Per-
sistenz und einer unzureichenden Inhibierung seitens des IL-10, in der subakuten Phase nicht
ausheilen konnten und eine chronische Myokarditis entwickelten. So wére in folgenden experi-
mentellen Studien zu erforschen, ob ein gezielter, zeitbezogener Einfluss auf die
IL-10-Expression von Nutzen ware. Die Drosselung der IL-10-Expression in den akuten Myo-
karditis-Stadien (und damit gleichzeitiges Ausbleiben der IFN-y-Hemmung) und eine
IL-10-Stimulation in den chronischen Stadien (mit gleichzeitiger IFN-y-Inhibierung) kdnnte sich
moglicherweise als sinnvoll erweisen. Exogen zugefiihrtes humanes a-Thrombin steigert die
IL-10-Produktion in mononukldren Blutzellen und in Monozyten**®. AuRerdem besteht die Mog-
lichkeit einer rekombinanten IL-10-Applikation oder eines IL-10-Gentransfers zur Erh6hung der
endogenen IL-10-Konzentration. Eine selektive Inhibierung von IL-10 wird durch Antisense-
Peptide und Immunmodulatoren (z.B. AS101), welche die IL-10-Expression auf transkriptionel-

ler Ebene hemmen, erreicht**°44°,

5.5.3 Regulation von IL-6 im Verlauf der viralen Myokarditis

IL-6 ist ein Uberwiegend proinflammatorisches Zytokin, welches als einziges T,-Zytokin die
Stimulierung der Makrophagen herbeifiihrt*®®. AuRerdem ist IL-6 fur die Differenzierung und
Aktivierung von B-Lymphozyten und fir die Regulation der Akute-Phase-Reaktion verantwort-
lich?®®?””. Uber die Stimulation der B-Zell-Differenzierung zu Plasmazellen und der Antikérper-

produktion ist IL-6 ein Trager der humoralen Immunantwort*®.

Bei einer CVB-3-induzierten Myokarditis konnte bei NMRI-Mausen vom 3. bis 7. Tag p.i. eine
Expressionserhéhung von IL-6 verzeichnet werden™*. Aus einer anderen Quelle, ebenfalls an
einer CVB-3-Myokarditis eruiert, ist ein gesteigerter IL-6-Nachweis zwischen dem 5. und 10.

Tag p.i. bekannt®,

Auch in unseren Ergebnissen liel3 sich ein deutlicher Anstieg von IL-6 bis in die Mitte der sub-
akuten Phase (7. Tag p.i.) beobachten. Der gesamte Expressionsverlauf korreliert sehr hoch mit
dem von IL-10 (s. Abb. 5.9). Die wahrscheinlichsten Griinde dafiir sind zunachst die Aktivierung
der Tuo-Antwort, wodurch es zur simultanen Produktion beider Zytokine kommt. Die
IL-6-vermittelte Makrophagenaktivierung fiihrt im Sinne eines gegenregulatorischen Regelkrei-
ses zur Produktionssteigerung des antagonistisch wirkenden IL-10. Als das verantwortliche Zy-
tokin fur eine schnelle Aktivierung der Immunantwort und fir die Inhibierung der viralen Replika-
tion ist IL-6 in dieser fruhen Myokarditis-Phase unentbehrlich. Allerdings zeigte sich in unseren

Versuchen eine sich zwar langsam vermindernde, aber dennoch deutlich persistierende
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IL-6-Expression in subakutem und chronischem Myokarditis-Stadium. Zusammen mit IFN-y halt
IL-6 damit die gewebeschadigende Inflammation aufrecht. Uber die Makrophagenaktivierung
ware auch eine IL-6-unterstitzte NO-Produktion mit allen ihren Vor- und Nachteilen denkbar.
Entsprechend lieRen sich in unserer Arbeit Korrelationen zwischen IL-6 und der Entwicklung
des oxidativen Stresses, insbesondere zum kompensierenden MnSOD feststellen
(s. Kap. 5.6.2).

Bekanntlich sprechen sowohl IL-6 als auch Ang Il den JAK/STAT-Transduktionsweg an
(s. Tab. 2.9), sodass gewisse Gemeinsamkeiten zu erwarten waren. Au3erdem stimuliert Ang Il
Uber denselben Weg die IL-6-Expression. Tatsachlich lie3 sich eine starke Korrelation zwischen
den Expressionen von IL-6, Angiotensinogen und ATiz-Rezeptor beobachten, nicht aber zur
ATa-Rezeptor-Expression. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass die ,klassischen”, bekannten
Ang-lI-Wirkungen vornehmlich Uber den AT z-Rezeptor vermittelt werden, wéhrend die Wirkung
Uber den ATia-Rezeptor antagonistisch, vielleicht sogar antiinflammatorisch sein koénnte. Eine
dem IL-6 kontrare Wirkung scheint Ang Il auch tber den AT,-Rezeptor zu entfalten. Allerdings
wurden die beiden Rezeptoren AT, und AT, in der Akutphase der Myokarditis stark herunter-
reguliert und in den anschlieRenden Stadien nicht ausreichend wieder hochreguliert, sodass
eine Kompensation der AT g-Rezeptor-vermittelten Wirkungen und mdoglicherweise der

IL-6-Inflammation nicht eintreten konnte.

In diversen experimentellen Studien wurde versucht, die Funktion von IL-6 in der Myokarditis zu
erdrtern. So bewirkte eine pharmakologische IL-6-Inhibierung mittels Amiodaron eine vermin-
derte myokardiale Schadigung bei EMCV-induzierter Myokarditis in Labormausen®*. Die kriti-
sche Rolle von IL-6 in der viral-induzierten Myokarditis wurde auch bei C3H/HeJ-Mausen de-
monstriert: durch die Uberexpression von IL-6 resultierte eine signifikante myokardiale Schadi-
gung mit beschleunigter Gewebealteration und verminderter Viruselimination**?. Auch bei IL-6
scheint die phasengebundene Expression eine bedeutende Rolle in der viralen Myokarditis zu
spielen: Die exogene Applikation von IL-6 in der Frihphase einer Myokarditis reduzierte die

443

zellulare Infiltration, Gewebsnekrose, virale Titer und Mortalitat™, wohingegen die kontinuierli-

che Gabe zu starkeren Gewebeschaden fiihrte*#2442,

Ahnliche Schlussfolgerungen kénnen auch aus der vorliegenden Arbeit resultiert werden: Im
Sinne einer therapeutischen Option sollte bei der viralen Myokarditis IL-6, so wie auch IFN-y, in
der Spatphase inhibiert werden (z.B. durch exogene IL-10-Applikation, Amiodaron**,
IL-6-Rezeptor-Antikdrper Tocilizumab®*), wéahrend im myokarditischem Frithstadium die Stimu-
lierung der IL-6-Expression (z.B. durch das bakterielle Endotoxin LPS, das Fibrinogenabbaup-

rodukt D u.a.)** oder eine exogene IL-6-Substitution von Nutzen sein kénnte.
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5.5.4 Regulation von TGF-f; im Verlauf der viralen Myokarditis

TGF-B; ist ein antiinflammatorischer Ty,-Wachstumsfaktor, welcher beide Lymphozytenarten
(B- und T-Zellen) sowie Makrophagen inhibiert. Bedeutsam ist die Funktion von TGF-f; beim
myokardialen Remodeling, wobei die Kollagensynthese stimuliert und der enzymatische

ECM-Abbau verringert wird?®%44.

In diversen experimentellen Studien wurde die Zweideutigkeit der TGF-B,-Modulation veran-
schaulicht: Durch eine experimentelle Erh6hung von TGF-B; wurde eine myokardiale Fibrose
verursacht*"**, Eine aktive Inhibierung des Zytokins bewirkte einerseits die Reduktion der kar-
dialen Fibrose®", andererseits eine gesteigerte Ventrikeldilatation und Mortalitat***. Fiir TGF-B,
konnten auch hamodynamische Effekte nachgewiesen werden: der arterielle Blutdruck wird
450,451

durch den stimulierenden TGF-f;-Effekt auf das vasokonstriktorische Endothelin erhoht

eine Blockade von TGF-B; verbessert die diastolische Funktion®®*.

Zum zeitlichen Expressionsverlauf von TGF-B, bei viraler Myokarditis gibt es bisher nur wenige
Erkenntnisse. Eine erhohte TGF-f;-Expression persistierte bei der CVB-3-Myokarditis in
NMRI-M&usen bis zum 98. Tag p.i.**2. Sowohl bei NMRI- als auch bei BALB/c-M&ausen mit einer
CVB-3-Myokarditis lieR sich ein TGF-B;-Anstieg in der akuten Myokarditis-Phase fest-

stellen®#84%2,

In unserer Arbeit konnte keine signifikante Expressionserhéhung von TGF-f; wahrend der ge-
samten Versuchslaufzeit nachgewiesen werden (s. Abb. 5.8). Mehrere Ursachen kdmen dafir
infrage: Einerseits konnte angenommen werden, dass TGF-p, wahrend unserer experimentell
induzierten CVB-3-Myokarditis nicht oder kaum reguliert wird. Dagegen sprechen aber die Re-
sultate anderer Arbeitsgruppen und die bereits erwiesene TGF-f;-Funktion beim myokardialen
Remodeling und beim Inflammationsprozess. Insbesondere in der akuten Erkrankungsphase
ware eine TGF-B.-Aktivierung mit seiner antiinflammatorischen Wirkung als Reaktion auf die
virale Replikation zu erwarten. Bei dennoch niedrigen Expressionswerten ist also eine Inhibie-
rung von TGF-B; in diesem Stadium stark anzunehmen. IFN-y, welches gerade im akuten und
subakuten Stadium seine Hochstwerte erreicht, vermag, die Fibroblastenproliferation und damit
auch die Kollagensynthese zu reduzieren. Dies erreicht IFN-y einerseits durch eine direkte Inhi-
bierung von IL-4, einem potenten Induktor der TGF-B;-Expression, und andererseits durch die
Supprimierung der Mastzelldegranulation*?®. Da TGF-p, insbesondere bei der Mastzelldegranu-
lation freigesetzt wird, kdnnte IFN-y auf diesem doppelten Weg die Inhibierung von TGF-3; her-

beifihren.
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Eine neutrale Regulation von TGF-f; in der akuten Myokarditis-Phase ist aber nicht unbedingt
als nachteilig zu bewerten. Zwar wiirde im subakuten Stadium ein zusatzlicher antiinflammatori-
scher TGF-f,-Effekt als Gegenspieler zu den vorherrschenden proinflammatorischen Zytokinen

von Vorteil sein, das myokardiale Remodeling wiirde dennoch beschleunigt werden.

Im chronischen Myokarditis-Stadium (28. Tag p.i.) war eine geringgradige, aber signifikante
TGF-B;1-Expressionsminderung zu verzeichnen. Da gerade in dieser Phase eine ausgepragte
Ventrikeldilatation mit Herzinsuffizienz vorliegt, ware hier eine zusétzliche TGF-p;-induzierte
Muskelfibrosierung nicht vom Vorteil fir den Krankheitsverlauf. Diese These konnte auch durch
externe Studien untermauert werden: die Inhibierung der TGF-B;-mRNA-Expression bei der
chronischen Herzinsuffizienz bewirkte die Reduzierung des fibrotischen Matrixumbaus*? und
verbesserte bei der postmyokarditischen DCM die klinische Auspragung®”. Mit der zusétzlichen
positiven Beeinflussung der diastolischen Funktion kénnte eine aktive Inhibierung von TGF-,
im chronischen Stadium vom Nutzen fir den Krankheitsverlauf sein. In der Krebsforschung
werden bereits seit einigen Jahren TGF-B-Rezeptor-Kinase-Inhibitoren (TRKI) eingesetzt, wel-
che die TGF-B-induzierte Transkription, Genexpression und Apoptose supprimieren®®. In der
Klinik kénnen aulRerdem TGF-B-bindende Proteine, rekombinante Proteine oder

TGF-B-Antikdper zur Hemmung von TGF-B,verwendet werden*°.

5.5.5 Ty-Regulation im Verlauf der viralen Myokarditis

Die korpereigene Immunabwehr ist entscheidend fir die Pathogenese der akuten Myokarditis
und fur den Verlauf der chronischen Stadien. Einerseits entstehen durch die Immunantwort se-
kundare Schaden am Herzgewebe bei primér angestrebter Viruselimination, zum Teil verur-
sacht durch eine partielle Aselektivitat gegen die viralen Bestandteile**’. Andererseits wird Zell-
proliferation und -migration stimuliert, was mit einer gesteigerten MMP- und Zytokinproduktion

verbunden ist. Ein pathologisches Remodeling und kardiale Dysfunktion sind das Resultat**"?**.

Trotz der gemeinsamen Hochregulation von Ty;- und Typ-Zytokinen, schien durch die in unse-
ren Experimenten eruierte Expressionserhéhung von IFN-y als eines der Schliisselenzyme der
Thi-Immunantwort im akuten und subakuten Stadium der CVB-3-Myokarditis eine Ty;-Antwort
zu dominieren. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit den in anderen Arbeitsgruppen gezeigten Ver-
haltnissen™*'"*, IFN-y stimuliert die T.;-Differenzierung, wahrend die T.,-Antwort durch IFN-y
gehemmt wird*®**", |L-6 gehort zwar zu den T,,-Zytokinen, weist aber iiberwiegend proinflam-
matorische, IFN-y-synergische Eigenschaften auf, so dass die beiden Zytokine im inflammatori-

schen Sinne das alleine fungierende IL-10 deutlich Uberwiegen. Die verstarkte Expression von
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IL-10 lasst auf eine entgegenregulierende Inhibierung der Ty;-Antwort und die Induktion der
Th2-Antwort schlieen. Ein kompensatorischer IL-10-Antieg konnte aber auch aufgrund der mi-
nimalen Expression von TGF-f1, welches teilweise IL-10-synchrone antiinflammatorische Funk-
tionen besitzt, zustande kommen. In der akuten und subakuten Myokarditis-Phase stiegen die
Expressionswerte der infizierten gegeniber den nicht infizierten Tieren fur IFN-y um das
2,9-fache, fur IL-6 um das 2,8-fache und fur IL-10 um das 2,7-fache an. Gerade diese beiden
Phasen zeichnen sich sowohl durch die initiierte und fortschreitende zellulare Infiltration mit

120,125

NK-Zellen und Makrophagen als auch durch beginnende histologische Veranderungen in
Form von Myozytennekrose und Apoptose*® aus.
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Abb.5.10 Temporédre Dynamik von Zytokinen und extrazellularen mat-

rixaktiven Substanzen bei CVB-3-induzierter Myokarditis. mulierung  der  einen

oder der anderen
Ty-Antwort nicht sinnvoll, da Zytokine beider Ty-Populationen innerhalb der speziellen
Ty-Antwort unterschiedliche stimulierende Effekte und gleichzeitig antagonisierende Wirkungen
auf andere Zytokine beider Ty-Subtypen haben kdnnen. Der zeitliche Verlauf der Ty;- und
Tro-Immunantwort bzw. die Expression der fur die Ty-Subtypen spezifischen Zytokine konnte
daher zur Erarbeitung préaziserer Therapieoptionen beitragen. Moglicherweise wére eine zeitlich
beschrankte Modulation mit Stimulierung der einen oder der anderen Ty-Antwort in unterschied-
lichen Myokarditis-Stadien von Bedeutung fur den Erkrankungsverlauf. Pauschalisieren darf
man das aber nicht: wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, sind die Zytokine primar
in Anbetracht ihrer spezifischen Funktion und nicht der banalen T,-Zugehdrigkeit aufzufassen
und zu modulieren. So erscheint es eher sinnvoll, nur bestimmte Anteile einer Ty-Antwort zu

bestimmten Zeitpunkten aktivieren oder inhibieren zu lassen.
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5.6 Oxidativer Stress bei viraler Myokarditis

Der oxidative Stress wird bei der viralen Myokarditis durch Zytokine und Inflammation indu-
ziert™®, Eine gesteigerte Phagozytosetatigkeit wéahrend der unspezifischen Immunabwehr geht
obligat mit einem hohen Sauerstoffverbrauch einher, was ebenfalls zur Aktivierung des oxidati-
ven Stresses fiihrt*. Die kdérpereigenen antioxidativen Reserven werden schnell aufgebraucht,

so dass die Progression der Radikalbildung nicht mehr kompensiert werden kann?®°.

Andersherum gibt es auch Hinweise darauf, dass eine verminderte Antioxidantien-
Konzentration das Induktionsrisiko der akuten Virusmyokarditis erh6ht?®°. Bei Labormausen, die
mit einem benignen (avirulenten) Stamm des Coxsackie-B3-Virus infiziert wurden, manifestierte
sich eine Myokarditis erst nach einem diatetisch induzierten oxidativen Stress. Wahrend bei der
oxidativ gestressten Maus veranderte immunologische Funktionen festgestellt wurden, entwi-
ckelten normal erndhrte Mause keine Myokarditis*®. Damit konnte veranschaulicht werden,
dass der oxidative Stress nicht nur tiefgreifende Effekte im Wirt verursacht, sondern auch das
Pathogen selbst beeinflussen kann: der avirulente Virus wurde durch die Einwirkung des oxida-

tiven Stresses, vermutlich infolge der viralen Genommutation, virulent*®*,

Die Auswirkungen des oxidativen Stresses am Myokardgewebe sind Schadigungen der Zell-
membranen und der Nukleinsaurebasen, Stérungen der intrazellularen Kalziumhomdostase mit
Senkung der kardialen Kontraktionsfahigkeit, Hemmung der oxidativen Phosphorylierung und
Glykolyse, Induktion der Apoptose mit myokardialem Remodeling und Beglnstigung der kardia-
len Inflammation. So konnten der entziindliche Prozess sowie Kardiomyozytenschaden durch
die Inhibierung der NADPH-Oxidase bei einer akuten HerztransplantatabstoRung deutlich he-

rabgesenkt werden?®.

Eine mogliche Fehlerquelle in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kdnnte in der maschi-
nellen Beatmung der Laborméause zu finden sein. Eine Narkose unter Sauerstoffoeatmung kann

namlich mit einem erhhten oxidativen Stress bei Abnahme von Antioxidantien assoziieren®%.

5.6.1 Regulation der NADPH-Oxidase im Verlauf der viralen Myokarditis

Die wichtigste Quelle fur die kardiale ROS-Bildung ist die NADPH-Oxidase. Als bedeutsame
Nox-Induktoren fungieren Zytokine (IL-1B, TNF-o, TGF-B) und Angiotensin I1**°. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die Genexpression der einzelnen NADPH-Subunits im Verlauf der Myo-
karditis gemessen. Wahrend gp91phox in die Zytomembran integriert ist, befinden sich p47phox
und p67phox im nichtaktivierten Zustand im Zytoplasma und werden erst bei der Aktivierung

des Enzyms an gp91phox gebunden.
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Leider liegen bisher keine Daten aus externen Studien zu den Expressionen der Nox-Subunits
p47phox, p67phox und gp91phox wahrend einer Myokarditis vor. Mit Sicherheit aber konnte
unsere Arbeitsgruppe die Initialisierung des oxidativen Stresses wahrend der akuten
CVB-3-Myokarditis belegen. Mit nur geringgradigen Expressionsunterschieden lie3 sich in
unserem Experiment eine deutliche Expressionssteigerung fir die Subunits p47phox und
gp91phox in der akuten Myokarditis-Phase (0. — 4. Tag p.i.) feststellen. Entsprechend der
a-Adjustierung nach Bonferroni verfehlte der Expressionsanstieg von p67phox knapp das Signi-
fikanzniveau. Die p47phox-Expression stieg um den Faktor 1,7 und die von gp91phox um den
Faktor 2,4. Dass die einzeln inaktiven Nox-Subunits gleichzeitig eine synergistische Expres-
sionssteigerung aufweisen, spricht fur die Komplexbindung der Untereinheiten und damit fur die
Aktivierung der NADPH-Oxidase.

Die Aktivierung der Nox im akuten Myokarditis-Stadium ist als Folge der Zytokin-vermittelten
Inflammation und Immunabwehr zu werten. Der zustande gekommene oxidative Stress ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit fir die Progression der viralen Myokarditis verantwortlich. Nicht weni-
ger bedeutend ist die Oxidantien-vermittelte Chronifizierung der Erkrankung durch die Erh6hung
der Erreger-Virulenz: auch in einigen chronisch infizierten Tieren war das virale Genom vorfind-
bar (s. Abb. 4.8).
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vermittelte Nox-Aktivierung dem AT;-Rezeptor zugeteilt®®. Tatséchlich besteht auch laut unse-
ren Resultaten eine hohe Korrelation zwischen dem ATz-Rezeptor und den beiden Subunits
p47phox und gp91phox. Dagegen lield sich zum AT;a-Rezeptor kaum eine relevante Beziehung
nachweisen. Ob aber der oxidative Stress Uber den AT;g-Rezeptor induziert wird, ist sehr frag-
lich, weil in diesem Falle kein ersichtlicher Regulationsmechanismus aktiviert werden wirde. Da

der Organismus jedoch im Normalfall rickkoppelnde Schutzfunktionen initialisiert, und der
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ATa-Rezeptor im myokarditischen Krankheitsverlauf nicht auf neutralem Niveau verblieb, son-
dern aktiv herunterreguliert wurde, ist eher zu vermuten, dass ATyg in diesem Fall der kompen-
satorisch aktivierte Rezeptor ist, und Uber den ATis-Rezeptor die priméare Ang-ll-vermittelte

Nox-Induktion erfolgt.

Wahrend in der subakuten Phase (7. Tag p.i.) die Werte noch erhéht blieben, sankt die Expres-
sionsstarke der Nox-Subunits im weiteren Verlauf deutlich ab, bis in der chronischen Phase
(28. Tag p.i.) nahezu die Ausgangswerte erreicht wurden. Dieses Ergebnis spricht in erster
Linie dafur, dass der oxidative Stress mit der Chronifizierung der Erkrankung erlischt. Dieses
Phanomen kann mit der Herunterregulation der proinflammatorischen Zytokine und der Abnah-
me der Inflammation in den fortgeschrittenen Myokarditis-Stadien zusammenhangen. Ferner
sinkt im chronischen Stadium die Angiotensinogen-Expression (s. Kap. 5.7.1) und damit auch
die stimulierende Wirkung des wichtigen Nox-Induktors — Ang Il. Méglicherweise werden auch
die Effekte von Ang Il gedrosselt, indem die ATia-Rezeptor-Expression herunterreguliert wird
(s. Kap. 5.7.2).

Es ware sicherlich falsch zu behaupten, dass der oxidative Stress nur schadlich ist, und um
jeden Preis neutralisiert werden misste. Wie im Kapitel 5.5.1 dargestellt, ist z.B. der nitrosami-
ne Stress in Verbindung mit den IFN-y-Wirkungen wesentlich an der Viruselimination in der aku-
ten Myokarditis-Phase beteiligt. Speziell die NADPH-Oxidase ist jedoch eine direkte
ROS-Quelle und bringt hochtoxische Substanzen hervor, welche starke Schaden am kardialen
Gewebe hervorrufen. Die durch die Nox gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies bewirken
aulRerdem die Akkumulation des Arginin-Derivats ADMA, welches als endogener Hemmstoff
der iNOS fungiert und damit die schiitzende antivirale NO-Funktion unterbricht*®®. Aus dieser
Sicht kdnnte die Inaktivierung der Nox in den akuten und subakuten Erkrankungsstadien vom
enormen Vorteil fur den Myokarditis-Verlauf sein. Am effektivsten wirden Antikdrper gegen die
einzelnen Nox-Subunits fungieren, da die letzteren sich in diesem Fall nicht binden kénnten,
und die Nox inaktiv bliebe. Inzwischen sind auf dem pharmakologischen Markt p47phox-,
p67phox-, gp91lphox- und p22phox-Antikorper verfigbar. Die Aktivierung und Stimulierung des
antioxidativen Systems wirde mit Sicherheit einen spirbaren positiven Effekt erbringen (s. Kap.
5.6.2). In anderen Arbeiten konnte die Down-Regulation der NADPH-Oxidase mit AT;-Rezeptor-
Blockern herbeigefiihrt werden®®. An dieser Stelle wére zusétzlich interessant, ausschlieRlich
den Effektor-Rezeptor, und nicht den wahrscheinlich kompensierenden Rezeptor, zu blockieren.
Entsprechend den oben dargelegten Uberlegungen konnte die AT;s-Rezeptor-Blockade effektiv
sein. Ebenfalls sehr wirkungsvoll ware die Unterbrechung der RAAS-Kaskade (s. Abb. 2.16):
Antagonisten, Antikdrper oder Rezeptor-Blocker fir Renin, Cathepsin, Tonin, Trypsin und ACE.

Ein beschleunigter Abbau von Ang Il durch die Substitution von Aminopeptidasen und Angio-
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tensinasen konnte die korpereigene antioxidative Arbeit erleichtern. Auf der Zytokin-Ebene er-

scheint die Inhibition der Nox-stimulierenden IL-1p und TNF-a als sinnvoll.

Auch Statine sollen eine Nox-Hemmung vermitteln. Diese Substanzgruppe vermag, die
Isophrenylierung der Nox-Proteinuntereinheiten zu reduzieren*®*. So werden teilweise die nicht

Uber die Cholesterinsenkung erklarbaren protektiven Statine-Wirkungen erklart.

5.6.2 Regulation von MnSOD im Verlauf der viralen Myokarditis

Die MnSOD stellt im Herzen die primare und wichtigste endogene Abwehr gegeniiber
ROS-Aktivitaten dar. In mehreren Studien wurde bestatigt, dass die MnSOD bei steigendem
Anfall von Radikalen drastisch hochreguliert werden kann®?®*#. Es ist auRerdem bekannt, dass
die MnSOD-Produktion direkt durch ROS und durch proinflammatorische Zytokine (TNF-a,
TNF-B, IL-1a, IL-1B) Uber NF-kB-Transkriptionsweg stimuliert wird. Dieser Vorgang wird als
protektiver Ruckkopplungsmechanismus bei schadigenden Wirkungen der entziindlichen und

oxidativen Prozesse gewertet®%33!,

Obwohl die bedeutende Funktion von MnSOD in der viralen Myokarditis schon langere Zeit be-
kannt ist, gibt es nur wenige Daten aus experimentellen Studien, welche die Expression von
MnSOD im Verlauf der viralen Myokarditis beschreiben. In einer tierexperimentellen Arbeit mit
EMCV-Myokarditis war eine Induktion der MNnSOD-Expression besonders in der akuten Myo-
karditis-Phase dargestellt**. In BALB/c-M&ausen, infiziert mit dem Enzephalomyokarditisvirus,
zeigte sich die Expressionssteigerung von MnSOD vom 3. bis 5. Tag p.i. auf fast das 5-fache im
Vergleich zu den Ausgangswerten. Vom 5. bis 14. Tag p.i. kam es anschlieend zu einer

Expressionsminderung bis annéhernd auf die Werte der nicht infizierten Kontrollgruppen*®.

Unsere Ergebnisse aus einer CVB-3-infizierten SWR/J-Maus weichen von den oben beschrie-
benen insofern ab, dass trotz abfallender Tendenz die MnSOD-Expressionswerte bis ins chro-
nische Myokarditis-Stadium (28. Tag p.i.) signifikant erhdht blieben. Die maximalen Werte wur-
den auch bei uns am 4. Tag p.i., d.h. am Ende der akuten und Beginn der subakuten Phase,
gemessen. Dabei waren die Werte auf fast das 1,9-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe er-
hoht. Bereits in der Mitte der subakuten Phase (7. Tag p.i.) liel3 sich eine geringgradige Expres-
sionsminderung feststellen. Auch weiterhin fielen die Werte bis ins chronische Stadium (7. bis
28. Tag p.i.) tendenziell ab. Insgesamt lasst sich die Entwicklung der MNnSOD-Expression simul-
tan den drei untersuchten Subunits der NADPH-Oxidase beschreiben (s. Abb. 5.11). Auch aus
statistischer Sicht ergeben sich hier signifikante positive Korrelationen. Im Gegensatz zu der

quantitativ bewertet unbedeutenden Mehrexpression von MnSOD in der Akutphase, war die
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MnSOD-Expression in der subakuten und chronischen Phase deutlich héher als die der
Nox-Subunits. Dieses Ergebnis kann gut mit der oben beschriebenen ,bedarfsorientierten”
Hochregulation von MnSOD erklart werden. Die verlangsamte Down-Regulation fand, unseren

Daten nach, erst nach einem deutlichen Riickgang des oxidativen Stresses statt.

Es lie sich auch eine hochsignifikante gleichsinnige Korrelation zwischen MnSOD und den
inflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-10 und IFN-y eruieren. Ein Einfluss der hier untersuchten
Zytokine auf MnSOD-Expression konnte bei der viralen Myokarditis durch Fremdarbeiten bisher
nicht festgestellt werden. Daflr wurde in HelLa-Zellen, in myenterischen Plexusneuronen
(MPN'’s) und in Hepatozyten eine MnSOD-Induktion durch IL-6 nachgewiesen*®"*®4% |n Glia-
zellen, Neuronen und Melanom-Zellen konnte auch eine IFN-y-vermittelte MNnSOD-Aktivierung
erfolgen®**"° Interessanterweise war beim Multiplen Myelom umgekehrt eine Hemmung von
IL-6 durch MnSOD (ber die Inaktivierung von AP-1 (wichtiger Mediator der IL-6-Expression) zu
eruieren*’*. Ob dies auch fiir die Myokarditis zutrifft, steht bisher offen, kénnte aber theoretisch
einen antiinflammatorischen Schutzmechanismus darstellen. Dafir wirden auch die entgegen-
gesetzten Wirkungen von MnSOD und IL-6 in monoblastischen Zellen sprechen, wobei IL-6 die
Apoptose zu induzieren vermochte, wahrend MnSOD diesen Effekt hemmte®’®. Eine weiterge-
hende Erforschung von diesen Interaktionen speziell bei der viralen Myokarditis konnte zur

Erarbeitung neuer therapeutischer Schutzmechanismen gegen den oxidativen Stress beitragen.

Viele Parallelen lassen sich zwischen der MNnSOD-Expression und der Dynamik des kardialen
RAAS im Verlauf der CVB-3-Myokarditis feststellen: dass MnSOD eine kompensatorische
Funktion erfillt, zeigt auch die hochpositive Korrelation zwischen MNnSOD und Angiotensinogen,
der Ang-lI-Vorstufe, welches seinerseits die Nox zu aktivieren vermag. Eine hochpositive Korre-
lation liel3 sich auch zur Expression des ATz-Rezeptors nachweisen. Ob es sich hierbei um
Synergismus oder Divergenz handelt, ist nicht spontan zu beantworten. Verfolgt man aber die
oben aufgefiihrten Uberlegungen — die Nox wiirde iiber den AT s-Rezeptor aktiviert werden —
so durfte Ang Il Uber den AT z-Rezeptor den oxidativen Stress reduzieren und damit MnSOD-
synergistisch wirken. Als gegensinnige Korrelate zur MNnSOD enttarnen sich der ATia- und der
AT,-Rezeptor. Wahrend die Herunterregulation der AT;s-Rezeptor-Expression als Antwort auf
den expansiven oxidativen Stress verstanden werden kann, ist die Rolle des AT,-Rezeptors
noch genauer zu analysieren: wiirde Ang Il Gber den AT,-Rezeptor eine antioxidative, MNnSOD-
synergistische Wirkung entfalten, so musste die AT,-Rezeptor-Expression in den initialen Myo-
karditis-Phasen als Antwort auf den wachsenden oxidativen Stress hochreguliert werden. Tat-
sache ist aber, dass der AT,-Rezeptor aktiv herunterreguliert wird, was vielfaltige Schlisse zur

Folge haben kann. Eine detailliertere Analyse erfolgt im Kapitel 5.7.3.
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In unserem Experiment haben wir nochmals bestéatigen kdnnen, dass die MnSOD-Produktion in
deutlichem Malfle auf nattrlichem Weg im Laufe der viralen Myokarditis induziert wird. Eine ak-
tive externe MnSOD-Applikation erscheint im Laufe der Erkrankung nicht sinnvoll, da, wie im
Kapitel 2.6.6 bereits beschrieben, eine MNnSOD-Akkumulation ohne sekundére, nichtenzymati-
sche Antioxidantien den oxidativen Stress sogar verstarken konnte. Auch fir die Myokarditis
trifft es zu, dass ein verminderter antioxidativer Status vorherrscht, so dass das Wasserstoff-
peroxid, welches aus dem Superoxidanion durch die MnSOD gebildet wurde, nicht weiter redu-
ziert werden kann. Bei Akkumulation kann auch Wasserstoffperoxid Membran- und Zellschaden
verursachen®?, Daraus resultiert, dass zur vollstandigen antioxidativen Funktionsentfaltung von
MnSOD wahrend der Myokarditis eine ausreichende externe Applikation von nichtenzymati-
schen Antioxidantien zu gewahrleisten ist. Trotz der Plausibilitdt dieser Aussage verliefen viele
bisherige Studien zur antioxidativen Therapie frustran***"**"> Eine Erklarung dafir war die
systemische und nicht auf das betroffene Organ lokalisierte Wirksamkeit der oral supplemen-
tierten Antioxidantien, so dass die effektive Konzentration im oxidativ gestressten Gebiet bei
weitem nicht erreicht wird. Die Verabreichung von Vitamin E und B-Carotin erwies sich sogar als
mortalitatssteigernd*’®*’’1 Die schadlichen Wirkungen werden damit verbildlicht, dass Antioxi-
dantien selbst zu Radikalen konvertieren konnten, und so neue ROS-Kettenreaktionen verur-
sachten?’®, Auf dieser Grundlage erscheint eine externe Applikation von nichtenzymatischen
Antioxidantien (Selen, B-Carotin, Vitamine E und C) wahrend der Myokarditis als nicht gerech-
tfertigt. Ob die Applikation von enzymatischen Antioxidantien, wie z.B. Glutathionperoxidase

und Katalase, eine positive unterstiitzende Funktion erbringen kdnnte, wére noch zu prufen.

AulRer der gezielten Hemmung der Nox, kénnte es auch sinnvoll sein, das protektive NO zu
erhdhen. Bei vorliegender Endotheldysfunktion verbesserte die Applikation des NOS-Substrats
L-Arginin die endotheale Funktionalitat der A. brachialis*®. Alternativ kénnen NOS-Enhancer
eingesetzt werden, welche die NO-Synthese verstarken. So schiitzte das AVE9488 im Maus-
modell gegen Ischamie-Reperfusions-Schaden*®. Die meisten NO-Funktionen werden iiber die
l6sliche Guanylatzyklase (sGC) vermittelt. Dieser intrazellulare NO-Rezeptor kann sowohl
maximal stimuliert als auch NO-unabhangig aktiviert werden. Riociguat, ein sGC-Stimulator,
verbesserte in einer klinischen Studie das kardiale Schlagvolumen, die Belastungskapazitat und

den pulmonalen GefaRwiderstand*!.

Bei vorliegender Herzinsuffizienz konnte durch den
sGC-Aktivator Cinaciguat das Herzzeitvolumen deutlich gesteigert werden*®. Als eine weitere
Therapieoption gelten Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, welche durch die Hemmung des

cGMP-Abbaus die protektiven NO-Effekte verstarken.
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5.7 Rolle des kardialen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
in der viralen Myokarditis

Angiotensin Il nimmt mit anderen RAAS-Komponenten eine Schlusselrolle in der Pathophysio-
logie des kardiovaskularen Systems ein. Wéahrend das systemische RAAS unter physiologi-
schen Bedingungen eher bei akuter kardialer Dekompensation einsetzt, entfaltet das lokale

kardiale RAAS eher bei Chronifizierung der TS
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nell nicht komplett trennbar. Im Laufe der
viralen Myokarditis kommt es infolge der

fortschreitenden kardialen Dekompensation

Arterielle Vasokonstriktion
Nachlasterhéhung

Vendse Vasokonstriktion
Vorlasterhéhung
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Na'-Ruickresorption im prox. Tubulus
1 zirkulierendes Blutvolumen
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zur chronischen Aktivierung der neurohumo-
ralen Systeme, wie das systemische RAAS
und adrenerges Nervensystem. Die dadurch

. oL REREETS
bedingten Vasokonstriktion, Vor- und Nach- RAAS

lasterh6hungen erzwingen ein fortschreiten-
des kardiales Remodeling (vgl. Abb. 2.12

. .. " . . . Tab. 5.1 Lokale Renin-Angiotensin-Aldosteron-
»Circulus vitiosus®). Es ergibt sich ein Sum- Systeme bei kardialer Insuffizienz
mationseffekt mit dem kardialen RAAS, wo-
durch die Herzdekompensation noch beschleunigt wird.

5.7.1 Regulation von Angiotensinogen im Verlauf der viralen Myokarditis

Fir die lokale Expression sowohl der Ang-lI-Vorstufe — Angiotensinogen — als auch der einzel-
nen Rezeptorentypen und -subtypen im kardialen Gewebe wéhrend einer Myokarditis liegen
kaum Daten aus externen Studien zum Vergleich vor. In der murinen viralen Myokarditis, indu-
zZiert durch den Enzephalomyokarditisvirus, lieR sich eine deutliche Konzentrationssteigerung
von Ang | und Ang Il im Gewebe des linken Ventrikels am 30. Tag p.i. beobachten, wahrend am
120 Tag p.i. die Konzentrationen der beiden Angiotensine nicht mehr erhéht waren. Daten aus
Expressionsmessungen in der akuten und subakuten Phase der Myokarditis wurden bei dieser

Studie leider nicht erhoben®,

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei der CVB-3-Myokarditis ein steiler Anstieg der Angio-
tensinogen-Expression im Herzgewebe in der akuten und in der subakuten Erkrankungsphase
(0. — 7. Tag p.i.). Dabei stiegen die Werte auf das 2,5-fache der Ausgangswerte (Kontrollgrup-
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pen). In der chronischen Phase (28. Tag p.i.) lieR sich ein deutlicher Abfall der Expressionsstar-
ke beobachten. Dennoch lag der Expressionslevel von Angiotensinogen am 28. Tag p.i. hoch
deutlich hdher als jener von der Kontrollgruppe. Fest steht: Bei viraler, CVB-3-induzierter Myo-
karditis kommt es bereits in der akuten Infektionsphase zur Induktion des RAAS und Steigerung
der kardialen Ang-llI-Synthese (s. Abb. 5.12).

Eine sehr hohe gleichsinnige Korrelation lie3 sich statistisch zwischen der Angiotensinogen-
Expression und der Expression inflammatorischer Zytokine IL-6, IL-10 und IFN-y feststellen.
Dieser Zusammenhang ist gut auf die Ergebnisse vorangegangener Studien Ubertragbar, aus
welchen die Aktivierung von IL-6 und IFN-y durch Ang Il bekannt ist*”*. Die Korrelation mit IL-10
ergibt sich aus dem kompensatorischen IL-10-Anstieg als Antwort auf die Uberexpression pro-

inflammatorischer Zytokine.

Eine hochsignifikante positive Korrelation ergab sich auch aus der Expression von Angiotensi-
nogen und MnSOD. Es ist bekannt, dass Ang Il die Nox aktiviert und damit den oxidativen
Stress induziert®*>**. Ang Il aktiviert auch gleichzeitig NF-xB*"’, wodurch einerseits die Inflam-
mation vorangetrieben wird, andererseits theoretisch auch MnSOD induziert werden konnte.
Dieser Sachverhalt wurde bisher in keiner anderen Arbeit als offensichtlich interpretiert. Den-
noch sprechen zwei Fakten eindeutig dafiir: 1. Es besteht eine sehr hohe Korrelation zwischen
den Angiotensinogen- und MnSOD-Expressionen. 2. Die MnSOD-Induktion durch Zytokine
erfolgt in den Mitochondrien ebenfalls Uber den NF-kB-Transduktionsweg®>*! Eine
Ang-ll-vermittelte Initialisierung von MnSOD kdénnte im Sinne eines Rickkopplungsmechanis-
mus bei steigendem oxidativen Stress verstanden werden. Die Aktivierung der Nox durch Ang Il
wird in unserem Experiment insbesondere durch die signifikante gleichsinnige Korrelation
zwischen Angiotensinogen und den drei untersuchten Nox-Subunits p47phox, p67phox und

gp91phox untermalt.

5.7.2 Expression des Ang-lI-AT;-Rezeptors im Verlauf der viralen Myokarditis

Die Effektor-Substanz des RAAS — Angiotensin Il — wirkt auf das Myokard Uber seine beiden
Rezeptoren AT, und AT,, wobei der AT,-Rezeptor bei Nagetieren in die Untergruppen AT, und
AT s unterteilt wird. Die meisten seiner Funktionen verwirklicht Ang Il Uber den AT,-Rezeptor®*®.
Hierzu gehoren einerseits myokardiales Remodeling durch Induktion der Kardiomyozytenhy-
pertrophie, Fibroblastenproliferation und Kollagensynthese, andererseits inflammatorische
Progression durch Stimulierung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y) und
Aktivierung von NF-kB, ICAM-I, VCAM-I und MCP-I*""*"® Vermittelt durch den AT,-Rezeptor



DISKUSSION 109

DISSERTATION LEONID LADYSHENSKIJ

induziert Ang Il auch den kardialen oxidativen Stress Uber die Aktivierung der NADPH-

Oxidase®"® und stimuliert die lokale Aldosteron-Produktion und -Sekretion®.

Wahrend quantitative Unterschiede zwischen der AT 4- und der AT g-Rezeptor-Expression be-
schrieben wurden, waren funktionelle Differenzen der beiden Subtypen im kardialen Gewebe
bisher nicht bekannt®*®. Dennoch wurde in der Laborratte eine eindeutige Regulation der beiden
Subtypen in kardialen Fibroblasten nachgewiesen®’. Die Subtypen AT, und ATz weisen mit
95%-ger Ubereinstimmung eine sehr hohe Ahnlichkeit in der Aminosaurensequenz auf,
gleichartige Affinitat fir Ang-ll-Analoga und Verwendung von Ca** als intrazellularen Second
messenger*®>%’. Die Abwesenheit von AT s-Rezeptor bei AT a-Rezeptor-defizienten Mausen

484
, Wi

wurde durch Hochregulation des ATig-Rezeptors teilweise kompensiert und umgekehrt as

fur die funktionelle Analogie der beiden Rezeptor-Subtypen sprechen wirde.

Auch wenn die zeitliche Dynamik der Rezeptorenexpression wahrend der viralen Myokarditis
nicht durch andere Studien aufgrund bisher fehlender Untersuchungen in diesem Bereich ge-
pruft werden kann, kénnen die lokalen Rezeptor-Expressionen bei gesunden Individuen (Aus-
gangswerte) verglichen werden: In einer tierexperimentellen Arbeit wurde veranschaulicht, dass
neonatale kardiale Ratten-Fibroblasten bedeutend mehr ATs-Rezeptor exprimieren als
AT.s-Rezeptor*®. Dieses Ergebnis wurde durch eine andere Studie an Rattenherzen bestétigt:
wahrend in den Kardiofibroblasten die AT - Uber der AT g-Rezeptor-Expression pradominierte,
Uberwiegte in den Kardiomyozyten die mRNA-Expression des AT,g-Rezeptors®’. Die Verhalt-
niszahl von der Expression des AT o-Rezeptors zu der des ATg-Rezeptors in den Herzen er-
487

wachsener Ratten betrug 1,2*% oder 1,75 laut einer anderen Studie*®’.
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Ubereinstimmt. Die Verhaltniszahl (ratio) von ATia- zu ATs-Rezeptor betrug in unserer Arbeit
1,84. In der akuten Myokarditis-Phase (0. — 4. Tag p.i.) stieg die Expression des
ATg-Rezeptors drastisch an, wahrend die des AT:s-Rezeptors deutlich fiel. Bereits am
4. Tag p.i. erreichte die mRNA-Expression von AT,g-Rezeptor das 2,3-fache des Ausgangs-
wertes und in der subakuten Phase am 7. Tag p.i. — das 2,7-fache. In der chronischen Phase,
am 28. Tag p.i., war die ATz-Rezeptor-Expression stark herabgesunken, lag aber noch deutlich
Uber jener der zugehdrigen Kontrollgruppe. Am 4. Tag p.i. zeigte sich die Expression des
ATa-Rezeptors um das 1,8-fache vermindert, in der subakuten Phase (7. Tag p.i.) fand eine
mittelgradige Expressionssteigerung statt, wonach dieses Level bis in die chronische Phase

(28. Tag p.i.) nahezu konstant blieb.

Bei diesen Ergebnissen ist von einer gleichsinnigen Funktion der beiden AT;-Rezeptor-
Subtypen bei der viralen Myokarditis nicht auszugehen. Divergente Funktionen der Subtypen
passen nicht in das Bild der experimentellen Vorarbeiten, bei welchen eine hohe Ahnlichkeit der
Rezeptor-vermittelten Funktionen von AT, und AT;5 nahe gelegt wurde®*3*". Dennoch handelt
es sich bei der vorliegenden Arbeit um statistisch hdchstsignifikante Ergebnisse, welche nicht

zu vernachlassigen sind.

Aufgrund unserer Daten ist eine eher antagonistische Funktion der Rezeptor-Subtypen ATia
und ATig zu vermuten, was auch durch eine signifikante gegensinnige Korrelation belegt wird.
Der zunachst quantitativ tiberlegene AT 4-Rezeptor wird in der Akutphase schnell herunterregu-
liert, was divergent gedeutet werden konnte: a) es handelt sich um einen Kompensationsme-
chanismus bei schadigenden Ang-ll-Effekten tiber den AT;5-Rezeptor, oder b) — der eigentliche
Effektor-Rezeptor des Ang Il ist AT, und AT, ist der ,benigne* Gegenspieler. Dasselbe kann
natirlich auch umgekehrt auf den AT,g-Rezeptor zutreffen. Im Verlauf der Erkrankung zeigen
sich n&mlich eine positive Korrelation zwischen dem ATia- und dem AT,-Rezeptor und eine
hochsignifikante gleichsinnige Korrelation zwischen ATig-Rezeptor und Angiotensinogen. Trotz
dieser Spekulationen scheint der AT ,-Rezeptor der Effektor-Rezeptor von Ang Il zu sein. Daflr
spricht z.B., sowohl in externen Studien als auch in dieser Arbeit, nachgewiesene basale Domi-
nanz von ATi,, d.h. die Pravalenz des ATia-Rezeptors bei gesunden Individuen. Auch die ge-
gensinnige Korrelation zwischen dem kompensatorisch angestiegenen MnSOD, bei u.a. durch
Ang 1l verursachen oxidativen Stress, und den eventuell ebenfalls kompensatorisch fallenden
AT a-Werten, konnte die letztgenannte Theorie unterstiitzen. Mause, denen das Gen fir den
ATa-Rezeptor entzogen wurde, sind durch tiefen Blutdruck und hohe zirkulierende Renin-
Spiegel charakterisiert. Man konnte auch veranschaulichen, dass diese Mause zusatzlich ein
geringeres linksventrikulares Remodeling und verbessertes Uberleben nach einem Herzinfarkt

aufweisen®®. Man sollte aber auch beachten, dass es in der Rezeptorspezifitat und in der funk-
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tionellen Unterteilung des ATi-Rezeptors zwischen dem kardialen RAAS und dem renalen

RAAS eine Diskrepanz in der Rollenverteilung geben kann!

Interessanterweise passt die Expressionsentwicklung des ATig-Rezeptors auf die im Kapi-
tel 2.7.3.2 beschriebene modulatorische und schitzende Funktion des AT,-Rezeptors: Bei einer
basal niedrigen Expression findet nach der Infektion mit dem Coxsackievirus und einsetzender
Inflammation eine drastische Expressionssteigerung statt, addquat deren des Angiotensino-
gens. Demgemalf zeigt sich auch eine sehr hohe Korrelation zwischen der Expression des

ATs-Rezeptors und jener der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-10 und INF-y.

Dennoch muss die Frage nach der spezifischen Funktion des ATa- und des ATig-Rezeptors bei
Myokarditiden vorerst offen bleiben und bedarf einer ausgiebigen Erforschung, da die darge-
stellten Veradnderungen eine wichtige Rolle in der Myokarditis-Pathogenese spielen kénnten.
Ein experimenteller Ansatzpunkt ware z.B. der selektive Antagonismus des einen oder des an-
deren Rezeptors, oder separate spezifische pharmakologische Einflisse auf beide Rezeptoren-
Typen. Aufgrund der hohen Homologie in der Aminosduresequenz der beiden Rezeptor-
Subtypen dirfte es schwierig sein, spezifische Antikérper nur gegen den AT - oder nur gegen
AT s-Rezeptor herzustellen. Dennoch wéare das ein wichtiger Forschungsschritt, 1. zum Nach-
weis der beiden Rezeptoren-Typen beim Menschen, und 2. wegen der enormen klinischen Be-
deutung bei der Myokarditis. Erster méglicher Forschungsschritt ware die Uberpriifung der heu-
te in der Klinik intensiv eingesetzten AT;-Rezeptor-Antagonisten (Sartane): Uber welchen der
beiden Rezeptor-Subtypen entfalten diese Substanzen ihre Wirkung? Weiterhin ware nachzu-
weisen, ob Sartane auch direkt am Kardiomyozyten oder in der ECM wirksam sind, und ob der
kardial-effektive ATi-Rezeptor-Subtyp mit dem im renalen und vaskularen System Uberein-
stimmt. Daraus konnte dann abgeleitet werden, warum der Gegenspieler bei Eintreten eines
pathologischen Krankheitsbildes, wie des einer infektiossen Myokarditis, hoch- bzw. herunterre-

guliert wird.

5.7.3 Expression des Ang-1I-AT,-Rezeptors im Verlauf der viralen Myokarditis

Dem AT,-Rezeptor wird eine modulatorische Funktion bei pathologischen kardialen Prozessen
zugeteilt, indem er AT;-Rezeptor-vermittelte Wirkungen kompensiert**. Im Verlauf von kardio-
vaskularen Erkrankungen wurde eine Hochregulation des AT,-Rezeptors beschrieben®°4,
Genauere Daten bei Myokarditis-Verlaufen wurden bisher jedoch nicht veréffentlicht. Ang Il soll
Uber den AT,-Rezeptor Vasodilatation, Zelldifferenzierung, Regeneration und Apoptose bewir-

ken, wahrend Proliferation, Myokardhypertrophie und myokardiales Remodeling inhibiert wer-
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den. Bei gezielter Inhibierung des ATi-Rezeptors mit Sartanen ist ebenfalls eine gesteigerte

AT,-Rezeptor-Expression beobachtet worden*®.

Aus Studien mit embryonalen und neonatalen Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten ist be-
kannt, dass AT;-Rezeptoren (dabei wurde das Expressionsprofil von AT, und ATz summiert)
zahlenmé&Rig gegeniiber den AT,-Rezeptoren deutlich dominieren®’. Andererseits zeigte eine
in-situ-autoradiographische Studie dass die Proportion der AT,-Rezeptoren zu AT,-Rezeptoren
in den Herzen gesunder E19-Ratten nahezu gleich ist*®*. Auch in neonatalen Ratten konnte
mittels Membranbindungsassay veranschaulicht werden, dass das neonatale Rattenherz
AT- und AT,-Rezeptoren in gleichen Mengen produziert, und dass die kardiale Hypertrophie
die Stimulation beider Subtypen auf mMRNA- und Protein-Ebene herbeifiihrt*®. In einer anderen
experimentellen Arbeit liel3 sich in den Rattenherzen eine signifikante Expressionssteigerung
der AT,-Rezeptoren nach einem verursachten Myokardinfarkt beobachten, wahrend das Aktivi-

tatsprofil der AT,-Rezeptoren gleich blieb®®.

Die oben genannten Beobachtungen aus anderen Studien zeigen, dass die Ergebnisse bezlig-
lich der kardialen AT,-Rezeptor-Expression und damit auch der spezifischen AT,-Funktion stark
auseinanderweichen. Hierzu gehort auch das, von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte Expe-
riment, bei welchem, entgegen aller Erwartungen, die Expression des AT,-Rezeptors im Laufe
der CVB-3-Myokarditis herunterreguliert wurde (s. Abb. 5.12). Der Expressionsabfall lief3 sich
bis in die Mitte der subakuten Myokarditis-Phase (0. — 7. Tag p.i.) verfolgen und war hier um
das 2-fache des Ausgangswertes vermindert. Am 28. Tag p.i. war zwischen der infizierten und
der nicht infizierten Tiergruppe keine statistische Signifikanz zu errechnen, d.h. dass die Ex-
pressionsraten im chronischen Stadium wieder in den prae-infectionem-Bereich anstiegen. Ver-
gleicht man nun die Summe aus den basalen AT;a- und AT g-Rezeptor-Expressionen bei den
Kontrolltieren mit dem mittleren Ausgangswert der AT,-Rezeptor-Expression, so ergibt sich eine
ca. 1,5-fach hohere basale AT;-Rezeptor-Expression gegeniiber der Expression des

AT,-Rezeptors in nicht infizierten SWR/J-Mausen.

Aus diesen Ergebnissen wird eine gegenregulatorische Wirkung des AT,-Rezeptors, wie sie in
anderen Studien beschrieben wurde, nicht ersichtlich. Auch findet keine kompensatorische
Hochregulation statt, im Gegenteil wird die AT,-Expression noch weiter herabgesenkt. Mogli-
cherweise wird ein solcher Verlauf durch die in der akuten Myokarditis-Phase ebenfalls abneh-
mende Expression des pravalierenden AT a-Rezeptors verursacht, wofiir auch die gleichsinnige
Korrelation spricht. Dementsprechend zeigt sich eine reziproke Korrelation zwischen der

Expression des AT,-Rezeptors und des Angiotensinogens.
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Ohne vergleichbare Studienergebnisse gestaltet sich die Auswertung der vorliegenden Daten
als sehr schwierig. Einerseits kdnnte der AT,-Rezeptor in der CVB-3-Myokarditis eine ganz an-
dere Funktion annehmen, als es ihm im Verlauf anderer Erkrankungen zugeteilt wurde: Die ne-
gative Korrelation zur MNnSOD-Produktion kénnte z.B. als prooxidative Wirkung gedeutet wer-
den. Auch die erwartete Hochregulation bei steigendem oxidativen Stress und der scheinbare
modulatorische Effekt bei pathologischem kardialem Prozess fehlen. Was ware aber, wenn es
sich beim AT,-Rezeptor um einen direkten funktionellen Antagonisten zum AT;-Rezptor, oder
besser — zum Ang-lI-Effektor-Rezeptor, handeln wiirde? Das heil3t, dass die Expressionssteige-
rung von AT, nur durch eine gesteigerte AT;-Rezeptoraktivierung provoziert werden wirde, um
an dieser Stelle ein funktionelles Gegengewicht zu erzeugen? Sollte diese These zutreffen,
und, entsprechend der obigen Uberlegungen, der AT,.-Rezeptor als der Effektor-Rezeptor von
Ang Il fungieren, dirfte der AT,-Rezeptor gar nicht hochreguliert werden, weil die Aktivitat des
ATa-Rezeptors nicht gesteigert ist. Im Gegenteil — im Laufe des pathologischen Prozesses wird
sie gehemmt, sodass die simultane Herunterregulierung des funktionellen Gegenspielers —
AT,-Rezeptor — als plausibel erscheint. Bei genauer Betrachtung sprechen dafir auch die Fein-
heiten des temporéaren Verlaufs: zunéchst findet bis zum 4. Tag p.i. die Expressionsminderung
von AT, statt, wahrend die Herunterregulierung von AT, etwas verspatet einsetzt, als ob es auf
den ATa-Verlauf erst reagieren misste. Erst am 7. Tag p.i. erreicht die AT,-Rezeptor-
Expression die niedrigsten Werte und gleicht sich im chronischen Stadium, wie auch AT, den

Ausgangswerten an.

Zur Klarung der spezifischen AT,-Rezeptor-Funktion bei viraler Myokarditis sind allerdings
weitergehende Untersuchungen notwendig. Von besonderem Interesse ware die Stimulation

der kardialen AT,-Expression bei gleichzeitiger Registrierung des Erkrankungsverlaufes.

5.7.4 Optionen zur Beeinflussung des kardialen RAAS in der viralen Myokarditis

Zusammenfassend erscheinen nach der oben durchgefuhrten Analyse der AT;s-Rezeptor als
der Effektor-Rezeptor von Ang Il, der AT,-Rezeptor als direkter ATja-Modulator und der
ATs-Rezeptor als protektiver Kompensator der gesamten Ang-ll-Wirkungen im Laufe des kar-

dialen pathologischen Prozesses zu fungieren.

Eine therapeutische Beeinflussung des kardialen RAAS kann auf jeder Stufe der
RAAS-Kaskade (s. Abb. 2.16) vorgenommen werden: In erster Linie handelt es sich um die
Verhinderung der Angiotensin-1I-Bildung. Die Unterbrechung der katalytischen Reaktion von
Angiotensinogen zu Ang | kann durch Renin-Inhibitoren (z.B. Aliskiren), aber auch durch

Cathepsin-Antagonisten (Epoxybernsteinsaurederivate, Serinprotease-Inhibitoren — z.B. Ser-
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pin B4) erfolgen. Die letzteren hemmen aufRerdem die direkte Umwandlung von Angiotensino-
gen zu Ang Il und von Ang | zu Ang Il. Die heute weit verbreiteten ACE-Hemmer (z.B. Captopril,
Enalapril) unterbrechen die Proteolyse von Ang | zu Ang Il. Einige Studien postulieren, dass die
klinische Wirksamkeit der ACE-Hemmer, aber auch die der Ang-ll-Rezeptor-Antagonisten®,
auf der Hemmung der NADPH-Oxidase beruhen. So konnte in M&usen ein Ang-ll-induzierter
Bluthochdruck durch die Deletion des NOX1-Gens gesenkt werden*®'. Die besonders fiir die
kardiale Synthese von Ang Il aus Ang | bedeutsame Serinprotease Chymase kann durch spezi-

fische Serinprotease-Inhibitoren, Chymostatin und PMSF antagonisiert werden.

Weiterhin kdnnte die Wirkung von Ang Il gehemmt, stimuliert oder anderweitig Uber spezifische
Rezeptoren beeinflusst werden: Klassischerweise werden AT;-Rezeptor-Antagonisten (Sartane)
zur Unterdriickung der Ang-lI-Wirkung eingesetzt. Spezifische AT:.- oder ATz-Blocker sind
bislang nicht verfigbar. Wie im Kapitel 5.7.3 bereits erwéhnt, ware ein AT,-Rezeptor-
Agonismus (z.B. mit Compound 21) wahrend viraler Myokarditis zu erforschen. Méglicherweise
koénnten hier die sonst supprimierten Ang-ll-Effekte mit positivem Einfluss auf den Krankheits-
verlauf in Erscheinung treten. Ein beschleunigter Ang-lI-Abbau kdnnte durch Stimulation oder
Substitution der Aminopeptidase A und Angiotensinase erreicht werden. Die gleichzeitige
Hemmung der negativen kardialen Aldosteronwirkungen (Kardiomyozytenhypertrophie, Induk-
tion der ROS-Bildung, inflammatorische Stimuli) kdnnte einen zusatzlichen spurbaren Nutzen
erbringen. Die heute breit eingesetzten Blocker des intrazellularen Aldosteronrezeptors
(z.B. Spironolacton, Eplerenon) sind effektive Therapeutika der Herzinsuffizienz, nicht allein

durch die diuretische, sondern auch durch die direkte lokal-kardiale Wirksamkeit.

5.8 Quintessenz

Die CVB-3-Infektion der SWR/J-Méause hatte in dem von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Experiment die Entwicklung einer chronischen Myokarditis mit viraler Persistenz, chronischer
Inflammation, Aktivierung des kardialen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und Induktion
des oxidativen Stresses zur Folge. Der Einfluss der einzelnen Systeme auf die extrazellulare
Matrix fuhrte zu einer linksventrikuldren Dysfunktion mit reduzierter Auswurffraktion. Das
Gesamtbild der chronischen Erkrankung ahnelte dem einer Dilatativen Kardiomyopathie. Die
daran beteiligte Pathogenese beinhaltet die kérpereigene Immunantwort auf den chronisch-

entziindlichen Prozess und myokardiales Remodeling.

Das Ziel dieser Arbeit war, nicht nur die zeitliche Expressionsdynamik der einzelnen Kompo-
nenten im Verlauf der CVB-3-Myokarditis zu erfassen, sondern nach Mdglichkeit, auch die

komplexen Zusammenhange der einzelnen Systeme wahrend der viralen Myokarditis darzustel-
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len. Perspektivisch sollen sich aus dieser Arbeit zwei Aspekte ableiten: 1. Entwicklung von
streng Zeit- und Stadium-orientierten prazisierten Therapieansatzen bei viral induzierter Myo-
karditis. 2. Erarbeitung von Kombinationstherapien zur Erfassung nicht nur einer pathogeneti-
schen Komponente, sondern aller wichtigen, an der viralen Myokarditis beteiligten Systeme.
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann man deutlich ableiten, dass eine sich nur
auf einen Pathomechanismus fixierte Therapie automatisch einen anderen Pathomechanismus
vernachlassigt. Dabei kdnnen die extern nicht modulierten Systeme auf einem anderen Weg die
gleichen, oder sogar noch zusatzliche anderweitige Schéaden, analog dem therapeutisch unter-
driickten System, verursachen. Abgesehen davon, dass die Pathogenese der Myokarditis noch
unzureichend erforscht ist, konnte der dargelegte Sachverhalt die Ursache fiir eine bis heute

fehlende konsequente und effektive Therapie der viralen Myokarditis bedeuten.

Die widersprichlichen Ergebnisse externer Studien bezlglich der Expression und Funktion ein-
zelner Parameter kommen mdoglicherweise durch die Nicht-Bericksichtigung der Komplexitéat
und der gegenseitigen Beeinflussung der vielen an der Myokarditis beteiligten Pathomechanis-
men zustande. Die einzelnen Einflussfaktoren missen vorher ausgeschaltet oder neutralisiert
werden, um die isolierte Wirkung eines Parameters auf den Organismus herauszufiltern, was
sich bei der Vielzahl der bereits nachgewiesenen und der noch nicht nachgewiesenen Einfluss-

faktoren als sehr schwierig erweisen dirfte.

Als Limitation der vorliegenden Arbeit muss darauf hingewiesen werden, dass hier nur Daten
zur Genexpression der verschiedenen Systeme eruiert wurden. Somit sind die erhobenen Er-
gebnisse nicht zwingend auf die Proteinebene zu tbertragen. Eine weitere Limitierung der Re-
sultate des dargestellten Versuchsablaufs (s. Kap. 3.1.3) liegt in der Einschrankung der Mes-
sungen an nur drei unterschiedlichen Zeitpunkten. Es wird dabei angenommen, dass die Ten-
denzen der Expressionsraten wahrend des Phasenverlaufs nicht unterbrochen werden. Dass
zwischen unseren Messpunkten keine weiteren Expressionsschwankungen stattfanden, kann

allerdings nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
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6 Zusammenfassung

Unter den Enteroviren gilt der Coxsackievirus-B3 (CVB-3) als einer der hochpathogenen kar-
diotropen Erreger einer akuten Myokarditis. Die natirliche Folge der Inflammation, der gestor-
ten Zytokin- und Peptidasen-Sekretion ist die Beeintrachtigung der myokardialen extrazellularen
Matrix (ECM) und deren Regulationsmechanismen mit myokardialem Remodeling, Umgestal-
tung der Herzgeometrie, kardialer Dysfunktion und Chronifizierung der Erkrankung. Pathologi-
sche ECM-Veranderungen sind nicht nur mit einer relevanten Inflammation und Viruspersistenz
assoziiert, sondern auch mit der Induktion des oxidativen Stresses und der Aktivitat des lokal-
kardialen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Aufgabe dieser Arbeit war die Unter-
suchung der Aktivitat einzelner Einflusssysteme in verschiedenen Myokarditis-Stadien sowie
Darstellung von Zusammenhangen zwischen den unterschiedlichen pathogenetischen Mecha-

nismen.

In 6 Wochen alten mannlichen SWR/J-Mausen wurde durch intraperitoneale Injektion von 1x10°
PFU des CVB-3 (Nancy strain) eine akute virale Myokarditis induziert. Nach der Erfassung héa-
modynamischer Daten erfolgten die Analysen des Herzgewebes an den Tagen 4, 7 und 28 post

infectionem (p.i.) mittels semiquantitativer RT-PCR.

Nach initialer Steigerung des linksventrikularen systolischen Drucks (LVsP) und konstant ge-
bliebener Auswurffraktion (EF) in der akuten Myokarditis-Phase (bis zum 4. Tag p.i.), liel3 sich in
der subakuten und chronischen Phase (4. — 28. Tag p.i.) ein deutlicher LVsP-, EF- und Schlag-
volumen-Abfall sowie eine signifikante Zunahme der endsystolischen und enddiastolischen Vo-
lumina (ESV, EDV) als Ausdruck einer Herzinsuffizienz beobachten. Das virale Genom wurde
am 4. und 7. Tag p.i zu 100%, am 28. Tag p.i. zu 30% nachgewiesen. Bis in die subakute Pha-
se (0. — 7. Tag p.i.) war die Expressionssteigerung der inflammatorischen Zytokine IL-6
(2,8-fach), IL-10 (2,7-fach) und IFN-y (2,9-fach) zu verzeichnen; in der chronischen Phase fiel
der Expressionslevel ab, blieb jedoch auch noch am 28. Tag p.i. signifikant erhdht. Insgesamt
stellte sich eine Pradominanz der Ty-Immunantwort heraus. Dagegen liel3 sich bei TGF-§ in
gesamtem Myokarditis-Verlauf lediglich eine geringgradige Down-Regulation (1,3-fach) am
28. Tag p.i. feststellen. lhren Expressions-Peak erreichten die Subunits der NADPH-Oxidase
p47phox (1,7-fach), p67phox (1,6-fach) und gp91phox (2,4-fach) sowie auch MnSOD (1,9-fach)
ebenfalls am 4. Tag p.i., wonach bis zum Tag 28 p.i. eine Expressionsminderung stattfand. Die
kardiale Angiotensinogen-Expression erreichte am 7. Tag p.i. ihr Maximum (2,5-fach), ahnlich
wie auch die des ATig-Rezeptors (2,7-fach). Parallel hierzu wurde die Expression von
ATa-Rezeptor (1,8-fach) bis zum 4. Tag p.i. und von AT,-Rezeptor (2,0-fach) bis zum

7. Tag p.i. deutlich herunterreguliert. In der chronischen Phase kehrten die Expressionswerte
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der RAAS-Faktoren in die Ausgangsbereiche zuriick. Zwischen den Einzelkomponenten des
RAAS, der oxidativen und inflammatorischen Systeme wurden in den zeitlichen Expressionsver-

laufen hochsignifikante gleich- und gegensinnige Korrelationen eruiert.

Virale Persistenz, chronisch-induzierte Inflammation, die Wirkung von oxidativen Radikalen und
von Angiotensin Il auf das Myokard verursachen in der Gesamtheit eine Progression und Chro-
nifizierung der Erkrankung. Dabei ist gerade das hochkomplexe Zusammenspiel der speziellen
Systeme und die gegenseitige Beeinflussung der Einzelkomponenten fir das myokardiale Re-
modeling, Ubergang in die Dilatative Kardiomyopathie und Therapieresistenz verantwortlich.
Insgesamt hat die vorliegende Arbeit deutlich gemacht, dass neue experimentelle und thera-
peutische Ansatze nur unter der Beachtung der zeitgebundenen Einfliisse einzelner pathogene-
tischer Systeme und ihrer Komponenten und der gegenseitigen Beeinflussung der einzelnen

Pathomechanismen erarbeitet werden sollten (Abb. 6.1).

© LEONID LADYSHENSKI]

Abb. 6.1  Optionen der medikamentds-therapeutischen Intervention bei experimenteller viraler
Myokarditis unter Berlicksichtigung der zeitlichen, stadienspezifischen Abfolge.
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7 Abklrzungsverzeichnis und chemische Substanzen

ACE angiotensin converting enzyme (Angioten-
sinumwandlungsenzym = Kininase 1)

ADMA asymmetrisches Dimethyl-Arginin

ADP Adenosindiphosphat

AHA American Heart Association

AKS akutes Koronarsyndrom

cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat

AMV avian myeloblastosis virus (Vogelmyelob-
lastenleukamievirus)

Ang Angiotensin

ANP atriales natriuretisches Peptid

AP Aktivierungsprotease

Aqua bidest. zweifach destilliertes Wasser

ARVC arrhythmogenic right ventricular cardio-
myopathy (arrhythmogene rechtsventriku-
lare Kardiomyopathie)

ASS Acetylsalicylsaure

AT-Rezeptor Angiotensin-Rezeptor

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

Bcl-2 B-Zell-Leukamie-2-Protein

ca®*  Kalzium-lon

Ca-ATPase Kalzium-Adenosintriphosphatase

CAM cellular adhesion molecule (Zelladh&sions-
molekdl)

CAR Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

CAT catalase (Katalase)

CD cluster of differention (Differenzierungs-
cluster)
Cl, molekulares Chlor

CMV  cytomegalovirus (Zytomegalievirus)

COX Cyclooxygenase

CRP C-reaktives Protein

CTL cytotoxic T-lymphocyte (zytotoxischer
T-Lymphozyt)

CTP Cytidintriphosphat

CVA Coxsackievirus A

CVB Coxsackievirus B

Da Dalton (Molekulargewichtsangabe)

DAF decay accelerating factor (Zerfall-beschleu-
nigender Faktor = CD55)

DCM Dilatative Kardiomyopathie

DEPC Diethylpyrocarbonat

DEPC-H,O DEPC-behandeltes Aqua bidest.

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonuk-
leinséaure)

cDNA complementary DNA (komplementére
DNA)

ssDNA single stranded DNA (Einzelstrang-DNA)

DNAse Desoxyribonuklease

EBV Epstein-Barr-Virus

ECM extracellular matrix (extrazelluldre Matrix)

EDV enddiastolisches Ventrikelvolumen

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid (Ethylen-
diamintetraessigsaure)

EF ejection fraction (Auswurffraktion)

EGF epidermal growth factor (epidermaler
Wachstumsfaktor)

EMCV Enzephalomyokarditisvirus

ERK extracellular signal-regulated kinase

ESV endsystolisches Ventrikelvolumen

ET Endothelin

FAD Flavinadenindinukleotid

FDPD fibrinogen degradation product D (Fibrino-
genabbauprodukt D)

bFGF basic fibroblast growth factor (basischer
Fibroblastenwachstumsfaktor)

sGC solube guanylate cyclase (I6sliche Guany-
latzyklase)

GFR glomerulare Filtrationsrate

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimu-
lating factor (Granulozyten-Makropha-
genkolonien-stimulierender Faktor)

cGMP  zyklisches Guanosinmonophosphat

ap Glykoprotein

GSH-Px Glutathionperoxidase

GTP Guanosintriphosphat
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H* Wasserstoff-lon

H.O Wasser-Molekul

H.O,  Wasserstoffperoxid

HCM Hypertrophische Kardiomyopathie

HIV human immunodeficiency virus (menschli-
ches Immunmangelvirus)

HMG-CoA  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-

Coenzym-A

HSP heat shock induced protein (Hitzeschock-
protein)

HTLV  human thymic-cell leukemia virus (hu-
manes T-Zell-Leukamievirus)

ICAM intracellular adhesion molecule (intrazel-
luldres Adhasionsmolekail)

IFN Interferon

IGF insulin-like growth factor (insulinartiger
Wachstumsfaktor)

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

INfCM  Inflammatorische Kardiomyopathie

i.p. intraperitoneal

IP3 Inositoltriphosphat

ISFC International Society and Federation of
Cardiology

JAK Janus-activating kinase (Januskinase)

JNK c-Jun-N-terminale Kinase

KCI Kaliumchlorid

KH2PO, Kaliumdihydrogenphosphat

LDL low density lipoprotein

LOX-1 low density lipoprotein oxidized receptor 1

LPO Lipidperoxid

LPS Lipopolysaccharid

LVedP left ventricular enddiastolic pressure (links-
ventrikulérer enddiastolischer Druck)

LVNC linksventrikulare Non-Compaction

LVsP left ventricular systolic pressure (linksvent-
rikularer systolischer Druck)

MAP mitogen-aktiviertes Protein

MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCP monocyte chemoattractant protein (Mono-

zyten-chemotaktisches Protein)

MgC|2

MHC  major histocompatibility complex (Histo-

molekulares Magnesiumchlorid

kompatibilitatshauptkomplex)
MMLV  moloney murine leukaemia virus (Moloney-
Maus-Leukéamie-Virus)
MMP  Matrixmetalloproteinase
MnSOD Mangan-Superoxiddismutase
mox mitogen-aktivierte Oxidase
MPN myenterisches Plexusneuron
MPO  Myeloperoxidase

MS Microsoft

MT-MMP membran-type MMP (membranstén-
dige MMP)

MWW-Test Mann-Whitney-Wilcoxon-Test

Na* Natrium-lon

Na'/K*-ATPase Natrium-Kalium-Adenosintriphos-
phatase
NAD Nicotinamid-Aadenin-Dinukleotid

+

NAD oxidiertes NAD
NADH reduziertes NAD
NADP  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

(= Nikotinsaureamiddinukleotidphosphat)

NADP" oxidiertes NADP

NADPH reduziertes NADP

NF-kB nuclear factor kappa B (Zellkernfaktor

kappa B)

NGF nerve growth factor (Nervenwachstums-
faktor)

NK-Zelle naturliche Killerzelle

NO nitric oxide (Stickstoffmonoxid)

NO* Nitritoxidradikal

NOS nitric oxide synthetase (Stickoxidsynthase)

iINOS  induced nitric oxide synthetase (induzier-
bare Stickoxidsynthase)

NOx nitrogen oxide (Stickstoffoxid)

Nox NADPH-Oxidase

NS Nervensystem

NSAID nonsteroidal anti-inflammatory drug (nicht-
steroidales Antiphlogistikum)

dNTP  Desoxynukleotidtriphosphat
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0O, molekularer Sauerstoff

Superoxidradikal

ocCI Hypochlorit (Chloridooxigenat)
oD optical density (optische Dichte)
ONOO Peroxynitrit

PAF platelet-activating factor (plattchenaktivie-
render Faktor)

PAI-1  Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepuf-
ferte Kochsalzlésung)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-
kettenreaktion)

PDGF plateled-derived growth factor (thrombozy-
tenabgeleiteter Wachstumsfaktor)

PFU plaque forming unit (plaquebildende Ein-
heit)

PGE Prostaglandin E

PGF Prostaglandin F

pH potentia hydrogenii (Wasserstoffionenkon-
zentration)

phox phagocyte oxidase

p.i. post infectionem (nach der Infektion)

PKC Proteinkinase C

PLA,  Phospholipase A2

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PPAR Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Re-

zeptor

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RAS Renin-Angiotensin-System

RCM Restriktive Kardiomyopathie

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

mMRNA messenger RNA (Boten-RNA)

ssRNA single stranded RNA (Einzelstrang-RNA)

RNAse Ribonuklease

ROS reactive oxygen species (reaktive Sauers-
toffverbindung)

RSNO S-Nitrosothiole

RT reverse Transkriptase

RT-PCR reversed transcription PCR

SCD sudden cardiac death (plétzlicher Herztod)
—-SH Thiolgruppe
SOD Superoxiddismutase

SPSS statistical package for the social sciences

STAT signal transducers and activators of tran-
scription

Y Schlagvolumen

TBE-Puffer TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TE-Puffer TRIS-EDTA-Puffer

TGF transforming growth factor (transformie-
render Wachstumsfaktor)

Tw-Zelle T-Helfer-Zelle

TIMP  tissue inhibitor of metalloproteases (Gewe-
behemmer von Metalloproteinasen)

TNF tumor necrosis factor (Tumornekrosefaktor)

tPa tissue plasminogen activator (Gewebs-
plasminaktivator)

TRIS  Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRIS-HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethan-

hydrochlorid
TRKI  TGF-B receptor kinase inhibitor
TTP Thymidintriphosphat

uv ultraviolett

VP virales Protein
VCAM vascular cell adhesion molecule (vaskul&-

res Zelladhasionsmolekiil)

WHO  World Health Organization (Weltgesund-
heitsorganisation)

wiv Mischungsverhéltnis: Gewicht zu Volumen
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8 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht mit veroffentlicht.
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