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Zusammenfassung

Einleitung Die Virusmyokarditis ist eine der haufigsten Ursachen fur die Entwicklung
einer Herzinsuffizienz oder das Erleiden eines plotzlichen Herztods bei jungen
Erwachsenen. Wichtig fur die Pathogenese sind myokardiale Entzindungsreaktionen,
Apoptose und Remodeling. Verschiedene Untersuchungen konnten eine Beeinflussung
dieser Prozesse durch erhohte Aldosteron-Gewebekonzentrationen nachweisen. Studien
an Herzinfarktpatienten zeigten eine Reduktion der Herzinsuffizienzentwicklung durch
einen selektiven Mineralokortikoidrezeptor (MR)-Antagonismus. Die vorliegende Arbeit
untersucht den Einfluss einer selektiven MR-Blockade in einem murinen

Virusmyokarditis-Modell.

Material und Methoden Die SWR/J-Mause wurden mit dem Coxsackievirus B3 (CVB3)
infiziert und entwickelten eine Myokarditis. Eine Kontrollgruppe wurde scheininfiziert. Die
Tiere wurden anschlie3end taglich mit dem selektiven MR-Antagonisten Eplerenon oder
Plazebo behandelt. Nach 8 bzw. 28 Tagen wurde die kardiale Hamodynamik mittels
Konduktanzkatheter  untersucht.  AnschlieBend wurden  Entzindungsreaktion,
Apoptoserate und myokardiales Remodeling mittels Zymographie, histochemischer
sowie immunhistochemischer Untersuchungen und reverser Transkription mit

konsekutiver quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR) analysiert.

Ergebnisse Die CVB3-infizierten Tiere entwickelten eine zeitlich progrediente
linksventrikulare Dilatation und Dysfunktion. Sie zeigten vor allem am 8. Versuchstag eine
ausgepragte myokardiale Entzindungsreaktion, erhohte Apoptoserate und ein
gesteigertes myokardiales Remodeling.

Verglichen mit der Plazebo-Therapie reduzierte der selektive MR-Antagonismus
signifikant die Entwicklung der linksventrikularen Dilatation und Dysfunktion nach 8 und
ausgepragter nach 28 Therapietagen. Auch eine signifikante Reduktion der myokardialen
Entzindungsreaktion war nachweisbar. Sie war deutlich nach 8 Tagen und geringer nach
28 Versuchstagen ausgepragt. Ebenso war Apoptoserate nach 8-tagiger selektiver MR-
Blockade im Vergleich zur Plazebo-Therapie vermindert. Das myokardiale Remodeling
wurde ebenfalls positiv beeinflusst. Die Aktivitat des Matrixmetalloproteasen (MMP)/
Tissue Inhibitors of Metalloproteases (TIMP)-Systems war hauptsachlich nach 8 und der
Anstieg des Kollagen |- und Gesamtkollegengehaltes waren vor allem nach 28

Therapietagen signifikant geringer.
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Schlussfolgerung Der selektive MR-Antagonismus verringert in  einem
CVB3-induzierten murinen Myokarditis-Modell die myokardiale Entzindungsreaktion, die
Apoptoserate und das myokardiale Remodeling. Hierdurch werden die Entwicklung einer
linksventrikularen Dilatation und Dysfunktion reduziert.



ABSTRACT

Abstract

Background Viral myocarditis is a common cause of congestive heart failure and sudden
cardiac death in young adults. Myocardial inflammation, apoptosis and remodeling are
important for its pathogenesis. Various examinations have shown that these processes
can be influenced by elevated aldosterone levels. Studies of patients with myocardial
infarction revealed a reduced progression of congestive heart failure by selective
mineralocorticoid receptor (MR) antagonism. Therefore this study investigates the
influence of selective MR blockade in a murine viral myocarditis model.

Material and methods SWR/J mice were infected with Coxsackievirus B3 (CVB3) to
establish a viral myocarditis. A control group was sham infected. Half of the animals were
treated with the selective MR antagonist eplerenone or placebo daily. Cardiac
hemodynamic was measured after 8 and 28 treatment days by conductance catheter
technique. Subsequently, myocardial inflammation, apoptosis and remodeling were
analyzed by zymography, reverse transcription quantitative real-time polymerase chain
reaction (RT-gPCR), histochemistry and immunohistochemistry.

Results With increasing time post infection CVB3-infected mice developed a left
ventricular dilation and dysfunction. They developed a marked myocardial inflammation,
increased apoptosis and aggravated myocardial remodeling 8 days after infection.
Treatment with selective MR antagonist reduced the development of left ventricular
dilation and dysfunction after 8, but especially after 28 treatment days. Myocardial
inflammation was significantly decreased. Its diminution was noticeably detectable after
8 but hardly after 28 treatment days. Myocardial apoptosis was reduced after 8 treatment
days. Myocardial remodeling was positively influenced as well. Activation of matrix-
metalloprotease (MMP)/tissue inhibitor of metalloproteases (TIMP) system was
preeminently reduced after 8 treatment days. Collagen | and total collagen decreased in

particular after 28 treatment days.

Conclusion By reducing myocardial inflammation, apoptosis and affecting myocardial
remodeling positively selective MR antagonism reduced formation of left ventricular

dilatation and dysfunction in a CVB3-induced murine myocarditis model.
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1 Einleitung

1.1 Mpyokarditis und inflammatorische Kardiomyopathie

Bereits im Jahre 1806 beschrieb Corvisart ein Krankheitsbild, das mit einer Entziindung
des Herzens und einer progredienten Verschlechterung der Herzfunktion einherging. Als
Ursache hierflir vermutete er ein infektioses Agens'. Sobernheim charakterisierte dieses
Krankheitsbild 1832 schlieBlich mit dem Begriff Myokarditis?. Die Weiterentwicklung von
Untersuchungsmethoden und der Zuwachs an histopathologischem Wissen im Verlauf
des 19. Jahrhunderts ermdglichte schliel3lich eine Abgrenzung dieses Krankheitsbildes
von anderen Herzerkrankungen®. 1986, fast 200 Jahre nach der Erstbeschreibung,
erfolgte durch die Festlegung der Dallas-Kriterien die erste histopathologische
Klassifizierung der Myokarditis*. Hierauf aufbauend wurde 9 Jahre spater die Myokarditis
durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO: World Health Organisation) und die
Internationale Gesellschaft und Foderation fur Kardiologie (ISFC: International Society
and Federation of Cardiology) als eine ,entzindliche Erkrankung des Myokards, die
durch etablierte histologische, immunologische und immunhistologische Kriterien
diagnostiziert wird“, definiert>. Ende der 90iger Jahre des letzten Jahrhunderts wurde die
histopathologische Einteilung der Myokarditis auf der Grundlage der Dallas-Kriterien um
immunhistochemische Kriterien erganzt. Eine Myokarditis liegt seitdem bei Nachweis von
mehr als 14 infiltrierenden Leukozyten/mm?, bestehend aus Lymphozyten oder
Makrophagen, einer Gewebsschadigung mit Nekrose und 6édematdsen Veranderungen
vor®. Im Jahre 2006 wurde die Definition schlieRlich von der American Heart Association
(AHA) aktualisiert und erweitert. Als Myokarditis wird ein ,akut oder chronisch
entzundlicher Prozess, der das Myokard betrifft und durch eine Vielzahl von Toxinen und

Medikamenten (...), oder infektiosen Agentien (...) ausgelost werden kann“, definiert®.

Die Inzidenz und Pravalenz der Myokarditis lassen sich aufgrund des variablen und teils
asymptomatischen klinischen Verlaufs nur schwer abschatzen’. Die Inzidenz wird auf 22
Myokarditiden pro 100.000 Menschen geschatzt®. Die Myokarditis ist jedoch vor allem
eine Erkrankung des jungen Menschen. Ca. 52% aller Myokarditiden treten im Alter unter
40 Jahren auf, wohingegen nur 5% der Myokarditis-Patienten &lter als 60 Jahre sind®. Sie
ist die dritt haufigste Todesursache bei Leistungssportlern'®. Insgesamt erkranken mehr
Manner als Frauen''3, Es wird angenommen, dass die Myokarditis eine mdogliche
Ursache fir den plotzlichen Kindstod ist'*'5. Verschiedene Studien, die sich mit den
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Ursachen einer neu aufgetretenen Herzinsuffizienz beschaftigten, konnten in bis zu 67%
der Falle myokarditische Veranderungen nachweisen'®'®. In einer Autopsie-Studie der
50er Jahre des letzten Jahrhunderts stellten Blankenhorn et al. bei bis zu 9% des
Sektionsgutes die Diagnose einer Myokarditis'®. Untersuchungen von Patienten, die an
einem plotzlichen Herztod starben, zeigten ebenfalls in 8,6% der Falle das Bestehen
einer entziindlichen Herzerkrankung, wie einer Myokarditis?®. Dies verdeutlicht die
medizinische Bedeutung der Myokarditis.

Im Gegensatz zur Myokarditis wurde der Begriff Kardiomyopathie erst 1957 durch Sir
Russell Brock gepragt?’. Die WHO definierte ihn erstmals 1980. Nach einer
Uberarbeitung im Jahre 1995 durch WHO und ISFC versteht man hierunter eine
,Erkrankung des Myokards, die mit einer kardialen Dysfunktion assoziiert ist*®. Die
dilatative Kardiomyopathie (DCM: dilated cardiomyopathy) ist eine Entitat der
Kardiomyopathie. Sie ist durch eine links- oder biventrikulare Dilatation mit systolischer
Dysfunktion charakterisiert und kann nicht auf anormale Ventrikelfillungsmodalitaten
(z.B. Hypertension, Herzklappenerkrankungen) oder ausschlieBlich auf eine
koronararterielle Erkrankung zurlickgefiihrt werden??2%, Die DCM stellt das gemeinsame
Endstadium unterschiedlicher Herzerkrankungen dar. Uber einen Teil ihrer Atiologie war
lange Zeit wenig bekannt, weshalb sie auch als idiopathische DCM bezeichnet wurde.
Mit der Entwicklung neuer molekularbiologischer Verfahren gegen Ende des letzten
Jahrhunderts gelang es Bowles et al. erstmals zu zeigen, dass bei einem Teil der
Patienten ein virales Genom nachweisbar ist. Somit scheinen Myokarditis und DCM
miteinander verknlipft zu sein?. Diese Vermutung bestétigte sich in den folgenden
Jahren zunehmend. Verschiedene Studien konnten bei bis zu 50% der DCM-Patienten
eine chronische Myokarditis nachweisen®>?6, Daher wurde 1995 auf der
Konsenskonferenz von WHO und ISFC die Kombination aus Myokarditis und kardialer

Dysfunktion als entziindliche Kardiomyopathie definiert®.

1.2 Atiologie

Die Myokarditis kann sowohl durch infektidse als auch nicht-infektiose Pathogene
ausgelost werden. Neben Medikamenten und Toxinen kdnnen systemische oder auf das
Myokard begrenzte immunologische Prozesse Ausloser sein. Als infektiose Agenzien
kommen Bakterien, Pilze, Parasiten und Viren infrage?’-?8. Die verschiedenen mdgliche

infektiosen und nicht-infektiosen Agenzien sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt.
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Tabelle 1 — Mogliche Ausloser einer Myokarditis.
SLE: Systemischer Lupus erythematodes, CMV: Cytomegalie-Virus, EBV: Epstein-Barr-Virus, HAV:
Hepatitis-A-Virus, HCV: Hepatitis-C-Virus, HHV-6: Humanes Herpes-Virus-6, HIV: Humanes
Immundefizienz-Virus, HSV-1: Herpes-simplex-Virus-1, RS-Virus: respiratorisches Synzytial-Virus, VZV:
Varizeller-Zoster-Virus. Angelehnt an Ellis et al.?’, erganzt um Johnson et al.?° und Mahmood et al.*®

Nicht-Infektios Infektios
Medikamente und Immunologisch Bakterien Viren Pilze Parasiten
Toxine
Amitriptylin, Alloantigene Corynebacterium  Adenovirus, Aspergillus Ascaris sp.,
Anthrazycline, (Herztransplan- diptheriae, Enteroviren, sp., Echinococcus
Arsen, tationsempféan- Coxiella burnetii  CMV, Blastomyces  granulosus,
Kohlenstoffmonoxid, ger), u. chaffeensis, Dengue- sp., Schistosoma
Cefaclor, Colchicin, Chagas- Haemophilus Virus, Candida sp., sp.,
Clozapin, Krankheit, influenzae, Echoviren, Coccidioides, Taenia solium,
Ethanol, Furosemid, Morbus Mycoplasma Encephalo- Cryptococcus Toxoplasma
Immun-Check-Point- Kawasaki, pneumoniae, myocarditis- sp., gondii,
Inhibitoren, Isoniazid, Riesenzell- Neisseria Virus, Histoplasma Trichinella
Kupfer, myokarditis, meningitides, EBV, sp., spiralis,
Lidocain, Sarkoidose, Nocardia sp., HAV, HCV, Trypanosoma
Penicillin, Sklerodermie, Leptospira, HHV-6, HIV, cruzi,
Phenytoin, Schlangen-  SLE, Rickettsia sp., Influenza Wucheria
oder Skorpingifte, Wegener’sche Streptobacillus Aund B bancrofti
Thiazide, Granulomatose, monilliformis, Viren, HSV-1,
Tetrazykline, Tetanus Polymyositis Streptococcus Parvovirus
Toxoid, pneumoniae, B19, RS-
Trastuzumab Treponema Virus,
pallidum, Vakzine
Vibrio cholerae (vzv,
Gelbfieber-
Virus)

1.3 Virale Myokarditis

Virusinfektionen sind in Europa und Nordamerika die haufigsten Ausloser einer
das
Parvovirus B19, das Hepatitis-C-Virus (HCV), das Cytomegalie-Virus (CMV), das
(HIV),

Insbesondere die Coxsackieviren, als Vertreter der Enteroviren, zahlen zu den haufigsten

Myokarditis. Von Bedeutung sind hierbei Infektionen durch Adenoviren,

humane Immundefizienz-Virus Influenzaviren und  Enteroviren2831-35,

Erregern einer Virusmyokarditis in unseren Breiten?+3136,

1.3.1 Krankheitsverlauf der viralen Myokarditis

Die virale Myokarditis prasentiert sich mit einer breiten Varianz an moglichen
Symptomen. Sie kann einerseits als eine Art ,Herzschnupfen® mit unspezifischen Zeichen
eines viralen Infektes, wie Fieber, Abgeschlagenheit und Leistungsschwache,
imponieren. In diesem Fall bleibt die Virusmyokarditis dann meist unerkannt und heilt
innerhalb von Wochen oder Monaten folgenlos aus®. Andererseits konnen virale
Myokarditiden auch mit akut einsetzenden herzspezifischen Beschwerden, wie

Tachykardien, Palpitationen, Arrhythmien, pektanginésen Beschwerden, Synkopen,
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Belastungsdyspnoe, einer akuten kardialen Dekompensation mit konsekutiv moglichem
Multiorganversagen und hoher Mortalitat einhergehen. Vor allem Neugeborene und
Heranwachsende leiden haufiger unter akuten und schweren Verlaufen, wahrend
Erwachsene eher einen milderen Krankheitsverlauf erleiden®. Patienten, denen es im
Verlauf der Erkrankung gelingt, das Virus spontan zu eliminieren, zeigen haufig eine
vollstandige Erholung der kardialen Funktion mit Ausheilung der Myokarditis. Patienten,
bei denen das Virus im Myokard jedoch persistiert, leiden haufig unter einer
progredienten Verschlechterung der kardialen Funktion und entwickeln eine
inflammatorische Kardiomyopathie®. Aber auch das AusmaB der Initialsymptome hat
Einfluss auf die Prognose. Ein fulminanter Verlauf wahrend der initialen Krankheitsphase
ist mit einer hohen Letalitdt und Notwendigkeit zur mechanischen Herz-Kreislauf-
Unterstltzung oder Herztransplantation assoziiert*>-42. Etwa ein Drittel aller Patienten mit
einer Virusmyokarditis entwickeln eine chronische Erkrankung mit Viruspersistenz und
progredienter Herzinsuffizienz*®. Neben der Viruspersistenz, der chronischen
Entzindungsreaktion und der Entwicklung einer kardialen Dysfunktion stellt die
Entwicklung kardiodepressiver Autoantikorper einen fur den Krankheitsverlauf
prognostisch unglinstigen Pradiktor dar'?44, Flr die Sicherung der Diagnose und
Einleitung einer spezifischen Therapie ist es wichtig, Myokardbiopsien zu gewinnen und
diese histopathologisch und immunhistologisch zu untersuchen*®. Alternativ zu diesem
diagnostischen  Goldstandard kann die Diagnose auch durch kardiale
Magnetresonanztomographie gesichert werden??4647. Mit Hilfe der Untersuchungs-
ergebnisse und Klinik Iasst sich die Myokarditis in 4 Verlaufsformen mit unterschiedlicher
Prognose einteilen. Diese sind in Tabelle 2 dargestellt*s.

1.3.2 Coxsackievirus-induzierte Myokarditis

Coxsackieviren sind unbehdllte, humanpathogene Viren der Gattung Enterovirus und
gehoren zur Familie der Picornaviridae. Es werden zwei Subgruppen unterschieden:
Gruppe A mit 24 Serotypen und Gruppe B mit 6 Serotypen. Das ikosaedrische Kapsid
des Virus enthalt einen Ribonukleinsaure-Einzelstrang mit positiver Polaritat (ss(+)RNA).
Der naturliche Wirt dieses Enterovirus ist der Mensch. Es sind aber auch Infektionen von
Tieren, insbesondere von Mausen, moglich*®. Da das Virus saurestabil ist, kann es die
Magenpassage uberstehen. Neben einer Tropfcheninfektion ist somit auch eine fakal-
orale Ubertragung mdéglich*®. Infektionen mit Coxsackieviren verlaufen h&ufig
unspezifisch und kdnnen verschiedene Krankheitsbilder wie die Hand-Ful3-Krankheit,



Tabelle 2 - Klinisch-pathologische Einteilung der Myokarditiden.
Aufgrund der klinischen Prasentation und basaler histologischer Untersuchungen kann die Myokarditis in 4 Typen eingeteilt werden. DCM: Dilatative
Kardiomyopathie. Modifiziert in Anlehnung an Lieberman et al.

Verlaufsform Fulminant Akut Chronisch aktiv Chronisch persistent
Beginn kardialer Typisch Untypisch Untypisch Untypisch

Symptome

Klinik bei Erstvorstellung Kardiogener Schock, Herzinsuffizienz mit Herzinsuffizienz mit Nichtkardiale

Histopathologischer
Befund der ersten Biopsie

Klinischer Verlauf

Histopathologischer

Verlauf

schwere linksventrikulare

Dysfunktion

Multiple Foci einer aktiven
Myokarditis

Komplette Remission oder
Tod

Vollstandige Auflésung der

aktiven Myokarditis

linksventrikularer

Dysfunktion

Aktive oder Borderline-
Myokarditis

Inkomplette Remission oder
DCM

Teilweise Auflésung der

aktiven Myokarditis

linksventrikularer

Dysfunktion

Aktive oder Borderline-
Myokarditis
Nicht-kardiale Symptome,
normale linksventrikulare
Funktion

Weiterflihrende oder sich
auflosende Myokarditis,

Fibrose und Riesenzellen

Symptome, normale
linksventrikulare
Funktion

Aktive oder Borderline-

Myokarditis

Weiterflihrende oder
sich auflésende

Myokarditis

ONNLIFINIF
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Atemwegsinfektionen, Konjunktivitiden, Durchfallerkrankungen, aseptische Meningitiden,
Meningoenzephalitiden, Perikarditiden oder Myokarditiden auslosen. Von groRer
Bedeutung fur die Genese der Myokarditis sind die Coxsackieviren der Gruppe B. Diese
konnten zu einem hohen Anteil in Endomyokardbiopsien erkrankter Patienten
nachgewiesen werden?#313¢ Der haufig fulminante Verlauf von Coxsackievirus B-
assoziierten Myokarditiden bei Kindern und Neugeborenen unterstreicht die atiologische
Bedeutung®'. Insbesondere das Coxsackievirus B3 (CVB3) ist fir eine Vielzahl von

Myokarditiden verantwortlich%2.

CVB3 gelangt fur gewohnlich tber den Nasenrachenraum und den Magen-Darm-Trakt in
den Wirtsorganismus*®. Hier werden primar B-Lymphozyten in den sekundar
lymphatischen Organen wie Lymphknoten und Milz infiziert. Uber das Blut- und
Lymphsystem gelangt das CVB3 in die sekundaren Zielorgane wie Leber, Pankreas,
Gehirn und Herz®%, Im Gegensatz zu anderen kardiotropen Viren wie dem
Parvovirus B19 oder dem Human-Herpes-Virus-6 (HHV-6) infizieren Enteroviren die
Kardiomyozyten direkt®*°6. CVB3 bindet hierfiir (iber den Coxsackievirus-Adenovirus-
Rezeptor (CAR) und den Ko-Rezeptor Zerfall-beschleunigender Faktor (DAF: decay-
accelerating-factor) an die Zellmembran der Zielzellen und wird anschlieRend
internalisiert®®%”. Nach dem Freisetzen des Virusgenoms (ibernimmt CVB3 die
Proteinbiosynthese der Wirtszelle und synthetisiert ein virales Polyprotein”-%85°, Dieses
wird durch eine viruseigene Proteinase in die einzelnen Virusproteine gespalten®®. Die
virale RNA-Polymerase synthetisiert neue ss(+)RNA-Strange®*®. Aus den
synthetisierten Virusstrukturproteinen wird das Kapsid gebildet, in welches die replizierte
ss(+)RNA eingebettet wird. Die Freisetzung der infektiosen Viruspartikel erfolgt durch

Zytolyse oder Apoptose der Wirtszelle®'62.

In Abhangigkeit von der genetischen Pradisposition, der Immunkompetenz, dem Alter
und Geschlecht des Wirtes sowie anderen noch unbekannten Faktoren kommt es zu
einem unterschiedlichen Ausmal® an myokardialer Schadigung und zu einer
unterschiedlichen Dauer des myokardialen Entziindungsprozesses®54. Gelingt es dem
Wirtsorganismus, das Virus frihzeitig zu eliminieren, kann die kardiale Inflammation
abklingen und die Myokarditis ausheilen. Persistieren das Virus und/oder die kardiale
Entzindungsreaktion, kann sich eine chronische Myokarditis mit einer unterschiedlich
ausgepragten kardialen Dysfunktion entwickeln. Fur die Progredienz der kardialen

Dysfunktion ist eine Persistenz der Entzundungsreaktion nicht zwingend notwendig.
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Entwickelt sich trotz Sistierens der Entzindungsreaktion eine Herzmuskelschwache wird
diese als DCM bezeichnet. Besteht die Entzindungsreaktion fort und entwickelt sich eine
Kardiomyopathie, wird von einer inflammatorischen Kardiomyopathie gesprochen??°.

1.4 Rolle des Immunsystems bei der CVB3-induzierten Myokarditis

Das Immunsystem dient der Abwehr pathogener Krankheitserreger wie Bakterien, Viren,
Pilzen und Parasiten sowie der Eliminierung korperfremder, potentiell schadlicher
Substanzen und pathologisch veranderter korpereigener Zellen. Es besteht aus einer
angeborenen, auch unspezifisch genannten, und einer adaptiven, auch als erworben
oder spezifisch bezeichneten, Komponente. Beide Systeme arbeiten zusammen,

erganzen sich und ermdglichen eine schnelle und effektive Immunabwehr.

Akute Myokarditis Subakute Myokarditis Chronische Myokarditis

Infiltration weiterer
Mononuklearer Zellen

Naturliche Zytotoxische
Killerzellen T-Lymphozyten

Perforin B-Lymphozyten

Reaktive Neutralisierende
Stickstoffspezies Antikorper

Kardiale Fibrose
Linksventrikuladre Dilatation
Herzinsuffizienz

Tag 14
Viruseliminierung Virus nicht mehr nachweisbar

Abbildung 1 - Zeitlicher Verlauf der murinen Virusmyokarditis.
Die Zeitachse ist nicht maRstabsgetreu dargestellt. Modifiziert nach Kawai et al.%® und Feldman et al.®3.

Ein groRer Teil des Verstandnisses uber den Ablauf viraler Myokarditiden stammt aus
murinen Studien. Da Virusmyokarditiden beim Menschen und der Maus &hnlich
verlaufen, sind Rlckschlisse von der Maus auf den Menschen maglich5%87. Mit Hilfe
verschiedener Maus-Stamme, die eine unterschiedliche Empfanglichkeit fur kardiotrope
Viren besitzen und hierdurch unterschiedliche Verlaufe einer Myokarditis entwickeln,
konnte viel Uber die zugrundeliegenden immunologischen Prozesse gelernt werden. Den
unterschiedlichen Krankheitsverlaufen zum Trotz sind Gemeinsamkeiten bezuglich der

Immunzellinfiltration, der Zytokinexpression sowie der Haufigkeit von Nekrosen und
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Apoptosen im zeitlichen Verlauf vorhanden. Die Virusmyokarditis wird entsprechend des
zeitlichen Verlaufs, der in Abbildung 1 grob skizziert ist, in drei Stadien eingeteilt3.5¢:

1) Akute Myokarditis (0.-3. postinfektioser Tag)

2) Subakute Myokarditis (4.-14. postinfektioser Tag)

3) Chronische Myokarditis (ab dem 15. postinfektiosen Tag)

Die akute Phase ist durch die initiale Virusinfektion und die ansteigende Virusreplikation
gekennzeichnet. Die myokardiale Schadigung erfolgt wahrend dieser Frihphase vor
allem durch die Interaktion von Virus und Wirtszelle. Die Infektion der Kardiomyozyten
fuhrt zu CVB3-bedingten zytopathischen Effekten wie der Schadigung von Dystrophin
oder der Sarkomere. Hieraus resultiert eine Abnahme der Kontraktionsfahigkeit der
infizierten Kardiomyozyten®88°, CVB3-bedingte Zytolysen und Apoptosen ziehen den
Verlust von Kardiomyozyten nach sich und dezimieren hierdurch die
Kontraktionsfahigkeit weiter®2. Die CVB3-Infektion bedingt aber auch die Freisetzung von
pro-inflammatorischen Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interferon
(INF)-y, Interleukin (IL)-1qa, IL-5, IL-6 und IL-7. Diese werden durch ortsstandige Zellen
wie Kardiomyozyten, Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert®.79.71, Zytokine sind
biologisch aktive Hormone mit sehr kurzer Halbwertszeit. Sie wirken para- oder autokrin.
Mit Hilfe der Zytokine wird die Entzindungsreaktion koordiniert und moduliert. Wahrend
des akuten Myokarditis-Stadiums rufen die Zytokine ab dem 3. postinfektiosen Tag die
Infiltration von Immunzellen des angeborenen Immunsystems wie Naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Makrophagen hervor®¢6%72_ Sie hemmen aber auch die Virusausbreitung
durch Suppression der Boten-Ribonukleinsaure (mMRNA: messenger-RNA)-Translation
und Forderung des mRNA-Abbaus. Dies zieht eine verminderte Synthese von
Virusproteinen und einen vermehrten Abbau der Virus-mRNA nach sich. Zudem
induzieren die sezernierten Zytokine eine vermehrte Expression von Haupt-
Histokompatibilitats-Komplexen (MHC: Major-Histocompatibility-Complex) der Klasse |
(MHC-I) und steigern damit die Antigenprasentation auf der Zelloberflache. Hierdurch

kénnen virusinfizierte Zellen vom Immunsystem besser erkannt werden’3,

Wahrend der subakuten Phase setzt sich das Immunsystem des Wirtes intensiv mit dem
Virus auseinander. In der fruhen Phase, zwischen dem 4.-7. postinfektiosen Tag,
dominieren die Immunzellen der angeborenen Immunabwehr. Hier sind insbesondere
NK-Zellen und Makrophagen zu nennen’. Sie dammen den Virusinfekt ein und beginnen

mit der Viruselimination, so dass die CVB3-Viruslast ihr Maximum um den 4.
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postinfektiosen Tag erreicht®6.69.72,

Die NK-Zellen konnen uber Antigene, die auf MHC-Klasse |-Molekulen prasentiert
werden, CVB3-infizierte Zellen identifizieren. Im Gegensatz zu Immunzellen des
erworbenen Abwehrsystems mussen sie hierfur nicht aktiviert werden. Vielmehr
unterdruckt die Prasentation nicht-pathologischer Antigene eine Zytolyse der uberpruften
Zelle. Fehlt dieser hemmende Stimulus wird durch die Sekretion zytotoxischer
Effektormolekile, wie Perforin, die Apoptose induziert’.

Makrophagen sind Teil des Mononuklearen-Phagozyten-Systems und entwickeln sich
unter dem Einfluss von Zytokinen aus Monozyten. Sie immigrieren im Rahmen
entzundlicher Prozesse aus dem Blut, sind aber auch ortsstandiger Bestandteil des
gesunden Myokards’®. Makrophagen werden mit Hilfe von Pathogenen-Muster-
Erkennungsrezeptoren (PRR: pathogen-recognition-receptors) wie dem Scavenger- oder
dem Toll-like-Rezeptoren aktiviert, nachdem diese durch Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPs: pathogen-associated molecular patterns) stimuliert wurden.
CVBa3 selbst, aber auch durch Apoptose oder Nekrose entstandene Zellreste fungieren
hierbei als PAMP’s’’. Entsprechend dem Phéanotyp werden grob 2 Makrophagen-
Subpopulationen unterschieden. Unter dem Einfluss von Zytokinen polarisieren sich
Makrophagen entweder zu den klassisch-aktivierten M1-Makrophagen oder den
alternativ-aktivierten =~ M2-Makrophagen’®.  Wahrend die  klassisch-aktivierten
Makrophagen entzundungsfordernd und fur die Abwehr von Pathogenen, wie dem CVB3,
verantwortlich sind, sind alternativ-aktivierte Makrophagen eher entzindungshemmend
und bei der Wundheilung von Bedeutung’. Die Differenzierung in M1- oder M2-
polarisierte Makrophagen ist jedoch nicht starr. Im Sinne einer Plastizitat konnen auch
M1-Makrophagen  Eigenschaften  von  M2-Makrophagen  ausbilden®.  Die
M1-Polarisierung wird durch Zytokine wie INF-y, das von NK-Zellen und Typ 1-T-Helfer-
Lymphozyten (Th1-Zellen) im Rahmen der Infektion gebildet wird, sowie IL-12 und IL-16
induziert®!. Die klassisch-aktivierten M1-Makrophagen phagozytieren, lysieren und
prozessieren die erkannten Pathogene. Anschlielend prasentieren sie diese Uber
MHC-Klasse |I-Molekiile auf der Zelloberflache’’. Sie ermdglichen damit als Teil der
Antigen-prasentierenden Zellen (APC: antigen-presenting cells) die Aktivierung des
spezifischen Immunsystems. Durch Ruckkopplungen mit T-Helfer-Zellen wird die
Entzindungsreaktion verstarkt und auf das auslosende Agens spezifiziert. Aufgrund der
Beteiligung von Tu1-Zellen wird diese Abwehrreaktion auch als Tn1-Reaktion
bezeichnet’®. Neben der Phagozytose fiihrt die Stimulation der Makrophagen lber die
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PRR zur vermehrten Sekretion weiterer pro-inflammatorischen Zytokine, Chemokine und
einer vermehrten Expression von Zelladhdasionsmolekilen wie dem Interzellularen
Adhasionsmolekul-1 (ICAM-1: intercellular-adhesion-molecule-1) auf Endothelzellen.
Hierdurch wird die Immigration weiterer Immunzellen gefordert und die
Entziindungsreaktion verstarkt®. Als eine Reaktion auf den intrazellulare Erreger CVB3
kommt es zur Produktion reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen, die die
Virusreplikation hemmen und eine Apoptose der Wirtszelle auslésen®. Nach dem
Uberwinden der Infektion wird durch die Sekretion von IL-4 und IL-13 die
M2-Polarisierung induziert. Die alternativ-aktivierten M2-Makrophagen limitieren die
Entzindungsreaktion durch die Freisetzung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie
IL-10. Durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren, Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
und Gewebsinhibitoren der MMPs (TIMPs: tissue inhibitors of matrixmetalloproteases)
initiieren sie zusatzlich die Wundheilung, das Remodeling und die Fibrosierung”®.

Das adaptive Immunsystem mit seinen T- und B-Lymphozyten bendtigt fur die Ausbildung
einer suffizienten Abwehrreaktion einen gewissen zeitlichen Vorlauf. Dies liegt in der Art
der Aktivierung und der, durch Rearrangement variabler Bereiche, erst zunehmenden
Antigen-Affinitat und damit -Spezifitat der Rezeptoren oder Immunglobuline begrindet.
Daher kommt die Abwehrfunktion des adaptiven Immunsystems erst in der Spatphase
des subakuten Myokarditis-Stadiums zum Tragen®6.8485,

Die auch T-Zellen genannten T-Lymphozyten sind cluster of differentiation (CD)3-positiv
und besitzen einen T-Zell-Rezeptor mit dem sie in der Lage sind CVB3-infizierte Zellen
zu erkennen. Dies erfolgt Uber Protein- oder Peptidfragmente, die von Korperzellen tber
MHC-Klasse I- und MHC-Klasse II-Molekiile prasentiert werden®. Die T-Zell-Population
lasst sich entsprechend ihrer Effektorfunktion in die CD4-positiven T-Helferzellen, die
CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen, die regulatorischen T-Zellen und die
T-Gedachtniszellen unterteilen. Die T-Gedachtniszellen rekrutieren sich sowohl aus den
T-Helfer- als auch den zytotoxischen T-Zellen. Sie ermoglichen dem Abwehrsystem im
Falle einer Reinfektion sofort mit einer spezifischen Immunantwort zu reagieren. Die
zytotoxischen T-Zellen erkennen infizierte Zellen Uber Antigene, die auf den
MHC-Klasse |-Molekule jeder Korperzelle prasentiert werden. Anschliel3end lysieren sie
diese Zellen®. Die T-Helfer-Zellen sind fir die Stimulation anderer Immunzellen
zustandig. Sie modulieren die Entzindungsreaktion und sind fur die Initiation der
spezifischen humoralen Immunantwort verantwortlich. Die naiven T-Helfer-Zellen

befinden sich im Blut und in lymphatischen Organen. Sie werden Uber Antigene, die auf
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MHC-Klasse II-Molekulen von APC’s prasentiert werden, aktiviert und differenzieren sich
zu Tn1-Zellen, Typ2-T-Helferzellen (Tn2-Zellen), Typ17-T-Helferzellen (Tn17-Zellen)
oder regulatorischen T-Zellen mit jeweils spezifischen Zytokinexpressionsmustern und
Effektorfunktionen. Die Th1-Zellen sind durch eine vermehrte Expression von INF-y
gekennzeichnet. Sie lenken unter Einbeziehung von Makrophagen die
Entziindungsreaktion in Richtung einer vermehrten zellularen Immunabwehr’®. Die
Tn2-Zellen bahnen durch die Aktivierung von B-Lymphozyten die spezifische humorale
Abwehr. Sie sind durch die vermehrte Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-13 charakterisiert
und induzieren im Rahmen der humoralen Abwehr den Isotopen-Wechsel der Antikorper.
Sie konnen durch Sekretion von IL-10 einen anti-inflammatorischen Einfluss auf die
Tw1-Antwort nehmen®’. Die Tn17-Antwort ist durch eine starke IL-17-Sekretion gepragt.
Sie fuhrt zu einer vermehrten Gewebsinflammation und kann durch gesteigertes
myokardiales Remodeling die Entwicklung einer DCM zur Folge haben® &, Die
regulatorischen T-Lymphozyten kontrollieren die Entzindungsreaktion. Sie erhalten die
periphere Toleranz und unterdriicken die Entwicklung einer Autoimmunit&t®®.

Die B-Lymphozyten, auch B-Zellen genannt, sind die Effektorzellen der erworbenen
humoralen Immunantwort. Nach ihrer Aktivierung, z.B. Uber die T-Helfer-Zellen,
differenzieren sie sich zu Plasmazellen, die spezifische Antikdrper gegen pathogene
Strukturen bilden. Im Rahmen der CVB3-Infektion infiltrieren diese Zellen zwischen dem
8. und 10. postinfektiosen Tag in das Myokard. Sie produzieren CVB3-neutralisierende

Antikorper, die zur kompletten Viruselimination flihren konnen®.90,

Die chronische Phase der Myokarditis ist durch eine Persistenz der
Entzindungsreaktion gekennzeichnet. Inmunkompetente Individuen sind imstande, das
Virus innerhalb von 2 Wochen zu eliminieren®. Neben einer Restitutio ad integrum ist es
aber moglich, dass die Entzindungsreaktion weiter persistiert und eine progrediente
Herzinsuffizienz resultiert. Als Mechanismus hierfur werden der chronische
Entziindungsstimulus durch die Persistenz von CVB3%°! und die Entwicklung einer
Autoimmunitat angenommen®8. Neben einer chronischen Viruspersistenz mit erhaltener
Virusreplikation innerhalb des Myokards® werden rekurrierende myokardiale
Reinfektionen durch in anderen Korperkompartimenten persistierende und replizierende
Viren oder eine chronische Persistenz von CVB3-RNA in myokardialen Zellen als
Ursache fiir eine direkte CVB3-induzierte chronische Inflammation postuliert®®°!. Die

Autoimmunitat beruht auf der Bildung von Autoantikdrpern und autoreaktiven T-Zellen.
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Sie kann zum einen durch molekulares Mimikry entstehen. Hierunter versteht man das
Kreuzreagieren von ursprunglich gegen Virus-Antigene gerichteten Antikorpern und
T-Zellen mit kdrpereigenen Strukturen®2-%. Sie kann zum anderen durch die Prasentation
von Myokard-spezifischen Epitopen, die dem Immunsystem normalerweise nicht
zuganglich sind und im Rahmen der Infektabwehr und CVB3-bedingten Zytolyse
freigesetzt und prasentiert werden, entstehen®4%.

Eine wichtige Schlusselrolle fur die Entwicklung der CVB3-bedingten Autoimmunitat wird
der differenzierten Zytokin-Expression und dem angeborenen Immunsystem
zugeschrieben®”. Eine erhohte Expression von TNF-o. und IL-1B steigert und eine
vermehrte Expression von INF-y und dem transformierenden Wachstumsfaktor-3
(TGF-B: tranforming growth factor-p) reduziert die Entstehung von Autoimmunit&t®’.
Ebenso induziert eine hohe Infiltration von Makrophagen, insbesondere von
M1-Makrophagen, ein autoimmunologisches Geschehen®’.

1.5 Myokardiales Remodeling und dessen Einfluss auf die myokarditische
Pathogenese

Als myokardiales Remodeling bezeichnet man Veranderungen von GrofRe, Form und
Funktion des Herzens, die durch Schadigungen unterschiedlichster Art hervorgerufen
werden konnen. Mogliche Ausloser sind unter anderem entzindliche Herzerkrankungen,
wie die Myokarditis. Das myokardiale Remodeling geht mit Veranderungen der Zellen
und des Interstitiums sowie der Genexpression und der molekularen Zusammensetzung
einher®, Es ist ein physiologischer Prozess, mit dem der Organismus nach einer
Schadigung oder Mehrbeanspruchung versucht, die kardiale Funktion kompensatorisch
aufrechtzuhalten. Eingeleitet werden diese Anpassungsvorgange unter anderem durch
Entziindungsreaktionen oder die Aktivierung neurohumoraler Systeme®. In Abhangigkeit
vom Ausmaly der Schadigung oder Belastung kann es jedoch sein, dass der
Funktionsverlust nicht oder nicht dauerhaft kompensiert werden kann. Fortwahrende
Anpassungsversuche fuhren dann zu einem Circulus vitiosus, bestehend aus einer
weiteren neurohumoralen Aktivierung, konsekutivem Remodeling und weiterem
Abnehmen der kardialen Funktion®®. Dies wird auch als maladaptives Remodeling
bezeichnet'®. Im Falle der Myokarditis kann auch nach Terminierung der
Entzindungsreaktion das maladaptive Remodeling persistieren und die kardiale
Dysfunktion voranschreiten.
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1.56.1 Extrazelluldre Matrix (EZM)

Die EZM ist ein wichtiges Strukturelement des Myokards und fur dessen Funktion von
grol3er Bedeutung. Sie umfasst den extrazellularen Raum zwischen den Zellen und
besteht aus einer Vielzahl von Makromolekulen, die grob in Proteoglykane und
Faserproteine unterteilt werden kénnen''. Die, zu den Faserproteinen gehdrenden,
Kollagene sind von besonderer Bedeutung und werden von kardialen Fibroblasten
synthetisiert'?. Im Myokard sind fiinf Kollagen-Subtypen zu finden: Kollagen I,
Kollagen lll, Kollagen IV, Kollegen V und Kollagen VI. Den grofdten Anteil nehmen hierbei
Kollagen | und Kollagen Ill, mit 80% bzw. 10%, ein'%. Das aus den Kollagenfibrillen
gebildete Netzwerk ist fur die Geometrie und die Gewebseigenschaften des Herzens
verantwortlich®2. Wahrend Kollagen | eher steif ist und die Widerstandsfahigkeit gegen
Verformung und Dehnung vermittelt, ist Kollagen Il eher elastisch und fur die
Retraktionsfahigkeit des Myokards verantwortlich'®?. Bereits unter physiologischen
Normalbedingungen unterliegt die EZM permanenten Veranderungen'®*. Neben der
Neusynthese der EZM-Komponenten ist der koordinierte Abbau wichtig. Dieser erfolgt
durch verschiedene Proteasen'®'. Eine myokardiale Schadigung, die ein Remodeling
auslost, kann zu einer Dysbalance zwischen Auf- und Abbau fuhren und den qualitativen
wie quantitativen Kollagengehalt verandern'®. Eine Zunahme des Gesamtkollagens,
auch Fibrose genannt, fuhrt ebenso wie eine relative Zunahme des Kollagen |-Gehaltes
zu einer vermehrten Steifigkeit und Abnahme an Retraktionsfahigkeit. Hieraus konnen

eine systolische und diastolische Dysfunktion resultieren%6.107,

1.5.2 Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und Tissue Inhibitor of Metalloproteases
(TIMPs)

MMPs und TIMPs, als die regulatorische Gegenspieler derm MMPs, sind wichtige

Protagonisten des kardialen Remodelings'°.

MMPs sind Endopeptidasen, die die Spaltung von Peptidbindungen katalysieren. Aktuell
umfasst ihre Familie 26 Kalzium-abhangige, Zink-haltige Proteinasen’®, die in I6sliche
MMPs und Membran-gebundene MMPs (MT-MMPs: Membrane-type-MMP) unterteilt
werden konnen. Aufgrund einer relativen Substratspezifitat ist eine weitere
Klassifizierung in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und Matrilysine méglich%.
MMPs werden von unterschiedlichen Bindegewebs- und Entzindungszellen exprimiert.
Neben der Degradierung von EZM-Strukturproteinen wie Kollagen sind MMPs an
zahlreichen anderen Vorgangen wie dem Abbau von Zytokinen z.B. TGF-R und
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IL-1R10%.110 dem Ablauf der Apoptose'"" oder der Aktivierung anderer MMPs''? beteiligt.
Im Rahmen des myokardialen Remodelings bedingen MMPs durch die Spaltung von
Kollagen-Querverbindungen und den Abbau von EZM-Proteinen eine myokardiale
Gefligestorung, die zur kardialen Dilatation und Dysfunktion fuhrt!'3-115,

Die proteolytische Wirkung der MMPs wird kompetitiv durch die TIMPs inhibiert. Alle
Mitglieder der TIMP-Familie, von denen derzeit 4 Vertreter bekannt sind, konnen nahezu
alle MMPs hemmen. Die einzelnen TIMPs unterscheiden sich jedoch in ihrer Affinitat zu
den verschiedenen MMPs''61® |m gesunden Organismus liegt ein fragiles
Gleichgewicht zwischen den MMPs und TIMPs vor, welches die EZM-Zusammensetzung
des Myokards wahrt''®. Durch myokarditische Entziindungsreaktionen kann diese
Balance gestort werden. Eine vermehrte Aktivitat der MMPs fuhrt dann zu maladaptivem

myokardialen Remodeling'03120.121,

Die Regulation des MMP/TIMP-Systems erfolgt auf unterschiedlichen Ebenen. Die
Transkription wird durch Zyktokine'??124, matrizellulare Proteine'®, Wachstums-
faktoren'?®, bioaktive Molekile'?’-130, Katecholamine'', reaktive Sauerstoffspezies'3?
oder mechanische Stimuli'®® beeinflusst. Zusatzlich wird posttranslational die Aktivitat
des MMP/TIMP-Systems Uber die Aktivierung dem MMPs reguliert. Das heil’t, die als
inaktive Proform synthetisierten MMPs werden durch Abspaltung des Pro-Peptids
aktiviert'®, Einige MMPs konnen sich durch Autolyse selbst aktivieren'34, das Gros wird

jedoch exogen durch andere MMPs oder Proteasen aktiviert'2135,

1.5.3 Kardiales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Verschiedene neurohumorale Systeme beeinflussen das myokardiale Remodeling. Zu
nennen  sind hier das  Endothelin-System36.137, das  sympathische
Nervensystem13'.138.139 ' das natriuretische Peptid-System’™® und das RAAS'™41.142,
Untersuchungen der letzten Jahrzehnte zeigten insbesondere fur das RAAS eine
herausragende Bedeutung.

Seit langem ist das RAAS als Regelkreislauf zur Steuerung des Salz- und
Wasserhaushaltes sowie des Blutdrucks bekannt. Die Aktivierung des Systems fuhrt zur
Vasokonstriktion und durch Natriumretention zur Zunahme des zirkulierenden
Blutvolumens. Diese Effektorfunktionen werden durch in Epithelien exprimierte und im
Blut zirkulierende RAAS-Komponenten vermittelt. Seit langerem ist jedoch bekannt, dass
auch im nicht-epithelialen Parenchym verschiedener Organe RAAS-Komponenten
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exprimiert werden und diese spezifische Funktionen ibernehmen®. Speziell wahrend
des myokardialen Remodeling wurde eine vermehrte kardiale Expression von RAAS-
Komponenten beobachtet'3145. Eine Beteiligung an myokardialen Remodeling-
Prozessen mit konsekutiver Entwicklung von Fibrose und linksventrikularer Dilatation
konnte fur das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE: angiotensin-converting-enzym)

und Angiotensin Il nachgewiesen werden'46-149,

Auch Aldosteron beeinflusst das myokardiale Remodeling. Bereits Anfang der 90er Jahre
des letzten Jahrhunderts wurde nachgewiesen, dass ein Hyperaldosteronismus bei
Ratten zu einer vermehrten Fibrose fuhrt'®1%1  In Aldosteron-tiberexprimierenden
transgenen Mausen waren zusatzlich eine linksventrikulare Dilatation und Dysfunktion im
Sinne einer DCM zu beobachten'2153  Als weitere, Aldosteron-vermittelte Effekte
konnten eine Zunahme des oxidativen Stresses und der Entzindungsreaktion mit
vermehrter Zytokinexpression sowie Immunzellinfiltration in verschiedenen Ratten-
Modellen detektiert werden'4-1%8,

Wie Aldosteron diese Effekte erzielt, ist noch unzureichend geklart. Klassischerweise
bindet Aldosteron an einen intrazellularen Mineralokortikoid-Rezeptor (MR). Dieser wird
nach der Bindung in den Zellkern transloziert und induziert die Expression verschiedener
Gene'®®1%0_ Die hierdurch bedingten Veranderungen sind erst nach einer gewissen
Latenz feststellbar und werden als genomische Effekte bezeichnet. Neben den
klassischen intrazellularen MRs gibt es verschiedene, noch unvollstandig charakterisierte
Membran-gebundene MRs. Uber diese werden schnelle, nicht-genomische Aldosteron-
Effekte, wie die Steigerung der intrazellularen Natriumkonzentration oder die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies, induziert'98161.162

Der Ursprung des kardial wirksamen Aldosterons war lange Zeit unklar. Jingste
Erkenntnisse deuten auf eine, durch die Myokarditis induzierte, myokardiale Aldosteron-
Synthese hin'63,

Aufgrund der Erkenntnisse uber den Einfluss von Aldosteron fur das kardiale Remodeling
wurde bereits in den 90er Jahres des letzten Jahrhunderts versucht, das Remodeling mit
Hilfe von MR-Antagonisten gunstig zu beeinflussen. Bereits 1993 wiesen Brilla et al. fur
den MR-Antagonisten Spironolacton, welcher seit den 60er Jahren verfugbar ist, eine
Reduktion der myokardialen Fibrose in verschiedenen Ratten-Modellen nach'®4. Seither
untersuchten verschiedene klinische Studien am Menschen den Einfluss des

MR-Antagonismus auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Die 1999 publizierte

18



EINLEITUNG

RALES-Studie'®® untersuchte den Einfluss einer Spironolacton-Therapie als Erganzung
zur damals empfohlenen Standard-Herzinsuffizienz-Therapie. Sie zeigte bei Patienten
mit fortgeschrittener chronischer Herzinsuffizienz eine Reduktion von Mortalitat und
Hospitalisierungsrate. Subgruppenanalysen dieser Studie zeigten, dass die
Spironolacton-Therapie zur Verminderung des Kollagen-Umsatzes und damit des
Remodelings fiihrte'®8. Aufgrund einer geringen Spezifitat bindet Spironolacton nicht nur
an den MR, sondern auch an Glukokortikoid-, Progesteron- und Androgen-Rezeptoren.
Hierdurch bedingt es neben einer Hyperkaliamie-Neigung, die durch die MR-Blockade
vermitteltet wird, zusatzlich verschiedene Sexualhormon-assoziierte Nebenwirkungen
wie Gynakomastie, Impotenz, Mastodynie bei Mannern und Menstruations-
unregelmafigkeiten bei Frauen'.

Zur Jahrtausendwende war schliel3lich das selektiver wirksame Eplerenon verfugbar.
Dieses 16st aufgrund einer geringeren Affinitat zu Glukokortikoid- und Sexualhormon-
Rezeptoren weniger Nebenwirkungen aus, inhibiert den MR aber schwacher als
Spironolacton'®’. Trotzdem konnte auch flir Eplerenon durch verschiedene klinische
Studien wie die EPHESUS-Studie'®®, die EMPHASIS-HF-Studie'®® oder die REMINDER-
Studie'”® eine Reduktion von Mortalitdt und Re-Hospitalisierungsrate bei Patienten mit

akutem Myokardinfarkt oder chronischer Herzinsuffizienz gezeigt werden.

1.6 Fragestellungen dieser Arbeit

Myokarditiden werden fiir eine Vielzahl plotzlicher Herztode'+'520, unklarer DCM-
Erkrankungen und Herztransplantationen verantwortlich gemacht'"72.  Viren,
insbesondere das Coxsackievirus B3, stellen in unseren Breitengraden die haufigste
Myokarditis-Ursache dar®31-3552_ Deshalb sind Untersuchungen zur Pathophysiologie
und Therapie von wichtiger medizinischer Relevanz. Aufgrund des ahnlichen Verlaufs
von humanen und murinen Myokarditiden wurden verschiedene CVB3-induzierte murine
Myokarditis-Modelle etabliert®®¢”. Die verschiedenen Mausstamme entwickeln
entsprechend ihrer Immunkompetenz unterschiedliche Krankheitsverlaufe.
CVB3-induzierte SWR/J-Mausen zeigen einen chronischen Krankheitsverlauf mit
Viruspersistenz®'. Da dieser dem Verlauf einer chronischen Myokarditis mit konsekutiver
DCM-Entwicklung beim Menschen sehr &hnelt, wurde dieses Modell fur die
Untersuchungen der aktuellen Arbeit ausgewahlt.
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Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass ein MR-Antagonismus den Verlauf
einer Herzinsuffizienz glnstig beeinflussen kann'64.165.167.169.170 - ynklar war jedoch,
welchen Stellenwert die selektive MR-Blockade fur den Krankheitsverlauf der
Virusmyokarditis hat. Das Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, wie der selektive
MR-Antagonismus mit Eplerenon eine CVB3-induzierte Myokarditis in einem

SWR/J-Maus-Modell beeinflusst. Hierbei wird sich auf folgende Fragen fokussiert:

Welchen Einfluss hat der selektive MR-Antagonismus auf die Morbiditat und
Mortalitat?

e Wie wird die hamodynamische Funktion durch die selektive MR-Blockade

beeinflusst?
¢ In welchem Male hat die Therapie mit einem selektiven MR-Antagonisten
Einfluss auf die myokardiale Entzindungsreaktion und Apoptose?

e Wie modifiziert die selektive MR-Blockade das myokardiale Remodeling?

20



MATERIAL UND METHODIK

2 Material und Methodik

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Materialien und angewandten Methoden
beschrieben. Die praktischen Tatigkeiten der vorliegenden Arbeit wurden zwischen
November 2006 und Februar 2010 durchgefihrt. Zunachst wird auf das verwendete
Versuchsmodell und den Versuchsablauf eingegangen. Im Anschluss wird die
Durchfuhrung der hamodynamischen Messungen mittels Konduktanzkatheter erlautert.
Hiernach folgend werden die durchgefuhrten molekularbiologischen Methoden
beschrieben. Diese umfassen die Ermittlung der mRNA-Expression mit Hilfe der
quantitativen  Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR), die Bestimmung der
Enzymaktivitat ausgewahlter MMPs mittels Zymographie und die Quantifizierung der

Proteinexpression im Gewebe durch immunhistochemische Farbungen.

2.1 Studiendesign

Zur Untersuchung der Fragestellungen dieser Arbeit wurde ein Virus-induziertes murines
Myokarditis-Modell verwandt. Hierfur wurden SWR/J-Mause mit CVB3 infiziert. Die
Experimente der vorliegenden Arbeit (Antragsnummer: G0136/04) wurden durch das
Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo) Berlin genehmigt. Alle Versuche
unterlagen der Richtlinie ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” der
Nationalen Gesundheitsinstitute der USA (NIH)'73.

Die vorliegende Arbeit wurde als Pilotstudie konzipiert, weshalb keine
Stichprobenumfangsschatzung durchgefuhrt wurde. Unter dem Aspekt des Tierschutzes

wurde fur die Auswertung eine Gruppengrofe von 8 Tieren pro Untergruppe angestrebt.

2.1.1 Das Virus

Das CVB3 ist fur seine Kardiotropie bekannt. Der in dieser Arbeit verwendete Virusstamm
Nancy strain (ATCC VR-30) war zuvor in ,HelLa"-Zellen, einer humanen Zelllinie aus
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms einer Patientin aus den 50er Jahren des letzten
Jahrhunderts, kultiviert und bis zur Verwendung konstant bei -80°C gelagert worden. Es
wurde von Herrn Prof. Dr. med. Heinz Zeichardt, Institut fur Virologie, Charité
Universitatsmedizin Berlin-Campus Benjamin Franklin zur Verfugung gestellt. Kurz vor
der Infektion wurde es in einem Wasserbad schonend auf 37°C erwarmt und
anschlielend mit Phosphat-gepufferte-Salzlosung (PBS: phosphate buffered saline)
verdinnt. Die zu infizierenden Tiere erhielten schlieBlich 5 x 10* Plaque-bildende

21



MATERIAL UND METHODIK

Einheiten (PFU: plaque forming unit) CVB3, welches in 0,2 mL 1x PBS gelOst war,

intraperitoneal injiziert. Die Kontrolltiere erhielten das entsprechende Volumen an PBS.

2.1.2 Die Versuchstiere und die Versuchsbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte wahrend des gesamten Versuchszeitraums im
S2-Sicherheitsbereich der Forschungseinrichtung fur experimentelle Medizin (FEM) der
Charité. Als Versuchstiere kamen 6-8 Wochen alte, mannliche SWR/J-Mause zum
Einsatz, die vom Jackson Laboratory (Bar Harbour, Maine, USA) bezogen wurden. Zum
Versuchsbeginn wogen die Tiere im Mittel 18,75+ 0,15 g. Gruppen von 3-5 Mausen
wurden in transparenten Polycarbonattierkafigen auf sterilisiertem und staubfreiem
Weichholzgranulat gehalten. Um den Einfluss von Umweltfaktoren auf den
Energiestoffwechsel und die Nahrungsaufnahme zu minimieren, wurde auf annahernd
konstante Umweltbedingungen (Raumtemperatur: 22 + 2°C, geregelte Zu- und Abluft,
relative Luftfeuchtigkeit: 55 + 5%, 12-stiindige Lichtphase: 07:00-19:00 Uhr taglich und
konstanter Verabreichungszeitpunkt von Medikament/ Plazebo: 09:00 Uhr taglich)
geachtet. Den Versuchstieren standen sterilisiertes Altromin-132®-Alleinfutter und
Wasser ad libitum zur Verfugung. Vor dem Beginn des Versuchs wurde den Mausen eine
Akklimatisationszeit von 7 Tagen gewahrt.

2.1.3 Medikament und Plazebo

Der zu untersuchende selektive MR-Antagonist Eplerenon wurde uns freundlicherweise
durch die Firma Pfizer (New York, USA) in hochreiner Form zur Verfugung gestellt. Fur
die Applikation wurde das Verum taglich neu portioniert und in sterilisiertem Wasser
gelost. Die mit dem selektiven MR-Blocker therapierten Mause erhielten eine
gewichtsadaptierte Tagesdosis von 200 mg/kg Korpergewicht (KG). Den Kontrolltieren
wurde taglich sterilisiertes Wasser als Plazebo verabreicht.

2.1.4 Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen eingeteilt. Es wurde darauf geachtet, dass nur
Tiere aus dem gleichen Wurf gemeinsam in einem Kafig gehalten wurden. Die Gruppen
wurden getrennt voneinander gehalten. Zwei Gruppen wurden mit dem CVB3 infiziert.
Die anderen beiden Gruppen wurden scheininfiziert. Jeweils eine CVB3-infizierte und
eine scheininfizierte Gruppe wurden dem Verum- beziehungsweise Plazeboversuchsarm

zugewiesen. Nach 8 Versuchstagen wurden jeweils 8 Tiere pro Gruppe der

22



MATERIAL UND METHODIK

Untersuchung zugefuhrt. Die verbliebenen Mause wurden nach einer Versuchsdauer von
28 Tagen untersucht.

Da die Versuchstiere in zwei Chargen geliefert wurden, wurden zwei Versuchsreihen
unter identischen Bedingungen seriell durchgefuhrt. Wahrend der ersten Versuchsreihe
zeigte sich eine Mortalitat der CVB3-infizierten Tiere von ca. 40%. Die Mortalitat war im
Verum- und Plazeboversuchsarm etwa gleich. Da am Ende beider Versuchszeitraume
jede Gruppe 8 Mause zur Auswertung umfassen sollte, entschieden wir uns zur 40%igen
Erhohung der Anzahl der CVB3-infizierten Tiere wahrend der zweiten Versuchsreihe. Fur
die vorliegende Arbeit wurden 76 Tiere eingesetzt. Insgesamt starben 11 CVB3-
infizierten Mause wahrend der ersten 8 Versuchstage, 6 Tiere im Plazebo- und 5 Tiere
im Verumarm. 1 CVB3-infiziertes Tier des Plazeboarms starb zwischen dem 8. und 28.
Versuchstag. Die genaue Einteilung und die Abklurzungen der Gruppen konnen der

Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 3 - Einteilung und Abkiirzung der Gruppen.
n: Anzahl.

Gruppenbezeichnung Tieranzahl Beschreibung
(n = 76)
Therapiedauer: 8 Tage (n = 32)

CoO &d n=28 Plazebo-Therapie, Scheininfektion

E+ 8d n=_8 Eplerenon-Therapie, Scheininfektion
CVB+ 8d n=38 Plazebo-Therapie, Infektion mit CVB3
CVvB+/ E+ 8d n=8 Eplerenon-Therapie, Infektion mit CVB3

Vorzeitig verstorbene Tiere: n = 11 (CVB+ 8d: n = 6; CVB+/E+ 8d: n = 5)

Therapiedauer: 28 Tage (n = 32)

CO 28d n=28 Plazebo-Therapie, Scheininfektion

E+ 28d n=_8 Eplerenon-Therapie, Scheininfektion
CVB+ 28d n=38 Plazebo-Therapie, Infektion mit CVB3
CVB+/ E+ 28d n=_8 Eplerenon-Therapie, Infektion mit CVB3

Vorzeitig verstorbene Tiere: n = 1 (CVB+ 28d: n = 1; CVB+/E+ 28d: n = 0)

2.1.5 Versuchsablauf
Nach der Akklimatisation wurden die Tiere am Tag 0 des Versuches entsprechend ihrer
Gruppeneinteilung durch einmalige intraperitoneale Injektion mit CVB3 infiziert oder mit

PBS scheininfiziert. Zusatzlich wurden die Tiere gewogen. Am 1. postinfektiosen Tag
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begann entsprechend der Gruppenzuordnung die tagliche Applikation des selektiven MR-
Antagonisten Eplerenon bzw. des Plazebos. Die Verabreichung erfolgte per gavage
(,Schlundeln®), das heil3t das Verum bzw. Plazebo wurde mit einer atraumatischen
Kanule transdsophageal direkt in den Magen appliziert. Diese Form der Applikation
sicherte die individuelle gewichtsadaptierte Therapieapplikation. Am Versuchsende nach
8 bzw 28. Tagen wurden die Mause erneut gewogen, hamodynamisch, wie in Abschnitt
2.2 beschrieben, untersucht, euthanasiert und ihre Organe zur weiteren Untersuchung,

wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, gewonnen und asserviert.

2.2 Ha&modynamische Untersuchungen

Zur Untersuchung der Hamodynamik wurden die Herzfrequenz sowie die Volumina und
Driucke im linken Ventrikel ermittelt. Die Drucke wurden direkt Uber einen Drucksensor
abgeleitet. Die Bestimmung der linksventrikularen Volumina erfolgte indirekt durch
Messung der Konduktanz'’4. Als Konduktanz wird der Kehrwert des elektrischen
Widerstandes R bezeichnet. Da der elekirische Widerstand und somit auch die
Konduktanz eines Korpers von dessen Volumen abhangt, kann durch die Ermittlung der
Konduktanz des Blutes auf die linksventrikularen Volumina geschlossen werden.

Far die Messungen wird ein Konduktanzkatheter in den linken Ventrikel eingebracht.
Dieser besteht aus einem Drucksensor, welcher die Drucke ableitet und auch
Ruckschlisse auf die Herzfrequenz ermoglicht, und Elektroden zur Konduktanz-
Bestimmung. Hierfir wird durch Applikation eines konstanten Stroms uber ein
Elektrodenpaar ein elektrisches Feld generiert, welches durch ein anderes
Elektrodenpaar kontinuierlich gemessen wird. Wahrend des Herzzyklus andert sich das
linksventrikulare Volumen. Mit ihm verandert sich auch der elektrische Widerstand und
entsprechend auch die Konduktanz des Blutes. Von der kontinuierlich ermittelten
Konduktanz kann somit im Umkehrschluss auf das Blutvolumen im linken Ventrikel
geschlussfolgert werden. Berlcksichtigt werden muss hierbei jedoch, dass die
gemessene Konduktanz nicht nur durch das Blut, sondern auch durch umgebende
Strukturen wie dem Gewebe des linken Ventrikels, Fett oder Lungengewebe beeinflusst
wird. Die nicht durch das Blut im linken Ventrikel bedingte Konduktanz bezeichnet man
daher als Parallel-Konduktanz. Dieses kann durch die voriibergehende Anderung der
Konduktanz des Blutes ermittelt werden. Hierfir wird eine hyperosmolare
Kochsalzlésung in das venose Blutsystem injiziert. Durch die anschlieBend zu
detektierende Anderung der Gesamt-Konduktanz kann auf die konstant bleibende
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Parallel-Konduktanz geschlossen werden'’s. Um schlielich das intraventrikulare
Volumen zu bestimmen, muss vom ermittelten Gesamtvolumen das durch Parallel-
Konduktanz-bedingte Volumen abgezogen werden. Das Volumen V(t) im linken Ventrikel
wird somit zu jedem Zeitpunkt durch folgende Formel beschrieben:

2

V() = (%) X % X G(t) — V()

Hierbei sind a eine dimensionslose Konstante, L der Abstand der Elektroden
voneinander, o die Leitfahigkeit des Blutes, G(t) die gemessene gesamte Konduktanz zu
jedem Zeitpunkt und V(c) ein Korrektur-Volumen aufgrund von Parallel-Konduktanz.

Da zur Erlangung valider und reproduzierbarer Messergebnisse Erfahrung und Routine
bei der Durchfuhrung der hamodynamischen Untersuchungen notwendig ist, wurden die
hamodynamischen Messungen und deren Auswertungen von den zwei hierin routinierten
Untersuchern PD Dr. med. Alexander Riad und Prof. Dr. med. Dirk Westermann
durchgefuhrt.

Die Tiere wurden zunachst durch eine gewichtsadaptierte intraperitoneale Injektion von
Thiopental (125 pg/g KG) analgosediert. Durch das Setzen von Schmerzreizen wurde die
Narkosetiefe Uberpruft und ggf. weiter vertieft. Um eine Myokardischamie, durch eine
Apnoe unter Thiopentalsedierung und somit eine Analysenverfalschung zu verhindern,
erfolgten die Intubation und kontinuierliche Beatmung. Die Versuchstiere wurden hierfur
mit einer Kunststoffkanule intubiert und mittels Beatmungsgerat Maus-Ventilator Typ
55-7066 (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA) mit einer
Beatmungsfrequenz von 160/min und einem Atemhubvolumen von 0,01 cm%g KG
ventiliert. Die so analgosedierten Mause wurden auf einem Praparierbrett fixiert. lhr
Brustraum wurde durch eine linksparasternale Thorakotomie mit Resektion der unteren
Rippen eroffnet. AnschlieRend wurde das Herz fur die Messungen freiprapariert. Mit einer
20 Gauge (G) Kanule wurde dann der linke Ventrikel punktiert und anschliel3end ein
1,4 French (F) Mikrokonduktanzkatheter ARIA SPR-719 (Millar-Instruments, Houston,
Texas, USA) in ihm platziert. Zur Vermeidung eines starken Blutverlustes, welcher die
hamodynamischen Messungen beeinflusst hatte, erfolgte der Eingriff so schonend wie
moglich und etwaige Blutungen wurden sofort koaguliert. Um eine respirationsbedingte
Beeinflussung zu vermeiden erfolgten die anschlieRenden Aufzeichnungen der Druck-

Volumen-Kurven in kurzzeitiger Apnoe. Zunachst wurde die Druck-Volumen-Kurve zur
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Evaluation der linksventrikularen Basisfunktion in Ruhe aufgezeichnet. Anschlielend
wurde ein venoser Bolus von 10 yL 10%-iger Kochsalz-Losung verabreicht. Durch die
hierdurch ermittelte Parallel-Konduktanz wurde die Messung dann kalibriert. Zum
Schluss wurden die vorlastunabhangigen Parameter mittels Vena-Cava-Okklusions-
Methode ermittelt. Durch das Abklemmen der Vena cava inferior gelang es, das Herz
vom Einfluss der Vorlast zu befreien. Die anschlieRende Auswertung der Druck-Volumen-
Kurven erfolgte mit dem Programm CircLab (GTX Medical Software, Zoetermeer,
Niederlande). Die ermittelten Parameter sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Wahrend der hamodynamischen Untersuchungen verstarben 9 Tiere vor der
erfolgreichen Beendigung der Messungen. Diese wurden deshalb zur hAmodynamischen
Analyse nicht herangezogen. Fur die Auswertung der kardialen Hamodynamik wurden
somit in den Gruppen CO 8d und E+ 8d jeweils 5 Mause, in der Gruppe CVB+ 8d
6 Mause und in der Gruppe CVB+/E+ 8d 7 Mause berucksichtigt. Alle anderen Gruppen

umfassten jeweils 8 Tiere.

Tabelle 4 - Himodynamisch bestimmte Parameter.
Parameter mit Abktrzungen und Einheiten.

Abkiirzung Einheit
Globale Funktion:
- Herzfrequenz (Anzahl der Herzschlage/ Minute) HF min™’
- systolischer arterieller Blutdruck SAP mm Hg
- linksventrikulares endsystolisches Volumen LVESV pL
- linksventrikulares enddiastolisches Volumen LVEDV uL
- linksventrikulares Schlagvolumen (LVESV — LVEDV) SV pL
- Herzzeitvolumen (HF x SV) HzZV mL/min
- linksventrikulare Ejektionsfraktion (SV / LVEDV x 100) LVEF %
Systolische Funktion:
- linksventrikularer systolischer Druck LVP mm Hg
- maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (ermittelt dP/dtmax mm Hg/s
durch die 1. Ableitung der Druckanstiegskurve wahrend der
Systole)
Diastolische Funktion:
- linksventrikularer enddiastolischer Druck LVEDD mm Hg
- maximale linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit (ermittelt dP/dtmin mm Hg/s

durch die 1. Ableitung der Druckabfallskurve wahrend der Diastole)
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2.3 Gewinnung und Konservierung der Proben

Nach der hamodynamischen Messung wurden die Tiere euthanasiert und das Herz sowie
die Lungen unter sterilen Bedingungen entnommen. Das Herz wurde anschliel3end
gewogen. Zuvor waren die Atrien auf der atrioventrikular Ebene abgetrennt und das
verbliebene intraventrikulare Blut mit 1x PBS heraus gespult worden. Nach dem Wiegen
wurden die linken Ventrikel in 3 gleiche Teile aufgeteilt.

Eine Probe wurde fur die Dauer von 24 h in neutral gepufferter, 4%iger Formalin-Losung
fixiert und in Paraffin eingebettet. Mithilfe eines Gewebeeinbettungsautomaten (Shandon,
Frankfurt/Main, DE) wurden sie hierfur zweimal 1 h mit 70% Ethanol (v/v), dreimal 2 h mit
96% Ethanol (v/v), zweimal 1 h mit 100% Ethanol, einmal 1 h mit 66% Ethanol in Xylol
(v/v), einmal 1 h mit 33% Ethanol in Xylol (v/v) und einmal 1 h mit Xylol behandelt und
dann zweimal 2h in Paraplast® bei 56°C eingebettet. Die so entstandenen
Paraffinblocke wurden dunkel bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Das zweite Stuck wurde in das Medium Tissue Tec® (Sakura, Tokyo, Japan) eingebettet,
mittels flussigem Stickstoff schockgefroren und anschlielend bis zur Weiterverwendung
bei -80°C gelagert.

Das verbliebene dritte Stuick wurde in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C

gelagert.

Die Lungen wurden zur Ermittlung einer moglichen kardial bedingten pulmonalvendsen
Stauung unmittelbar nach der Entnahme und nach einer 3-tdgigen Trocknung unter
Zugluft gewogen.

Die gesamte Gewinnung und Konservierung der Proben erfolgten unter sterilen

Bedingungen, um eine Kontamination mit Fremdstoffen zu vermeiden.

2.4 RNA-Transkriptionsanalysen

Fur die Analyse der RNA-Transkription wurde die RNA zunachst aus dem Gewebe
extrahiert und gereinigt. AnschlieBend wurde sie in komplementare Desoxyribo-
nukleinsauren (cDNA: complementary-deoxyribonucleic acid) revers transkribiert und
schlieBlich mittels gPCR quantifiziert. Die Kombination aus reverser Transkription und
gPCR wird auch als RT-gPCR bezeichnet.

2.4.1 Extraktion und Reinigung der RNA
Die Extraktion der RNA erfolgte unter Zuhilfenahme der leicht modifizierten Single-Step-

Methode von Chomczynski 176177 Hierfur wurden jeweils 30 mg der unfixierten, bei -80°C
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gelagerten Myokardproben verwendet. Die gefrorenen Gewebssticke wurden mit 800 pyL
Trizol® versetzt und mittels Pellet Pestles® homogenisiert. Durch das Trizol® wurden die
Zellen lysiert und die Proteine denaturiert. Die RNA-Struktur blieb jedoch unverandert.
Nach einer 5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 160 yL Chloroform
hinzugefugt. Der Ansatz wurde geschuttelt und dann 15 min bei 12.000 g und 4°C
zentrifugiert. Hierdurch kam es zur Separierung des Homogenisates in 3 Phasen. Die
obere wassrig-durchsichtige Phase enthielt die extrahierte RNA. Sie wurde entnommen
und mit 400 pL Isopropanol versetzt. Nach 10-minudtiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde das Gemisch 10 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Dabei
kam es zur Ausfallung der RNA in Form von Pellets am Boden des Reaktionsgefalies.
Der nicht mehr benétigte Uberstand wurde verworfen. Zur weiteren Verarbeitung wurden
die RNA-Pellets mit 100 yL RNAse-freiem Aqua dest. vorsichtig resuspendiert. Die so
extrahierte RNA wurde anschlieBend mittels RNeasy-Kit®, bei dem die Silicagel-
Membran-Technik mit Mikrozentrifugationstechnik kombiniert wird, weiter gereinigt.
Hierfur wurde der RNA-Suspension 350 uL RLT-Puffer, 3,5 yL B-Mercapto-Ethanol und
250 pyL Ethanol hinzugefugt. Nach gutem Vermengen wurde das Gemisch auf die
RNeasy Mini-Spin®-Saule aufgetragen und 15 s bei Raumtemperatur und 10.000 U/min
zentrifugiert. Dabei wurde die RNA an die Membran der Saule gebunden. Die restlichen
Bestandteile wurden herauszentrifugiert und anschlielend verworfen. Durch Substitution
von 350 uL RW1-Waschpuffers und 15-sekundigem Zentrifugieren bei 10.000 U/min und
Raumtemperatur wurde die Saule gewaschen. Zur Eliminierung eventuell verbliebener
Desoxyribonukleinsaure (DNA: deoxyribonucleic acid)-Reste wurde das RNase-free
DNAse-Set®, bestehend aus einem Gemisch von 10 yL DNAse und 70 yL RDD-Puffer,
auf die Saulen gegeben. Wahrend des folgenden Waschens der Saulen wurden zuerst
350 yL RW1-Waschpuffer auf die Saule aufgetragen. Diese wurden dann 15s bei
Raumtemperatur mit 10.000 U/min zentrifugiert. Nachfolgend wurde 50 uL RPE-Puffer
auf die Saule gegeben und diese wurde bei Raumtemperatur mit 10.000 U/min 2 min
zentrifugiert. Durch erneute einminitige Zentrifugierung bei Raumtemperatur und
10.000 U/min wurden die Saulen getrocknet, bevor die gereinigte RNA mittels 80 pL
RNAse-freiem Aqua dest. und durch erneute 1-minutige Zentrifugation bei 12.000 U/min
eluiert wurde. AnschlieBend wurde zur Ermittlung der RNA-Konzentration 1 pL jeder
Probe photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm mit Hilfe des ND-1000 Spektro-
Photometers (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, Delaware, USA) untersucht.
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2.4.2 Reverse Transkription

Zur Uberfihrung der RNA in cDNA wurde das High-Capacity-cDNA-Archive-Kit®
verwendet. Dieses enthielt die Reverse Transkriptase des Moloney-Murine-Leukemia-
Virus, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche komplementar zu den RNA-
Einzelstrangen die cDNA-Einzelstrange bildet. Je 1,5 yg RNA wurde auf ein Volumen
von 50 yL mit RNAse-freiem Wasser aufgefullt und anschlieBend mit 50 pyL 2x RT-
Mastermix, bestehend aus 10 uL 10x Reverse Transkriptions-Puffer, 4 uL 25x dNTP-Mix,
10 yL 10x Random-Primer, 5 pL MultiScribe Reverse Transkriptase (50 U/uL) und 21 pL
RNAse-freiem Wasser, versetzt. Das Gemisch wurde mittels PCR-Mastercycler gradient
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE) fur 10 min auf 25°C und dann fur 120 min auf 37°C
erwarmt. Schliel3lich erfolgte eine Erhitzung fur 8 s auf 85°C. Dies fuhrte zur Zerstérung
der RNA und der an Reaktion beteiligten Enzyme. Die cDNA Uberstand diesen letzten

Schritt und wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Um mit diesem Verfahren die Menge einer vorliegenden RNA zu quantifizieren, muss
diese zuvor in cDNA umgewandelt werden. Das Prinzip der gPCR geht auf Higuchi et al.
zurlick'”®, Es beruht auf dem von Mullis et al. entwickelten Prinzip der Polymerase-
kettenreaktion (PCR), bei der die zu replizierende DNA in vitro exponentiell amplifiziert
wird'®, Es besteht aus drei sich wiederholenden Einzelschritten: Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation. Das Prinzip ist in Abbildung 2 schematisch
dargestellt. Durch die Ergédnzung von Farbstoffen oder Sonden, deren
Fluoreszenzemission wahrend der Amplifikation direkt proportional zur DNA-Menge
zunimmt, kann auf den initialen DNA-Gehalt geschlussfolgert werden. In dieser Arbeit
wurde das TagMan®-System (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) zur
Echtzeitquantifizierung der DNA verwendet. Beim TagMan®-System bindet eine
spezifische Sonde wahrend der Primerhybridisierung komplementar an die Zielsequenz
des Matrizenstrangs. Sie besitzt 2 Bestandteile: den Reporter, ein Fluoreszein-Derivat
und den Quencher, ein Rhodamin-Derivat. Damit die Sonde nicht als Primer fungiert, ist
der Quencher am 3’-Ende phosphoryliert. Im Grundzustand sind Reporter und Quencher
raumlich eng gelagert, so dass die Fluoreszenzenergie des Reporters mittels
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer auf den Quencher Ubertragen wird und eine
Fluoreszenz unterdrickt wird. Stol3t die AmpliTag-DNA-Polymerase des TagMan®-
Systems wahrend der Elongationsphase auf eine Sonde, wird diese entfernt und
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gespalten. Hierdurch werden Reporter und Quencher raumlich getrennt. Der Reporter
kann nun fluoreszieren. Dies wird durch das TagMan®-System detektiert. Mit steigender
PCR-Zyklenzahl nimmt die Anzahl der Amplifikate und fluoreszierenden Reporter direkt
proportional zu.
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o Denaturierung (Schmelzen) bei ca. 96°C
o Primerhybridisierung (Anlagerung) bei ca, 68°C
€) Elongation (Verlangerung) bei ca. 72 °C

Abbildung 2 - Ablauf einer PCR.

Amplifikation durch Wiederholung der 3 Einzelschritte:

(1) Denaturierung: Durch Erhitzung werden die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
komplementaren Basen aufgehoben, wodurch DNA-Einzelstrange entstehen.

(2) Primerhybridisierung: Anlagerung sequenzspezifischer Oligonukleotide, sogenannter Primer, an die
Einzelstrange. Zur Amplifizierung eines bestimmten DNA-Bereiches werden 2 flankierende Primer bendtigt.
(3) Elongation: Ausgehend von den Primern erfolgt komplementar zur DNA-Einzelstrang-Matrize in
3’-Richtung die Polymerisation des Gegenstrangs. Dies erfolgt durch die Tag-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus, welches die folgende Denaturierung unbeschadet lbersteht.

(Bildquelle: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=24766511 am 10.10.2016 um 9.00 Uhr)

Um auf die ursprungliche DNA-Menge zu schlie3en, wird der threshold-cycle-(Ct)-Wert
ermittelt. Dieser beschreibt den Ubergang der Fluoreszenz vom Hintergrundsignal zum
exponentiellen Signalanstieg. Durch Subtraktion der Ci-Werte des untersuchten Gens

und eines Haushalts-(Housekeeping)-Gens kann AC: ermittelt werden. Durch die Formel:
EZ = 2-ACt
wird dann die relative Expression des Zielgens (Ez) berechnet.

In der vorliegenden Arbeit wurden fur alle Genexpressionsanalysen jeweils 1 yL der zu
untersuchender cDNA, 10 yL TagMan® Universal PCR Master Mix, 8 uL DNAse-freies
Aqua dest. und 1 uL des jeweiligen TagMan® Gene Expression Assay’s verwendet. Mit
Hilfe des AbiPrism™ 7900HT Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster
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City, Kalifornien, USA) wurden die PCR (Initialphase: 10 min bei 95°C zur Denaturierung
und Aktivierung; anschliefend im Wechsel: 10 s Denaturierung bei 95°C und 1 min
Primerhybridisierung sowie Elongation bei 60°C) und die Fluoreszenzmessung parallel
durchgefuhrt. Alle Amplifikationen wurden doppelt bestimmt und deren Mittelwert
verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde der cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
(CDKN 1B) genutzt, fur welches im Myokard keine Expressionsregulation nachgewiesen
werden konnte'®. Die verwendeten TagMan® Gene Expression Assays sind in
Tabelle 5 zusammengefasst.

Bei der Auswertung der RNA-Transkriptionsanalysen zeigte sich fur jeweils 1 Tier der
Gruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d intraindividuelle Abweichungen zwischen den doppelt
bestimmten Werten von mehr als 20%. Aufgrund dieser Diskrepanzen, die mutmalflich
einer Verunreinigung oder einem Pipettierfehler geschuldet waren, wurden diese beiden
Tiere von den Genexpressionsanalysen ausgeschlossen. Konsekutiv bestanden
wahrend der RNA-Transkriptionsanalyse die Gruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d nur aus
jeweils 7 Mausen.

Tabelle 5 - Verwendete TagMan® Gene Expression Assays.
Dargestellt sind die untersuchten Gene mit der jeweiligen Assay-ldentifikationsnummen.

Gen Assay-ldentifikationsnummer Gen Assay-ldentifikationsnummer
ANP MmO01255747_g1 TIMP-1 Mm01341361_m1

Col | Mm01302043_g1 TIMP-2 Mm00441825_m1

Col Il Mm01254467_m1 TIMP-4 Mm00446568_m1

MMP-2  Mm01253621_m1 CCN2 Mm01192933_g1

MMP-3  MmO01168406_g1 TNF-a Mm00443258 _m1

MMP-8  MmO00772335_m1 TGF-B MmO00436955_m1

MMP-9  Mm00600164_g1 IL-6 Mm00446190_m1

MMP-12  Mm00500554_m1 IL-10 Mm00439616 _m1

MMP-13 Mm01168713_m1 CDKN 1B Mm00438168_m1

2.4.4 Bestimmung der Viruslast

Die Bestimmung der myokardialen Viruslast erfolgte analog zu den
Genexpressionsanalysen. Der initialen reversen Transkription der Virus-RNA schloss
sich eine qPCR mit dem TagMan®-System an. Zur Quantifizierung der CVB3-Viruslast
wurde ein CVB3-cDNA-Standard-Plasmid mit einer Replikationsrate von 1 x 10° Kopien
als Vergleich verwendet. Jeweils 4 yL cDNA der Probe bzw. des Standard-Plasmids
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wurden zu 12,5 yL TagMan® Universal PCR Master Mix, 1 uL des forward-Primers,
1 yL reverse-Primers, 1 yL MGB-TagMan-Sonde und 5,5 yL RNAase-freies Aqua dest.
gegeben. Die Sequenzen und Bezugsquellen der CVB3-spezifischen Primer und Sonde
konnen Tabelle 6 entnommen werden. Die gPCR mit dem AbiPrism™ 7900HT Sequence
Detection System wurde analog zu den Genexpressionsanalysen durchgefluhrt.
Anschlielend konnte aufgrund des verwendeten CVB3-cDNA-Standard-Plasmids die

Viruslast der einzelnen Proben ermittelt werden.

Tabelle 6 - Verwendete Primer und Sonde zur Bestimmung der Viruslast.
Dargestellt sind die Primer und Sonde zur Bestimmung der Viruslast nebst Sequenz und Bezugsquelle.

Primer/ Sonde Sequenz Bezugsquelle

forward-Primer CCCTGAATGCGGCTAATCC TIB-Molbiol, Berlin, DE
reverse-Primer ATTGTCACCATAAGCAGCCA TIB-Molbiol, Berlin, DE
MGB-TagMan-Sonde 5-TGCAGCGGAACCG Applied Biosystems, Foster City,

Kalifornien, USA

2.5 Aktivitdtsbestimmung von MMP-2 und MMP-9 mittels Zymographie
MMP-2 und MMP-9 sind wichtige MMPs im Rahmen der myokarditischen Pathogenese.
Da ihre Enzymaktivitat vielfaltigen Einflussen unterliegt, wurde fur sie mittels

Zymographie bestimmt. Zuvor wurden die Proteine aus dem Myokard extrahiert.

2.5.1 Proteinextraktion und -quantifizierung

Die Proteinextraktion aus dem Gewebe erfolgte mittels Radioimmunprazipitationstest
(RIPA: Radioimmunoprecipitation-Assay)-Puffer, der aus 1% Nonidet P-40 (v/v), 0,5%
Natriumdesoxycholsaure (w/v), 0,1% Natirumdodecylsulfat (SDS) (w/v) und 98,4%
1x PBS (v/v) besteht. Zur Vermeidung von Proteinmodifikationen durch endogene
Proteasen und Phosphatasen wurden Protease- und Phosphatase-Inhibitoren im
Verhaltnis 1:100 hinzugefugt. Zu je 15g unfixiertem, -80°C tiefgefrorenem
Myokardgewebe wurden 230 yL RIPA-Puffer gegeben und anschliel3end mit dem Pellet
Pestles® auf Eis homogenisiert. Nach einer Zentrifugation fur 15 min mit 13.200 U/min
bei 4°C enthielt der Uberstand die extrahierten Proteine. Er wurde abpipettiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Zur Quantifizierung der extrahierten Proteine wurde das BCA-Protein-Assay-Kit®
verwendet. Dieses beruht auf einer von Lowry et al. beschriebenen Methode'®'. Wahrend
des ersten Schritts bilden Kupfer(ll)-lonen in alkalischem Milieu Komplexe mit
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Peptidverbindungen. Im zweiten Schritt reagieren diese Kupfer(ll)-lonen mit den
Proteinen zu Kupfer(l)-lonen. Diese bilden mit der im Assay enthaltene Bicinchoninsaure
violette Komplexe, die photometrisch bei einer Wellenlange von 562 nm quantifiziert
werden'®. Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde die BCA-Arbeitsldsung,
bestehend aus Reagenz A und Reagenz B, in der Konzentration 50+1, hergestellt. Je
3 uL der zu quantifizierenden Proteinprobe wurde schonend aufgetaut mit 150 uL Aqua
bidest. verdunnt. Da der Proteingehalt spater von einer Eichkurve abgeleitet werden
sollte, wurde zur Erstellung der Eichkurve eine Verdlinnungsreihe mit bekannten
Konzentrationen bovinen Serumalbumins angelegt. Zu je 10 yL Probe, respektive
verdunntem bovinen Serumalbumin, wurden 200 pyL BCA-Arbeitslosung gegeben.
Dieses Gemisch wurde luft- und wasserdicht verschlossen und 30 min bei 60°C im
Wasserbad inkubiert. Mit dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-
Messegerat Sunrise Absorbance Reader (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) wurde
die Absorption bestimmt und unter Zuhilfenahme der Eichkurve auf die
Proteinkonzentration geschlussfolgert. Alle Bestimmungen erfolgten im Doppelansatz.

2.5.2 Zymographie

Die Zymographie dient der spezifischen Aktivitatsbestimmung proteolytischer Enzyme.
Sie besteht aus 2 Schritten: der Gelelektrophorese, bei der die Proteine der Grol3e nach
aufgetrennt werden, und dem Substratverdau, bei dem die jeweilige Enzymaktivitat
quantifiziert wird'®. Die Auftrennung der EiweiBe erfolgte mit Hilfe der
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Das Detergenz
SDS bindet an die Proteine, denaturiert sie und maskiert die individuellen Ladungen ihrer
Aminosauren. Da es anionisch ist, wandern die Proteine wahrend der Elektrophorese von
der Kathode zur Anode und werden entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt.
Fur den 2. Schritt enthalt das Polyacrylamidgel Gelatine, die als Substrat von den zu
untersuchenden Proteasen MMP-2 und MMP-9 verdaut wird. Die zuvor denaturierten
Proteine werden hierfur durch das Detergenz Triton X-100 wieder renaturiert. Nach dem
Verdau kann durch die Anfarbung der Substratreste auf die Enyzmaktivitat geschlossen
werden. Durch die elektrophoretische Auftrennung kann diese dann einer Protease
zugeordnet werden. Die Bande bei 72 kDa entspricht der MMP-2-Aktivitat und die Bande
bei 90 kDa der MMP-9-Aktivitat.

Das in dieser Arbeit eingesetzte 10%ige Polyacrylamidgel enthielt einen Anteil von 0,1%

Gelatine. In die Taschen an der Kathode des Gels wurden je 40 pg Proteinextrakt mit
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20 yL Ladepuffer (50 mM Tris-HCI, 10% Glycerin (v/v), 1% SDS (w/v), 0,005%
Bromphenolblau (w/v), pH 6,8) gegeben, vermengt und 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Vergleichsmarker wurden 15 pL peqGOLD Protein-Marker V in eine Tasche
pro Gel gegeben. Die Elektrophorese erfolgte mit einem Elektrophoresepuffer
(250 mM Trishydroxymethyl-aminomethan, 192 mM Glycin, 0,1% SDS (w/v), pH 8,3) bei
einer Spannung von 100 V bis die Lauffront die Kathode fast erreichte. Zur Vermeidung
einer Hitze-induzierten unspezifischen Spaltung der Gelatine und irreversiblen
Denaturierung der Proteasen wurden Elektrophoresepuffer und Gel wahrend der
Elektrophorese gekuhlt. Anschlieend wurden die Gele dreimal 20 min in 2,5% Triton X-
100 schuttelnd gewaschen und hierdurch das gebundene SDS entfernt. Dem folgend
wurde das Gel zweimal durch 20-minutiges Schutteln im Entwicklungspuffer (5 mM Tris-
HCI, 20 mM NaCl, 0,5 mM CacCl., 1uM ZnCl, 0,002% NaNs (w/v)) erneut gewaschen.
Dieser Puffer stellte Zink und Kalzium fur die Aktivierung der Zink- und Kalzium-
abhangigen Proteasen zur Verfugung. SchlieB3lich wurde das Gel uber Nacht (18 h) unter
Schutteln und bei Raumtemperatur im Entwicklungspuffer inkubiert. Dann wurde das Gel
mit Coomassie-Farbelosung (0,5% Coomassie-Blue G-250 (w/v)), die sich an der
ungespaltenen Gelatine anlagert, fur 3 h gefarbt. Mittels Entfarbeldsung (10% Essigsaure
(v/v), 30% Methanol (v/v)) wurde der Uberschussige Coomassie-Farbstoff entfernt. Die
entwickelten Gele wurden mit dem Transluminator BioDoc Analyse System (Biometra,
Gottingen, Deutschland) bei Unterlicht digital abfotografiert (Blende: 4,0, Belichtungszeit:
1000 ms). Dabei wurde das Licht vom Coomassie-Farbstoff absorbiert. In Abhangigkeit
von der gespaltenen Menge an Gelatine wurde das Licht nicht absorbiert und gelangte
durch das Gel. Die relative Quantifizierung der Lichtmenge und somit der
Gelatinaseaktivitat erfolgte mit der Analysesoftware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, Maryland, USA). Da nicht alle Proben auf einem Gel untersucht
werden konnten, wurde, um Unterscheide beim Ablauf der Zymographie auszugleichen,
auf jedem Gel das Proteinextrakt eines Abgleichtieres aufgetragen und mit dessen Hilfe
die relativen Aktivitaten der anderen Proben adjustiert. Die Enzymaktivitaten wurden als
relative Aktivitat auf den Mittelwert der Aktivitdt der Gruppe CO 8d bezogen und als
Vielfaches hiervon angegeben.

2.6 Histochemische und Immunhistochemische Untersuchungen
Hierunter versteht man die selektive Darstellung von chemischen Gruppen bzw.

einzelnen Proteinen in Gewebsschnitten, deren mikroskopische Analyse eine
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Quantifizierung und Lokalisierung innerhalb des Gewebes respektive der Zellen
ermoglicht.

2.6.1 Anfertigung von Paraffin- und Gefrierschnitten

Die in Paraffin eingebetteten Proben wurden mithilfe eines Rotationsmikrotoms in 5 ym
dicke Scheiben geschnitten und in ein 50°C warmes Wasserbad Uberfuhrt. Von dessen
Oberflache wurden sie Uberlagerungs- und luftblasenfrei auf einen Objekttrager
ubertragen und fur 15 min in einem Trockenschrank inkubiert. Dann wurden sie Uber
Nacht bei 37°C getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur
trocken gelagert.

Die bei -80°C gelagerten und in TissueTec® eingebetteten Gewebeproben wurde mit
dem Kryostaten Jung CM 3000 (Leica, Bensheim, DE) bei einer Messertemperatur
von -20°C und einer Kuhlkammertemperatur von -15°C in 5 um dicke Scheiben
geschnitten und auf einen Objekttrager Ubertragen. Diese waren zuvor 5 min in 10%igem
Poly-L-Lysin eingetaucht worden, um die Adhasion der Schnitte an die Objekttrager zu
fordern. Dann wurden sie 10 min in reinem, 4°C kalten Aceton fixiert und bei -20°C

gelagert.

2.6.2 Sirius Red-Farbung zur Bestimmung des Gesamtkollagengehaltes

Die Sirius Red-Farbung ist eine Methode zur Darstellung von Kollagen I- und Kollagen IlI-
Fibrillen im Polarisationslicht'®. Nach der Anfarbung leuchtet Kollagen im zirkular
polarisierten Licht hell vor dem dunklen Hintergrund, wobei dinne Fasern grun und dicke

Fasern gelb oder orange schimmern?eS,

Fur diese Farbung wurden Paraffin-Schnitte verwendet, die zur Entparaffinierung dreimal
10 min in 100%igem Xylol inkubiert und anschlielend mit einer absteigenden
Alkoholreihe (je 5 min in 100%igem, 90%igem, 70%igem, 30%igem Ethanol (v/v) und
Aqua bidest.) rehydriert wurden. Dann wurden die Schnitte fur 1 h in der Sirius Red-
Farbeldsung, bestehend aus 1,2% Pikrinsaure (w/v) und 1% Picrosirius Red (w/v), unter
standigem Schutteln inkubiert. Zur Entfernung des Uberflissigen Sirius Red-Farbstoffs
wurden die Schnitte in einer 0,01 M HCI-Losung eingelegt, mittels aufsteigender
Alkoholreihe (je 5 min in 30%igem, 70%igem, 90%igem und 100%igem Ethanol (v/v))
wieder dehydriert und durch Xylol vom Ethanol befreit. AnschlieRend wurden die Schnitte
mit xylolloslichem Corbit-Balsam eingedeckt.
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2.6.3 Nachweis apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Farbung

Mit der von Gavrieli entwickelten Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-
biotin Nick-End Labeling-(TUNEL)-Methode gelingt es, DNA-Fragmente, die wahrend der
Apoptose durch Endonukleasen entstehen, nachzuweisen'®. Hierbei koppelt das Enzym
terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) Biotin-markiertes Desoxyuridintriphosphat
(dUTP) an die 3'OH-Enden von DNA-Fragmenten. Uber (Strept-)Avidin bindet die
Meerrettichperoxidase (HRP: horseradish peroxidase) an diese Fragmente und

katalysiert die Umwandlung eines Substrates in einen Farbstoff.

Die Durchfuhrung der Farbung erfolgte mit dem DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System
unter Beachtung des Herstellerprotokolls. Die Gefrierschnitte wurden 5 min in 0,85%
NaCl (w/v) und 1x PBS aufgetaut und an das Puffermilieu gewohnt. Dann wurden sie fur
15 min in 10%iges, gepuffertes Formalin (v/v) verbracht und anschlielRend erneut 5 min
in 1x PBS gewaschen. Um das Gewebe fur die nachfolgend eingesetzten Enzyme
permeabler zu machen, wurden die Schnitte 30 min in 0,002% Proteinase K (w/v)
inkubiert. Nach erneutem 5-minatigen Waschen in 1x PBS wurden die Objekttrager fur
5 min mit 10%igem, gepufferten Formalin behandelt und erneut mit 1x PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit dem Ausgleichspuffer aus dem Kit bedeckt, bevor
sie mit jeweils 100 yL rTdT-Reaktions-Mix, bestehend aus 98 pL Ausgleichspuffer,
1 pL biotinyliertem Nukleotid-Mix und 1 pL rekombinanten TdT, benetzt und 60 min bei
37°C inkubiert wurden. Der Reaktionsmix wurde dann mittels 15-minitigem Waschen in
2x Natrium-Zitrat-Puffer (SSC: Standard Saline Citrate) und zweimal 5-minutigem
Waschen in 1x PBS entfernt. Um zu vermeiden, dass endogene Peroxidasen das
Ergebnis verfalschen, wurden diese durch eine 5-minutige Behandlung mit 0,3%igem
H20> (v/v) blockiert. Im Folgenden wurden die Schnitte mit dem (Strept-) Avidin-HRP-
Komplex, der 1:500 in 1x PBS verdinnt wurde, benetzt. Nach einer Einwirkungszeit von
30 min wurden die Objekttrager zweimal fur 5 min in 1x PBS gewaschen. Zur Entwicklung
der Farbung wurden die Schnitte 10 min in 0,05%-igem Diaminobenzidin in 1x PBS,
einem Substrat der HRP, verbracht und danach einige Minuten mit Aqua bidest. gespuilt.
Anschliellend wurden Zellkerne und Zytoplasma durch kurzes Tauchen in Hamalaun und
nachfolgend in warmem Leitungswasser gegengefarbt. Zuletzt wurden die Schnitte mit
Glyceringelatine und Deckglasern eingedeckt. Zur Detektion etwaiger unspezifischer
Anfarbungen wurden Negativkontrollen, bei denen der rTdT-Reaktions-Mix weggelassen

wurde, mitgefuhrt.
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2.6.4 Immunhistochemische Farbungen

Das auf Coons zuruckgehende Prinzip der immunhistochemischen Farbungen besteht
darin, dass Oberflachenantigene von Gewebsschnitten durch Antikorper farblich markiert
werden'®. In der vorliegenden Arbeit wurden indirekte Darstellungsverfahren angewandt.
Hierbei binden spezifische, hochaffine Primar-Antikorper an Epitope der zu
analysierenden Struktur. An deren Fc.-Segment binden dann Sekundar-Antikorper. Da
mehrere Sekundar-Antikorper an das Fc.-Segment eines Primar-Antikdrpers binden
konnen, wird die Sensitivitat der Methode erhoht'. An den Sekundar-Antikorper ist ein
Enzym als Detektionssystem gekoppelt. In der vorliegenden Arbeit wurden die einfache
indirekte, die (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex (ABC)- und die Polymer-Methode
angewandt. Die 3 Methoden sind in Abbildung 3 dargestellt und erklart. Die verwendeten
Primar- und Sekundar-Antikorper, deren Spezifikation und Verdinnung konnen

Tabelle 7 entnommen werden.

Polymer aus:
- Sekundar-Antikorper
Avidin-Biotin-Enzym- o o - Dextran—GerﬁstO
Komplex aus: o x o x o Enzym
- Avidin x
- Biotin :) :)
g 2L
Enzym ' | |
Enzym-gekoppelter Biotinyierter Polymerisierter
Sekundar-Antikorper Sekundar-Antikorper | | Sekundér-Antikorper
Primar-Antikorper Priméar-Antikorper Priméar-Antikorper
GewebsantigenAA GewebsantigenAA GewebsantigenAA
(A) Einfache indirekte Methode (B) ABC-Methode (C) Polymer-Methode

Abbildung 3 - Schema der einfachen indirekten (A), (Strept-)Avidin-Biotin-Komplex (ABC)- (B) und
Polymer-Methode (C).

Der Primar-Antikérper bindet spezifisch an das Gewebsantigen. An diesen bindet (A) der Enzym-
gekoppelte Sekundar-Antikdrper, (B) der biotinylierte Sekundar-Antikorper, der Uber Avidin (4 Biotin-
Bindungsstellen) mit maximal 3 biotinylierten Enzymen einen Komplex eingeht, und (C) der polymerisierte
Sekundar-Antikdrper, der Uber ein Dextran-Polymer mit mehreren Sekundar-Antikdrpern und vielen
Enzymen verbunden ist. Durch Bindung mehrerer Enzyme an den Sekundar-Antikdrper bei der ABC- und
Polymer-Methode (3 bzw. bis zu 70) wird die Sensitivitdt gesteigert. Modifiziert nach Peterson und
Pederson'®.

2.6.4.1 Durchfiihrung der einfachen indirekten Methode
Diese Methode wurde zur Farbung von ICAM-1 verwendet. Die verwendeten Primar- und
Sekundarantikorper sowie die jeweiligen Verdunnungen koénnen der Tabelle 7

entnommen werden. Die fur diese Farbung verwendeten Gefrierschnitte wurden
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zunachst 5 min in 1x PBS inkubiert. Anschlieend wurden die einzelnen Farbefelder mit
einem Glasdiamantschliff umrandet und somit die Farbefelder fir einen 6konomischen
Antikorpereinsatz begrenzt. Die gewebseigenen Peroxidasen wurden durch 10-minutiges
Verweilen der Objekttrager in 0,075% H20:2 (v/v) inaktiviert. Dann wurden die Schnitte
zweimal 5 min in 1x Tris-gepufferter Salzlosung (TBS: tris buffered saline) gewaschen.
Zur Absattigung elektrostatischer Ladungen zwischen den Proteinen und zur Vermeidung
unspezifischer Anfarbungen wurden die Objekttrager 30 min mit einer Losung, bestehend
aus 1x TBS, Normalserum und 4 Tropfen Avidin pro verwendetem mL LOsung, benetzt.
Hiernach wurden jeweils 100 pL des in 1x PBS und 10% fetales Kalber-Serum (FKS)
verdunnten Primar-Antikorpers auf die Farbefelder aufgetragen und 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikorper wurden im Anschluss durch
zweimaliges 5-minutiges Waschen in 1x PBS entfernt. Nun wurde der in 1x PBS und
10% FKS verdunnte Sekundar-Antikorper auf die Farbefelder gegeben und ebenfalls
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberschussigen, nicht gebundenen Sekundar-
Antikorper wurden dann durch 2 erneute, jeweils 5 min andauernde Waschschritte in
1x TBS eliminiert.

2.6.4.1 Durchfiihrung der ABC-Methode

Diese Methode wurde verwendet, um die CD3-positive und CD11b-positive Zellen sowie
das vaskulare Zelladhasionsmolekul-1 (VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1)
darzustellen. Die detaillierten Informationen Uber die verwendeten Primar- und Sekundar-
Antikorper kdnnen Tabelle 7 entnommen werden.

Zu Beginn wurden die Gefrierschnitte zweimal mit Aqua bidest. aquilibriert. Die einzelnen
Farbefelder wurden mit einem Diamantschliff zur Okonomisierung des
Antikorperseinsatzes umrandet. Die endogenen Peroxidasen der Proben wurden
anschlieBend durch 10-minutiges Verweilen in 0,075% H202 (v/v) blockiert. Nach
zweimal 5-minuatigem Waschen in 1x TBS wurden die Objekttrager abhangig vom jeweils
verwendeten Sekundar-Antikorper fur 30 min bei Raumtemperatur mit einer Blocklosung
behandelt. Diese sollte die Ladungen der Proteine absattigen und das endogene Avidin
blockieren, um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu verhindern. Sie bestand fur das
ABC-Kit anti Goat-System aus 1,5% Normalserum (v/v) und 4 Tropfen/mL Avidinblock
aus dem Avidin-Biotin-Blocking Kit in 1x TBS und fur das Dako EO 468-System aus
10% Normalserum (v/v), 1% BSA (v/v) und 4 Tropfen/mL Avidinblock aus dem Avidin-
Biotin-Blocking Kit in 1x TBS. Im Anschluss wurden die Farbefelder mit 100 yL der
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jeweiligen Primar-Antikorper-Losung fur 60 min bei Raumtemperatur benetzt. Diese
bestand aus dem Primar-Antikorper, der wie in Tabelle 7 angegeben, mit einer Losung
aus 1% BSA (v/v), 4 Tropfen/mL Biotinblock des Avidin-Biotin-Blocking Kit und 1x TBS
verdunnt war. Der Biotinblock verhinderte eine unspezifische Farbung des Hintergrundes
durch Blockade des endogenen Biotins. Bevor die jeweiligen Sekundar-Antikorper
ebenfalls 60 min einwirken konnten, wurden die Objekttrager zweimal 5 min in 1x TBS
gewaschen und somit von nicht gebundenen Primar-Antikopern befreit. Entsprechend
den Angaben in Tabelle 7 wurden der Sekundar-Antikorper des ABC-Kit anti Goat-
System mit 1,5% Normalserum (v/v) in 1x TBS und der Sekundar-Antikorper des Dako
EO 468-System mit 1% BSA (v/v) in 1x TBS verdunnt. Die nicht gebundenen
biotinylierten Sekundar-Antikorper wurden durch zweimal 5-minutiges Waschen in
1x TBS entfernt. Die Schnitte wurden daraufhin fur 30 min bei Raumtemperatur mit dem
ABC-Kit benetzt, welches Komplexe aus Avidin, Biotin und dem Enzym des
Detektionssystems enthielt. Die Uberschussigen, nicht an Zweit-Antikoper gebundenen
Komplexe wurden wiederum durch zweimal 5-minatiges Waschen in 1x TBS von den

Schnitten gespult.

2.6.4.1 Durchfiihrung der Polymer-Methode
Dieses Prinzip wurde fur die Farbung von Kollagen [, Kollagen IlI, MMP-9 und Nitrotyrosin
angewendet. Zunachst wurden die eingefrorenen Schnitte 5 min an das Puffermilieu von
1x PBS gewohnt. Dann wurden die Objekttrager fir 10 min in eine 0,075% H2O2-Lésung
eingebracht, um endogene Peroxidasen zu blockieren. Die Schnitte wurde anschlie3end
durch 5-minttiges Waschen in 1x PBS vom H20: befreit. Hiernach wurden die
Farbefelder mit einem Diamantschliff umrundet und mit je 100 pL der jeweiligen Primar-
Antikorperlosung benetzt, welche dann fur 60 min bei Raumtemperatur auf den Schnitten
verblieb. Sie bestand aus der in Tabelle 7 angegebenen Primar-Antikorper-Konzentration
in 10% FKS und 1x PBS. Die nicht gebundenen Antikorper wurden im Anschluss durch
zweimaliges, je 5-minutiges Waschen in 1x PBS entfernt. AnschlieRend wurde der
EnVision™-Sekundar-Antikdrper unverdunnt auf die Farbefelder aufgetragen und
inkubierte dort bei Raumtemperatur fur 30 min. Hiernach wurden die ungebundenen

Zweit-Antikorper zweimal fur je 5 min mit 1x PBS von den Schnitten gewaschen.

39



0) 4

Tabelle 7 - Verwendete Primar- und Sekundarantikorper fiir die Immunhistochemie.
Aufgelistet sind die verwendeten Primar- und Sekundar-Antikorper, sowie deren Ursprungsspezies, Bezug und Verdinnung. Zudem ist die der

Farbung zugrundeliegende Methode angegeben.

1. Antikorper Spezies Verdiinnung 2. Antikorper Spezies Verdiinnung| Methode
Anti-CD3 Ziege 1:150 Biotinylated Rabbit Anti-Goat IgG Kaninchen 1:400 ABC
(Santa-Cruz Biotechnology, Santa anti Maus Antibody BA-5000 (Vector Laboratories, anti Ziege
Cruz, Kalifornien, USA) Burlingame, Kalifornien, USA)
Anti-CD 11b Ratte 1:50 Dako EO 468 (Dako, Glostrop, Kaninchen 1:200 ABC
(BD-Pharmingen, San Diego, anti Maus Danemark) anti Ratte
Kalifornien, USA)
Anti-ICAM-1 Hamster 1:50 Dianova # 127-035-160 (Dianova, Ziege 1:100 indirekt
(Pharmingen, San Diego, anti Maus Hamburg, DE) anti Hamster
Kalifornien, USA)
Anti-Kollagen | Kaninchen 1:600 EnVision™ (Dako, Glostrop, Danemark) - Unverdunnt Polymer
(Chemicon, Nirnberg, DE) anti Maus
Anti-Kollagen I Kaninchen 1:200 EnVison™ (Dako, Glostrop, Danemark) - Unverdinnt Polymer
(Calbiochem, Darmstadt, DE) anti Maus
Anti-MMP-9 Kaninchen 1:200 EnVison™ (Dako, Glostrop, Danemark) - Unverdunnt | Polymer
(Chemicon, Nirnberg, DE) anti Maus
Anti-Nitrotyrosin Kaninchen 1:75 EnVision™ (Dako, Glostrop, Danemark) - Unverdinnt Polymer
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE)  anti Maus
Anti-VCAM-1 Ratte 1:50 Dako EO 468 (Dako, Glostrop, Kaninchen 1:200 ABC
(BD-Pharmingen, San Diego, anti Maus Danemark) anti Ratte

Kalifornien, USA)
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2.6.4.2 Enzymatisches Detektionssystem

In der vorliegenden Arbeit wurde die HRP als enzymatisches Detektionssystem
verwendet. Es war direkt oder indirekt Uber einen ABC-Komplex oder ein Dextran-
Polymer an den Sekundar-Antikorper gekoppelt (siehe Abbildung 3). Die HRP wandelt
das Substrat Wasserstoffperoxid (H202) in Wasser und Protonen um. Die Protonen
oxidieren dann das farblose 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), wodurch sich dieses
rosenrot farbt.

In der aktuellen Arbeit wurden nach dem Abwaschen ungebundener Sekundar-Antikorper
oder ABC-Komplexe die Objekttrager fur 12 min mit der AEC-Farbelbsung, bestehend
aus 0,0025% AEC (w/v), 0,05% H202 (viv), 20% N,N-Dimethylamid (v/v),
15 mM Essigsaure und 35 mM Natriumacetat, in Dunkelheit inkubiert. Wahrenddessen
farbte sich das farblose AEC rosenrot. Um diese Reaktion zu terminieren, wurden die
Gewebsschnitte zweimal fur 5 min in 1x PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Objekttrager zur Gegenfarbung von Zellkernen und Zytoplasma kurz in Hamalaun
getaucht und mit warmem Leitungswasser geblaut. In den so entwickelten Schnitten
waren die Antikorper-markierten Strukturen rosenrot und das Ubrige Myokard blau
angefarbt. Zum Schluss wurden die Objekttrager mithilfe von erwarmter Glyceringelatine
und Deckglasern eingedeckt. Um unspezifische Anfarbungen des Hintergrundes durch
den Sekundarantikdrper oder eine unzureichende H2O2-Blockade auszuschliel3en,
wurden Negativkontrollen durchgefuhrt.

2.6.5 Auswertung der histo- und immunhistochemischen Férbungen

Die Farbungen wurden mittels eines Mikroskops ohne Kenntnis der
Gruppenzugehorigkeit computergestutzt ausgewertet. Hierfur wurden 3 Gewebsschnitte
mit jeweils mindestens 20 Gesichtsfeldern analysiert. Endokardiale Strukturen und
Gefalle wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Die Auswertung erfolgte
halbautomatisch mit dem Bildverarbeitungsprogramm Lucia G Version 3.52ab (Lucia
Imaging, Prag, Tschechien). Das Programm erkennt mit Hilfe farbungsspezifischer
Makros die spezifisch angefarbten Strukturen und den Hintergrund. Zur Spezifizierung
konnten einzelne Bereiche der Gesichtsfelder manuell von der Analyse ausgeschlossen
werden. Abhangig vom verwendeten Makro wurde das Verhaltnis zwischen angefarbter
Flache, respektive markierten Zellen, zur Herzflache ermittelt und anschlieRend deren
Mittelwert bestimmt.
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Die Sirius Red-Farbung wurde mit dem Rotationspolarisationsmikroskop Eclipse E 600
Pol (Nikon, Tokyo, Japan) bei zirkular polarisiertem Licht ausgewertet. Die Bilder des
Mikroskops wurden mit der Videokamera Sony 3 CCD (Sony, Tokio, Japan) und dem
Framegrabber Matrox Comet (Matrox Imaging, Dorval, Kanada) digitalisiert und auf einen
Computer Ubertragen. Da bei dieser Farbung lediglich das Kollagen unter polarisiertem
Licht leuchtete, der Hintergrund aber nicht gegengefarbt werden konnte, musste die
Herzflache manuell eingegrenzt werden. Um eine Verfalschung der Analyse durch
perivaskulares Kollagen zu vermeiden, wurde dieses von der Auswertung
ausgeschlossen. Als Resultat wurde das Verhaltnis vom Gesamtkollagen zur Herzflache

mm? Gesamtkollagen/mm? Herzflache) ermittelt.
g

Die Auswertung der Ubrigen Farbungen erfolgte mit dem Durchlichtmikroskop Leica
DMRD (Leica, Bensheim, Deutschland), dessen Bilder mit der Videokamera Sony 3 CCD
(Sony, Tokio, Japan) und dem Framegrabber Matrox Comet (Matrox Imaging, Dorval,
Kanada) auf den Computer Ubertragen und dann ausgewertet wurden. Bei der CD3-,
CD11b- und TUNEL-Farbung wurde die Relation zwischen markierten Zellen und dem
Herzgewebe (Anzahl der Zellen/mm? Herzflache) bestimmt. Fir die ibrigen Farbungen
wurde der Anteil der Flache der spezifisch angefarbten Struktur am Gesamtgewebes
(mm? angefarbte Struktur/mm? Herzflache) ermittelt.

2.7 Statistik

Fur die statistische Analyse und graphische Darstellung der Ergebnisse wurde das
Statistikprogramm GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien,
USA) genutzt. Die Daten wurden als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM: standard error of mean) ausgewiesen. Die graphische Darstellung der Ergebnisse
erfolgte in Form von Saulendiagrammen, welche die MW und mit den Fehlerbalken die
SEM abbilden.

Zur Detektion von Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen wurde zunachst eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Waren die Vergleichsgruppen
verschieden voneinander, wurden sie mit dem post-hoc-Test nach Bonferroni auf
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen untersucht. Ab
einem Wert von p < 0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant gewertet und
entsprechend gekennzeichnet.
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Tabelle 8 - Verwendete Gerite.
Dargestellt sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Laborgerate unter Angabe der Bezeichnung
und der Bezugsquelle.

Arbeitsgerat Bezeichnung Bezugsquelle

250°C Ofen Heraeus, Osterode, Deutschland (DE)
Autoklaviergerat Hartmann & Braun, Frankfurt/Main, DE
Beatmungsgerat Mini-Vent Typ 55-7066 Harvard Apparatus, Massachusetts,

DC Bridge Amplifier Type 660
Diamantschleifer

Differentiator Slope Quotient
Coupler Type 575
Eismaschine

Elektronische Waage
Elektrophoresekammer
ELISA-Messgerat

Framegrabber
Gellaufkammer
Gel-Schlitten
Gewebeeinbettungsautomat

Heart Rate Module HRM
Type 669
Homogernisiergerat

Kihlschrank -20°C
Klhlschrank 4°C
Kuhlschrank -80°C
Klhlschrank -80°C
Kuhlzentrifuge +4°C
Klvetten
Lichtmikroskop

Magnetrihr- und
Erwarmungsplatte
Messzylinder

Mikrokonduktanzkatheter

Mikrotom/ Kryostat
Mikrowelle

Multipipette

ND-1000 Spektro-Photometer

Netzgerat

PCR-Gerat

pH-Meter

Pipetten
Polarisationsmikroskop
Polycarbonat-Tierkafig

Polycarbonat-Tierkafig

Briickenverstarker
Gravier Komplett Set

AF-10
DMS 580
Mini-Protean® 3 Cell

Sunrise Absorbance
Reader
Matrox Comet

Shandon

Pellet Pestle Moto
Economic super

Cooler

Nuaire Ultralow Freezer
(ISH)

Megafuge 1.0R

DMRB
Ikamag RCT

1.2 French

Jung CM 3000
Microwave 800
Mulitpette plus

Standard Power Pack
PCR-Mastercycler gradient
Knick Digital 646
Reference

Eclipse E 600 Pol

Makrolon 11, 26,5 x 20,5 x
14,5 cm

Makrolon I, 42 x 26,5 x
15,5 cm
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USA
Hugo Sachs Elektronik, March, DE

Proxxon, Fohren, DE
Hugo Sachs Elektronik, March, DE

Scotsman, Vernon Hills, USA
Kern Elektronik, Albstadt, DE
Bio-Rad, Munchen, DE

Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz
Matrox Imaging, Dorval, Kanada

Biometra, Géttingen, DE
Eigenproduktion Charité, Berlin, DE
Frankfurt/Main, DE

Hugo Sachs Elektronik, March, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Bosch GmbH, Stuttgart, DE
Bosch GmbH, Stuttgart, DE
Zapf Instrumente, Sarstedt, DE
GFL

Heraeus, Osterode, DE

VWR Merck, Darmstadt, DE
Leica, Bensheim, DE
IKA-Labortechnik, Staufen, DE

Brand, Wertheim, DE

Millar-Instruments, Houston, Texas,
USA
Leica, Bensheim, DE

Severin
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, Delaware, USA
Biometra, Géttingen, DE

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Beyer, Dusseldorf, DE

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Nikon, Tokio, Japan

Ehret, Emmendingen, Deutschland

Ehret, Emmendingen, Deutschland
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Prazisionswage

Real-Time-PCR-Cycler

Saugvorrichtung fir Pipetten

Schttler
Schiittler

Szintillationsmessgerat

Thermomixer
Tischzentrifuge
Transluminator
Ultrazentrifuge
Videokamera
Vortex-Gerat
Wasserbad

AbiPrism™ 7900HT
Sequence Detection
System

Bibby Reachargeable

Swip

3015 (ISH)

LS 1701Beckman-Coulter
Comfort

Centrifuge 5415 C

Bio Doc Analyse System
Sorval Superspeed RC-2B
Sony 3 CCD

VF 2

GFL

Sartorius, Goéttingen, DE

Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

VWR Merck, Darmstadt, DE
Edmund Buhler, Tubingen, DE
GFL

Beckman, Krefeld, DE

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Biometra, Géttingen, DE
Kendro, Langenselbold, DE
Sony, Tokio, Japan
IKA-Labortechnik, Staufen, DE
Burgwedel, DE

WR3101 Mark VII
Linearrecorder
Zentrifuge

Graphtec, Yokohama, Japan

Biofuge 13R (ISH) Heraeus, Osterode, DE

Tabelle 9 - Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Dargestellt sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien unter Angabe der
Bezeichnung und der Bezugsquelle.

Artikel Bezeichnung Bezugsquelle

Deckglaser 21 x 26 mm Menzel-Glaser, Braunschweig, DE
Eindeckkassetten Simport, Beloeil, Kanada
Einmalpipetten, steril 5ml Falcon, Sarstedt, Nirnbrecht, DE
Feintlicher Kim Wipw lite Hakle-Kimberley, Mainz, DE
Homogenisierstabe Pellet Pestles Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Injektionskaniile 18G und 20G Braun, Meisungen, DE

Kryotubes 1,5 mL Greiner, Solingen-Wald, DE
Mikrotiterplatte Falcon, Sarstedt, Nirnbrecht, DE
Objekttrager Super-Frost Plus Menzel-Glaser, Braunschweig, DE

Pipettenspitzen 10/100/1000 pl
Reaktionsgefal® 0,2 mL
Reaktionsgefal® 0,5/1,5 mL
Reaktionsgefal® 0,5/1,5 mL
Reaktionsgefal® 15 mL
Realtime Platten

Spritzenvorsatzfilter
Zentrifugationsgefal

unsteril

RNAse-frei
Safe-Lock
Falcon tube
MicroAmp

Polypropylen Oak Ridge

Bottle

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Biozym, Hess. Oldendorf, DE

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

Kendro, Langenselbold, DE
Kendro, Langenselbold, DE
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Tabelle 10 - Verwendete Reagenzien.
Dargestellt sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Reagenzien unter Angabe der
Bezeichnung/Erklarung und der Bezugsquelle.

Reagenzien Bezeichnung/ Erkldrung Bezug
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE
ABC-Kit Vectarstain Standard Vector Laboratories,
Burlingame, Kalifornien,
USA
Aceton 100% J.T. Backer, Deventer,
Niederlande
Agarosepulver SeaKem LE Agarose Biozym, Hess. Oldendorf,
DE
Altromin 1324 Alleinfutter Mausfutter Altromin GmbH, Lage, DE
Aqua bidest. Ampuwa Splllésung Fresenius, Bad Homburg,
DE
Avidin-Biotin-Blocking-Kit Vector Laboratories,
Burlingame, Kalifornien,
USA
BCA-Protein-Assay-Kit Proteinkonzentrationsbestimmung Pierce Biotechnology,
Rockford, Illinois, USA
Biotinylated Rabbit Anti-Goat IgG  biotinylierter Zweit-Antikérper Vector Laboratories,
Antibody BA-5000 (Kaninchen anti-Ziege) Burlingame, Kalifornien,
USA
Bromphenolblau Zymographie (Lade-Puffer) Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE
BSA Bovines Serum Albumin Vector Labaratories,
Burlingame, Kalifornien,
USA
CaClz VWR Merck, Darmstadt, DE
Chloroform VWR Merck, Darmstadt, DE
Coomassie-Blue H250 Coomassie-Farbeldsung VWR Merck, Darmstadt, DE
(Zymographie)
Corbit-Balsam Eindeckung von Gewebsschnitten |. Hecht, Kiel, DE
DeadEnd™ Colorimetric TUNEL TUNEL-Farbung Promega, Madison,
System Wisconsin, USA
Eplerenon selektiver MR-Antagonist Pfizer, New York, USA
Essigsaure VWR Merck, Darmstadt, DE
Ethanol absolut Dab 9 reinst VWR Merck, Darmstadt, DE
Fetales Kalber-Serum (FKS) PAA Laboratories,
Pasching, DE
Gelatine Zymographie Bio-Rad, Minchen, DE
Gemisch aus Protease- und Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Phosphatase-Inhibitoren DE
Glycerin Zymographie (Lade-Puffer) Serva, Heidelberg, DE
Glycin Zymographie Serva, Heidelberg, DE
(Elektrophoresepuffer)
H202 Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE
Hamalaun-Farbelésung Gegenfarbung der VWR Merck, Darmstadt, DE
Gewebsschnitte
HCI Salzsaure 1 M VWR Merck, Darmstadt, DE
High-Capacity-cDNA-Archive-Kit Kit zur reversen Transkription von  Applied Biosystems, Foster
RNA in cDNA City, Kalifornien, USA
Isopropanol VWR Merck, Darmstadt, DE
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Kaiser's Glyeringelatine
Methanol

N,N-Dimethylamid
NaCl
NaNs3

Natirum-Dodecylsulfat

Natriumacetat
Natriumdesoxycholsaure
Nonidet P-40

Normalserum

Paraplast®

peqGOLD Protein-Marker V
Picosirius Red

Pikrinsaure

Polyacrylamid (Precast Ready Gel
10%)
Poly-L-Lysin

Proteinase K

Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren
RLT-Puffer

RNase-free Aqua dest.
RNase-free DNAse-Set
RNeasy-Kit
RPE-Puffer

RW1- Waschpuffer

TagMan® Universal PCR Master
Mix
Thiopental

Tissue Tec®
Tris-HCI
Trishydroxymethylaminomethan

Triton X-100
Trizol®

Xylol
ZnCl
B-Mercapto-Ethanol

Eindecken der Gewebsschnitte

SDS

aus Kaninchen
Paraffineinbettungsmedium
Zymographie

Sirius Red-Farbung

Sirius Red-Farbung

Zymographie

Proteinextraktion

RNAse-freies destilliertes Wasser

RNA-Extraktion
Waschpuffer
Waschpuffer

Sedativum

Gewebeeinbettungsmedium
Zymographie (Lade-Puffer)

Zymographie
(Elektrophoresepuffer)
Detergenz fur die Zymographie

VWR Merck, Darmstadt, DE

J.T.Baker, Deventer,
Holland
VWR Merck, Darmstadt, DE

VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE

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

VWR Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen, DE
Polyscience, Warrington,
Pennsylvania, USA
Polyscience, Warrington,
Pennsylvania, USA
Bio-Rad, Minchen, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE

Roche, Grenzach-Whylen,
DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE

Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornien, USA
Glaxo-Smith, London,
GroRbritannien

Sakura, Tokio, Japan

VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
DE

Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA
VWR Merck, Darmstadt, DE

VWR Merck, Darmstadt, DE
VWR Merck, Darmstadt, DE
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3 Ergebnisse
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der zuvor erlauterten Methoden

dargestellt.

3.1 Morbiditat und Mortalitat

Zur Beurteilung des klinischen Verlaufs der Myokarditis wurden in der vorliegenden Arbeit
die Morbiditat und Mortalitédt untersucht. Zur Abschatzung der Morbiditdt wurden
Veranderungen des Korpergewichts, des absoluten sowie relativen Herzgewichts und

des Flussigkeitsgehalts der Lungen bestimmt.

Tabelle 11 - Tiercharakteristika.

Die dargestellten Werte wurden durch Wiegen und Relationsberechnung gewonnen. Alle Datensatze sind
als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und vs. E+ 8d,
p < 0,01; *vs. CO 28d und E+ 28d, p < 0,05; ® vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p < 0,01; § vs. CVB+ 8d, p < 0,05.

8 Tage Therapiedauer 28 Tage Therapiedauer
CO8d E+8d CVB+ CVB+/E+ CO E+28d CVB+ CVB+/E+
8d 8d 28d 28d 28d
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Korpergewicht bei 19,3+0,4 19,6+0,3 20,2+0,2 20,0%0,2 18,6+0,3 18,2+0,2 18,7+0,3 18,1+ 0,3
Beginn [g]
Korpergewichtam 20,3+0,5 204+04 175+03 17,5+0,6 19,8+0,2 199+0,3 18,2+04 18,6 + 0,5
Ende [g] # # +
Absolutes 75,0+21 747+21 857+1,7 74732 787+14 778+24 76,1+24 74,0+ 2,0
Herzgewicht [mg] $ §
Relatives 3,7+ 0,1 3,7+ 0,1 49+0,1 43+0,3 4,0+0,1 3,9+0,1 4,2+0,1 4,0+0,1

Herzgewicht [g/mg]

Flussigkeitsgehalt 756+04 750+0,5 77,2+08 753+0,3 756+0,7 76,7+03 76,7+03 76,1+0,3
der Lungen [%]

Das Korpergewicht der nicht-infizierten Kontrolltiere nahm wahrend des gesamten
Experimentes zu. Die CVB3-infizierten Mause verloren jedoch in den ersten 8 Tagen post
infectionem (p.i.) an Korpergewicht und waren 1,2-fach (p <0,01) leichter als die
Kontrolltiere. Eine relevante Beeinflussung durch die Therapie mit dem selektiven
MR-Blocker war zu diesem Versuchszeitpunkt nicht auszumachen. 28 Tage p.i.
erreichten die mit dem selektiven MR-Antagonisten therapierten, CVB3-infizierten Tiere
wieder ihr Ausgangsgewicht. CVB3-infizierte, Plazebo-therapierte Mause nahmen
signifikant geringer an Gewicht zu. Sie hatten ein 1,1-fach (p <0,05) geringeres

Korpergewicht (siehe Tabelle 11). Bei der Bestimmung des absoluten Herzgewichtes
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zeigte sich nach 8-tagiger Versuchsdauer, dass das Herzgewicht der CVB3-infizierten,
scheintherapierten Tiere 1,1-fach hoher (p <0,05) war als das der CVB3-infizierten,
Verum-therapierten Tiere und der nicht-infizierten Tiere. Dies war nach 28-tagiger
Versuchsdauer nicht mehr nachweisbar. Das relative Herzgewicht, bei dem das absolute
Herzgewicht auf das Korpergewicht am Therapieende bezogen wurde, wurde durch die
CVB3-Infektion und die Therapie nicht signifikant beeinflusst. Nach 8-tagiger
Versuchsdauer war das relative Herzgewicht der CVB3-infizierten Tiere lediglich

tendenziell erhoht (siehe Tabelle 11).

Als Surrogat-Parameter fur eine pulmonalvendse Stauung oder ein Lungendédem wurde
der Flussigkeitsgehalt der Lungen bestimmt. Die CVB3-Infektion, die Therapie mit dem
selektiven MR-Blocker und die Therapiedauer beeinflussten diesen jedoch nicht

signifikant (siehe Tabelle 11).

Die Untersuchung der Mortalitat zeigte, dass wahrend der ersten 8 Versuchstage, bedingt
durch die CVB3-Infektion, 5 scheintherapierte und 6 mit dem selektiven MR-Antagonisten
behandelte Tiere verstarben. In den folgenden 20 Versuchstagen verstarb ausschlief3lich
eine CVB3-infizierte, scheintherapierte Maus. Eine signifikante Beeinflussung der
Mortalitat durch die selektive MR-Blockade bestand nicht (p > 0,05; siehe Abbildung 4).

(A) Mortalitat 8 Tagesversuch (B) Mortalitat 28 Tagesversuch
100 100 ,

—CO
---E+

- - CVB+
-+« CVB+/E+

Uberleben in %
\]
v
Uberleben in %
3

50

Tage Tage

Abbildung 4 - Mortalitat.

Darstellung als Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir den Zeitraum der ersten 8 Tage (A) und den zweiten
Zeitraum vom 8.-28. Tag (B). Wahrend der ersten 8 Tage verstarben 5 CVB3-infizierte, scheintherapierte
Tiere und 6 CVB3-infizierte, therapierte Tiere (p > 0,05). Im Zeitraum zwischen dem 8. und 28. Versuchstag
verstarb 1 infiziertes, scheintherapiertes Tier (p > 0,05).
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3.2 Hémodynamische Funktion

Um die Wirkung des kardiotropen Virus CVB3 und des selektiven MR-Antagonismus auf
die kardiale Funktion zu untersuchen, wurden hamodynamische Parameter zur
Beurteilung der allgemeinen, systolischen und diastolischen Herzfunktion bestimmt. Die

Messungen wurden mit dem Konduktanz-Mikromanometer-System durchgefuhrt.

Zur Beurteilung der globalen Herzfunktion wurden der systolische Blutdruck, die
Herzfrequenz, das enddiastolische und endsystolische Volumen (LVEDV und LVESV)
sowie das Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen wund die linksventrikulare
Ejektionsfraktion bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass sowohl der systolische Blutdruck als
auch die Herzfrequenz der verschiedenen Untersuchungsgruppen und -zeitpunkte sich
nicht signifikant unterschieden. Zu beiden Versuchszeitpunkten waren der systolische
Blutdruck und die Herzfrequenz der CVB3-infizierten Tiere jedoch tendenziell geringer.
Beim Vergleich der CVB3-infizierten Versuchsgruppen waren der systolische Blutdruck
und die Herzfrequenz der mit dem selektiven MR-Antagonisten behandelten Mause
hoher als bei den Plazebo-therapierten Tieren, erreichten jedoch nicht das
Signifikanzniveau (siehe Tabelle 12). Fir das LVEDV und LVESV waren signifikante
Veranderungen in den CVB3-infizierten Gruppen nachweisbar. Das LVEDV war am 8.
Tag p.i. im Vergleich zu den Kontrollgruppen 1,2-fach (p < 0,05) bzw. am 28. Tag p.i.
1,3-fach (p < 0,01) erhoht. Das LVESV war 8 Tage nach der Infektion im Vergleich zu
den Kontrollgruppen 1,6-fach (p <0,01) und 28 Tage nach der Infektion 1,9-fach
(p <0,01) erhoht.

Wurden die CVB3-infizierten Tieren mit dem selektiven MR-Antagonisten therapiert,
fielen die Zunahme des LVEDV nach 8 wie 28-tagiger Therapiedauer 1,2-fach (p < 0,01)
geringer und des LVESV nach 8 Versuchstagen 2,3-fach (p <0,01) sowie nach
28 Versuchstagen 1,9-fach (p < 0,01) geringer aus. Sie unterschieden sich dann nicht
von den Kontrollgruppen (siehe Tabelle 12).

Die Berechnung des Schlagvolumens als Differenz aus LVEDV und LVESV ergab nach
8 Versuchstagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Untergruppen. Nach einer Infektionsdauer von 28 Tagen konnte bei den CVB3-infizierten
Mausen im Vergleich zu den Kontrollgruppen ein 1,7-fach geringeres Schlagvolumen
(p < 0,05) festgestellt werden.

Die mit dem selektiven MR-Blocker behandelten CVB3-infizierten Mause wiesen jedoch
ein 1,7-fach hoheres Schlagvolumen als die scheintherapierten, CVB3-infizierten Tiere
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auf (p <0,01). Hierdurch entsprach das Schlagvolumen dem Niveau der Kontrolltiere
(siehe Tabelle 12).

Das Herzzeitvolumen und die linksventrikulare Ejektionsfraktion der CVBS3-infizierten
Mause waren im Vergleich zu den Kontrollgruppen 8 Tage nach Versuchsbeginn jeweils
um das 1,6-fache (p < 0,05) und am 28. Versuchstag um das 1,8-fache (p < 0,05) bzw.
2,1-fache (p < 0,01) verringert.

Ein signifikanter Einfluss durch die Therapie mit dem selektiven MR-Antagonisten auf die
CVB3-infizierten Tiere war lediglich nach 28-tagiger Versuchsdauer nachweisbar. Hier
lagen das Herzzeitvolumen und die linksventrikulare Ejektionsfraktion 1,9-fach (p < 0,05)

bzw. 2,2-fach hoher als bei den Plazebo-therapierten, CVB3-inizierten Mausen und

entsprachen den Werten der Kontrollgruppen (p < 0,01; siehe Tabelle 12).

Annliche Veranderungen zeigten sich auch bei der systolischen Herzfunktion. Hierfir
wurden der linksventrikulare endsystolische Druck und die maximale linksventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit ermittelt. Im Vergleich mit den Kontrollgruppen wiesen die
CVB3-infizierten Tiere 8 Tage nach der Infektion eine 1,6-fache Verringerung des
endsystolischen linksventrikularen Drucks (p <0,01) und eine 2,1-fache (p <0,01)
Reduktion der maximalen linksventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit auf.

Die mit dem selektiven MR-Blocker behandelten CVB3-infizierten Mausen zeigten im
Vergleich zu den scheintherapierten CVB3-infizierten Mausen lediglich fur die maximale
linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit eine signifikante Veranderung, namlich
einen Anstieg um das 1,7-fache (p < 0,05).

Nach 28-tagiger Versuchsdauer konnte bei den CVB3-infizierten Tieren im Vergleich zu
den Kontrollgruppen weiterhin eine 1,5-fache Abnahme des linksventrikularen
endsystolischen Drucks (p <0,05) und eine 1,8-fache Verringerung der maximalen
linksventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit (p < 0,01) nachgewiesen werden.
CVB3-infizierte Mause, die mit dem selektiven MR-Antagonisten therapiert wurden,
wiesen im Vergleich zu den Plazebo-therapierten, CVB3-infizierten Tieren einen 1,6-fach
hoheren linksventrikularen endsystolischen Druck (p < 0,05) und eine 1,6-fach (p < 0,05)
hohere maximale linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit auf. Hierbei lagen
diese Parameter in etwa auf dem Niveau der Kontrollgruppen (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12 - Himodynamische Parameter.

Dargestellt sind die in vivo mittels Mikrokonduktanzkatheter in Form von Druck/Volumen-Kurven nach 8
und 28 Versuchstagen gemessenen Werte: SAP: systolischer arterieller Blutdruck, HF: Herzfrequenz,
LVEDV: linksventrikuldares enddiastolisches Volumen, LVESV: linksventrikulares endsystolischen
Volumen, SV: linksventrikulares Schlagvolumen, HZV: Herzzeitvolumen, LVEF: linksventrikulare
Ejektionsfraktion, LVP: linksventrikularer systolischer Druck, dP/dfmax: maximale linksventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit, LVEDD: linksventrikularer enddiastolischer Druck), dP/dfmin: maximale
linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit; Alle Datensatze sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d, p < 0,01 und vs. E+ 8d, p <0,05; * vs. CVB+ 8d,
p <0,01; * vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01; ° vs. CVB+ 28d, p<0,01; ® vs. CO 8d und vs. E+ 8d,
p <0,01; § vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,05; * vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p < 0,05; / vs. CVB+ 28d,
p < 0,05; ~vs. CO 8d, p<0,05;'vs. CO 8d, p<0,01; *»vs. CVB+ 8d, p < 0,05; & vs. CO 28d, p < 0,01 und
vs. E+ 28d, p < 0,05.

8 Tage Therapiedauer 28 Tage Therapiedauer
CO 8d E+ 8 CVB+8d CVB+/E+ CO 28d E+ 28d CVB+ CVB+/E+
8d 28d 28d
(n=9) (n=9) (n=7) (n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Globale Herzfunktion:

SAP 78,6 + 6,4 81,7+54 622+49 757+5,0 73,55+51 756+7,3 552+6,1 71,1+4,3
[mm Hgg.]
HF 367,7+26,3 409,3+ 15,2 291,4+26,1 348,7+£20,7 422,8+24,4429,5+ 26,8 382,9+30,4 4158+ 32,6
[1/min]
LVEDV 51,7+ 3,1 53,5+1,8 62,7+1,7 509+17 49,7+22 50,7+1,8 63,2+1,4 50,6+1,2
[mL] # * + o
LVESV 27,7+1,3 30,2+25 451+24 31,8136 26,0+28 27,5+26 489+14 259+1,9
[uL] $ * + .
SV 24,0+ 3,1 233+1,1 176+13 192+22 23,7+29 232+1,9 14,3+1,3 248+1,8
[mL] § °
Hzv 8,7+1,0 94+0,3 53+0,8 6,7+1,0 97+1,0 10,0+1,1 54+05 10,3+1,3
[mL/min] A § /
LVEF 45,9 + 3,6 438+30 282+23 383%55 475+4,9 46,3%4,1 226+1,4 48,7+ 3,1
[%] ~ + :
Systolische Herzfunktion:
LVP 85,3+ 6,5 772+4,7 531+57 674+54 66,6+4,4 69678 44,1+3,6 69,6+4,2
[mm Hg] # § /
dP/dtmax 6360+ 612 4569 +572 3062+471 5096+430 5616 +463 5289 +698 3184 +383 5222 + 353
[mm Hg/s] | % & /
Diastolische Herzfunktion:
LVEDD 43+17 32+08 6,0+0,8 64+1,6 22+09 1,4+0,6 6,3+2,1 1,6+0,9
[mm Hg]
dP/dtmin -3433 £ 281 -2976 + 440 -2066 + 260 -2966 + 236 -3524 + 477-3572 £+ 529  -1699 + 155 -3449 + 425
[mm Hg/s] 5 § /
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Zur Uberpriifung der diastolischen Herzfunktion wurden der linksventrikulare
enddiastolische Druck und die maximale linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit
bestimmt. Die Messung des linksventrikularen enddiastolischen Druckes ergab weder
nach 8- noch 28-tagiger Therapiedauer einen signifikanten Unterschied zwischen den
Kontrollgruppen und den CVB3-infizierten Untergruppen. Fur die maximale
linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit als Parameter fur die diastolische
Relaxation konnte bei den CVB3-infizierten Tieren im Vergleich zu den Kontrollgruppen
nach 8 bzw. 28 Tagen p.i. eine 1,7-fache (p < 0,05) bzw. 2,1-fache (p < 0,05) Abnahme
festgestellt werden.

Die CVB3-infizierten, mit dem selektiven MR-Blocker behandelten Mause wiesen im
Vergleich zu den scheintherapierten, CVB3-infizierten Tieren nach 28-tagiger
Versuchsdauer eine 2,0-fache Zunahme (p < 0,05) der maximalen linksventrikularen
Druckabfallsgeschwindigkeit auf, die 8 Tage nach der CVB3-Infektion noch nicht vorlag
(siehe Tabelle 12).

1.0%102+ # ANP
m
5 T
g 7.5x103-
(&]
z # .
2 5.0x103- §
o
E 2.5%x10-3
5
(O]
N I e N 7

Abbildung 5 - mRNA-Expression von ANP.

Dargestellt ist die mRNA-Expression des ANP (atriales natriuretisches Peptid) nach 8 und 28
Versuchstagen. Die Werte wurden mittels RT-gPCR ermittelt und auf die Expression von CDKN 1B (Cyclin-
abhangige-Kinase-Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d umfassten jeweils
n =7 und die Ubrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n = 8 Tiere. Die Werte sind als Mittelwert (MW)
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und E+ 8d, p < 0,01; ° vs. CVB+ 8d,
p <0,01; *vs. CO 28d, p < 0,05 und vs. E+ 28d, p < 0,01; $ vs. E+ 28d, p < 0,05.

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) wird bei erhohtem Druck und Dehnung der
Vorhofwand gebildet und ist ein Surrogatparameter fir das Vorliegen einer
Herzinsuffizienz. Die mRNA-Expression wurde mittels RT-gPCR ermittelt und ist in
Abbildung 5 dargestellt.
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Bei den CVB3-infizierten Tieren zeigte sich sowohl nach 8 als auch 28 Versuchstagen
ein 10,1-facher (p < 0,01) bzw. 4-facher (p < 0,05) Anstieg der ANP-mRNA-Expression.
Wurden die CVB3-infizierten Mause mit dem selektiven MR-Antagonisten therapiert, war
die ANP-Expression im Vergleich zu den Plazebo-behandelten Tieren am 8. Tag p.i.
2,1-fach (p < 0,01) und am 28. Tag p.i. 1,1-fach (p < 0,05) geringer ausgepragt.

3.3 Histologische und molekularbiologische Verdnderungen des Myokards
Zur Ergrundung der bei den hamodynamischen Messungen gefundenen Unterschiede
erfolgte eine histologische und molekularbiologische Untersuchung. Hierbei wurden die

Entzindungsreaktion, die Apoptose und das Remodeling der EZM untersucht.

3.3.1 Myokardiales Entziindungsgeschehen
Als moglicher Induktor des Remodelings und der myokardialen Apoptose werden

Entzindungsprozesse angenommen.

3.3.1.1 Myokardiale Expression von Zytokinen

Um die Auswirkung des selektiven MR-Antagonismus auf das myokardiale Entziindungs-
geschehen besser zu verstehen, wurde die mMRNA-Expression wichtiger Zytokine, die an
der Pathogenese der viralen Myokarditis beteiligt sind, mittels RT-qPCR analysiert.
Hierfir wurde die mRNA-Expression vom TNF-a, TGF-B, IL-6 und IL-10 ermittelt. Nach
8-tagiger Versuchsdauer war bei den CVB3-infizierten Tieren die Expression von TNF-a
15,7-fach (p <0,01), TGF-B 3,7-fach (p <0,01), IL-6 9,2-fach (p <0,01) und IL-10
118-fach (p < 0,01) erhoht.

Die mit einem selektiven MR-Blocker behandelten, CVB3-infizierten Mause zeigten im
Vergleich zu den Plazebo-therapierten, CVB3-infizierten Tieren keine signifikanten
Zytokinexpressionsveranderungen. Die Expressionen von TNF-a und TGF-R waren
jedoch tendenziell geringer als bei den CVB3-infizierten, scheinbehandelten Mausen.
Nach einer Versuchsdauer von 28 Tagen waren kaum mehr Unterschiede bei der mRNA-
Expression der untersuchten Zytokine feststellbar (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6 - mRNA-Expression kardialer Zytokine.

Dargestellt ist die myokardiale mRNA-Expression der mafigeblich an der Entziindungsreaktion beteiligten
pro- und anti-inflammatorischen Zytokine: TNF-a: Tumor-Nekrose-Faktor-a (A), TGF-R: transforming-
groth-factor-3 (B), IL-6: Interleukin-6 (C) und IL-10: Interleukin-10 (D) nach 8 und 28 Versuchstagen. Die
Werte wurden mittels RT-qgPCR ermittelt und auf die Expression von CDKN 1B (Cyclin-abhangige-Kinase-
Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d umfassten jeweils n =7 und die
Ubrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n=8 Tiere. Die Werte sind als Mittelwert (MW) =
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und E+ 8d, p < 0,01.

3.3.1.2 Expression von Zelladhdsionsmolekdilen

Far die Infiltration von Leukozyten sind verschiedene Oberflachenstrukturen auf
Zellmembranen, Adhasionsmolekulle genannt, von Bedeutung. Daher wurde in dieser
Arbeit die Expression von ICAM-1 und des VCAM-1 im myokardialen Gewebe mittels
immunhistochemischer Farbungen kryokonservierter Gewebsschnitte untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 7 und Abbildung 8 dargestellt. Die CVB3-Infektion zog 8
bzw. 28 Tage p.i. einen Anstieg der myokardialen Expression von ICAM-1 um das
20-fache (p < 0,01) bzw. 3,0-fache (p < 0,01) nach sich.
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Die Therapie dieser CVB3-infizierten Mause mit dem selektiven MR-Antagonisten hatte
nach 8 bzw. 28 Therapietagen eine 1,8-fache (p <0,05) bzw. 2,0-fache geringere
ICAM-1-Expression zur Folge.

Die VCAM-1-Expression war bei den CVB3-infizierten Mausen 8 Tage p.i. 16,2-fach
erhoht (p <0,01). 28 Tage nach der Infektion war dieser Unterschied nicht mehr
signifikant.

Die Behandlung der CVB3-infizierten Tiere mit einem selektiven MR-Blocker beeinflusste

die VCAM-1-Expression nicht.
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Abbildung 7 - Proteinexpression von ICAM-1 und VCAM-1 (immunhistochemische Farbung).

Dargestellt ist das Ergebnis der Proteinexpressionsanalyse im myokardialen Gewebe von ICAM-1 (A) und
VCAM-1 (B) nach 8 und 28 Versuchstagen. Diese wurde mithilfe einer farbcodierten Bildanalyse von
immunhistochemischer Farbungen durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere und pro Tier
wurden 3 Gewebsschnitte mit je 20 Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datensatze sind als Mittelwert (MW) £
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und E+ 8d, p < 0,01; * vs. CO 8d und vs.
E+ 8d, p < 0,05; ° vs. CVB+ 8d, p < 0,05; * vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01; § vs. CVB+ 28d, p < 0,05.

3.3.1.3 Infiltration von Leukozyten

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen wurde das kardiale Immunzellinfiltrat
untersucht. Hierbei wurden verschiedene Oberflachenmarker zur Differenzierung
genutzt. Die T-Lymphozyten wurden durch Anfarben von CD3, einer Komponente des
T-Zell-Rezeptors, identifiziert. Myeloide Immunzellen wie Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und NK-Zellen wurden durch den Nachweis des Markers CD11b, dem

Oberflachenprotein Integrin a-M, demaskiert.
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8 Tage

28 Tage

(H) CVB+/E+ 28d

Abbildung 8 - Farbung ICAM-1.
Reprasentative immunhistologische Bilder der Anfarbung fir ICAM-1 im linksventrikularen Gewebe nach 8

(A-D) und 28 Versuchstagen (E-H) bei einer 200-fachen lichtmikroskopischen Vergréerung. Die ICAM-1-
spezifischen Epitope sind rot angefarbt.
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Abbildung 9 - Infiltration von CD3- und CD11b-positiven Zellen (immunhistochemische Farbung).

Dargestellt ist die myokardiale Infiltration von CD3-positiven (A) und CD11b-positiven Zellen (B) nach 8
und 28 Versuchstagen. Deren Ermittlung wurde mithilfe einer farbcodierten Bildanalyse von
immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere und pro Tier
wurden 3 Gewebsschnitte mit je 20 Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datensatze sind als Mittelwert (MW) £
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und E+ 8d, p < 0,01; * vs. CO 28d und
E+ 28d, p<0,01; *vs. CO28d und vs. E+28d, p<0,05; °vs. CVB+ 8d, p<0,05; *vs. CVB+ 28d,

p < 0,05.

Bedingt durch die Infektion mit CVB3, wie Abbildung 9 und Abbildung 10 enthommen
werden kann, waren sowohl 8 als auch 28 Tage p.i. deutlich mehr CD3-positive und
CD11b-positive Immunzellen ins Myokard eingewandert. Dabei Uberstieg die Zahl der
myeloiden Immunzellen die der T-Zellen deutlich. Das Immunzellinfiltrat war am 28.
postinfektiosen Tag zudem geringer als 8 Tage nach der CVB3-Infektion. Im Vergleich
zu den Kontrollgruppen waren nach 8-tagiger Versuchsdauer 15,8-mal mehr
CD3-positive (p <0,01) und 30,7-mal mehr CD11b-positive Immunzellen (p <0,01) im
Myokard nachweisbar. Am 28. Versuchstag lie® sich im Vergleich zu den Kontrolltieren
das 4,2-fache an CD3-positiven (p < 0,01) und das 9,8-fache an CD11b-positiven Zellen
(p <0,01) ermitteln.

Die Therapie der CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven MR-Antagonisten
beeinflusste nur die Infiltration der CD11b-positiven Zellen signifikant. Deren
Einwanderung war namlich nach 8 Versuchstagen 2,1-fach (p <0,05) und 28
Versuchstagen 2,1-fach (p <0,05) geringer als bei den scheintherapierten,

CVB3-infizierten Individuen.
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8 Tage

28 Tage

-

(H) CVB+/E+ 28d

(G) CVB+ 28d
Abbildung 10 - Farbung CD11b-positiver Zellen.
Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung des Oberflachenmarkers CD11b im

linksventrikularen Gewebe nach 8 (A-D) und 28 Versuchstagen (E-H) bei einer 200-fachen
lichtmikroskopischen VergroRerung. Die CD11b-spezifischen Epitope sind rot angefarbt.
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Abbildung 11 - Farbung Nitrotyrosin.
Reprasentative immunhistologische Bilder der Farbung fir Nitrotyrosin im linksventrikularen Gewebe nach

8 (A-D) und 28 Versuchstagen (E-H) bei einer 200-fachen lichtmikroskopischen VergréRerung. Die
Nitrotyrosin-spezifischen Epitope sind rot angefarbt.
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3.3.1.4 Bildung reaktiver Stickstoffspezies

Eine Folge der Infiltration und Aktivierung der Entzindungszellen, insbesondere von
Makrophagen, ist die Freisetzung von reaktiven Stickstoffspezies zur Abwehr des
inflammatorischen Stimulus, Regulation der Entzindungsreaktion und Induktion von
Apoptose. Unter der Einwirkung dieses nitrosaktiven Stresses kommt es zur Bildung von
Nitrotyrosin, welches in der vorliegenden Arbeit durch immunhistochemische Farbung
von Gefrierschnitten untersucht wurde. Wie Abbildung 11 und Abbildung 12 zu
entnehmen ist, konnte bei den CVB3-infizierten Tieren 8 Tage p.i. eine 3,1-fache
Zunahme (p < 0,01) der Nitrotyrosin-Bildung nachgewiesen werden.

Die Behandlung der CVB3-infizierten Mause mit dem selektiven MR-Blocker unterband
diese vermehrte Nitrotyrosin-Bildung. Sie war im Vergleich zu den Plazebo-therapierten
Tieren 3,1-fach geringer (p < 0,01) und entsprach somit dem Niveau der Kontrollgruppen.

Am 28. Versuchstag konnten keine Unterschiede ausgemacht werden.
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Abbildung 12 - Proteinexpression von Nitrotyrosin und CVB3-Viruslast.

Dargestellt sind nach 8 und 28 Versuchstagen der Nitrotyrosin-Gehalt (A), der mithilfe einer farbcodierten
Bildanalyse von immunhistochemischen Farbungen bestimmt wurde und bei dem pro Tier 3
Gewebsschnitte mit je 20 Gesichtsfeldern analysiert wurden, und die Viruslast (B), die mittels RT-gPCR
ermittelt und auf die Expression des CVB3-cDNA-Standard-Plamids bezogen wurde. Alle
Versuchsgruppen umfassten jeweils n = 8 Tiere. Alle Datenséatze sind als Mittelwert (MW) £ Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. #vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p < 0,01; * vs. CVB+ 8d, p < 0,01.
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3.3.1.5 CVBS3-Virusreplikation

Da das Ausmal} der myokardialen Destruktion und Inflammation durch die kardiale
Viruslast beeinflusst wird, wurde diese in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt. Die Virus-RNA liel3 sich im Myokard aller
CVB3-infizierter Mause bis zum 28. Versuchstag nachweisen. Mit zunehmender Dauer
der CVB3-Infektion nahm die myokardialeViruslast jedoch deutlich ab.

Hinweise fur eine Beeinflussung durch die Therapie mit dem selektiven MR-Antagonisten
waren nicht feststellbar. Im Myokard der Kontrolltiere konnte keine Virus-RNA detektiert

werden.

3.3.2 Myokardiale Apoptoserate

Um zu untersuchen, in welchem Malle apoptische Prozesse an Veranderung des
Myokards beteiligt waren, wurde diese mit einer TUNEL-Farbung quantifiziert. Deren
Ergebnis ist in Abbildung 13 dargestellt. Unter dem Einfluss der CVB3-Infektion war im
Vergleich zu den Kontrolltieren nach 8 bzw. 28-tagiger Infektionsdauer eine 58,8-fach
(p <0,01) bzw. 3,6-fach (p < 0,01) hohere Apoptoserate detektierbar.

Wurden die CVB3-infizierten Mause mit dem selektiven MR-Blocker behandelt,
reduzierte sich diese Rate im Vergleich zu den Plazebo-therapierten Tieren nach
8-tagiger Versuchsdauer um das 2,1-fache (p < 0,01). Nach 28 Versuchstagen war dieser

Therapieeffekt jedoch nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 13 - Myokardiale Apoptoserate (TUNEL-Farbung).

Dargestellt ist die durch TUNEL-Farbung bestimmte myokardiale Apoptose nach 8 und 28 Versuchstagen.
Deren Ermittlung wurde mithilfe einer farbcodierten Bildanalyse von immunhistochemischen Farbungen
durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere. Pro Tier wurden 3 Gewebsschnitte mit je 20
Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datenséatze sind als Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p < 0,01; * vs. CVB+ 8d, p < 0,01 und vs. CO 8d sowie vs.
E+ 8d, p < 0,05; * vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01.
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3.3.3 Myokardiales Remodeling

Das myokardiale Remodeling hat einen entscheidenden Einfluss auf die linksventrikulare
Funktion. Daher wurden die Veranderungen des MMP/TIMP-Systems, der Kollagen-
Synthese und Fibrose sowie des Regulators connective-tissue-growth-factor (CTGF),
aufgrund der Zugehorigkeit zur Cystein-rich-angiogenetic-inducer-61, Connective-tissue-
growth-factor, Nephroblastoma overexpressed-Familie auch CCN 2 genannt, untersucht.

3.3.3.1 MMPs und TIMPs

Zunachst wurden die Veranderungen der MMP- und TIMP-Expression auf der
Transkriptionsebene untersucht. Dies erfolgte mittels RT-qPCR. Die Ergebnisse dieser
Analysen sind in Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt. Es zeigte sich, dass die
CVB3-infizierten Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren am 8. Tag p.i. fur MMP-3,
MMP-8, MMP-12, MMP-13 und TIMP-1 eine signifikante Expressionssteigerung
aufwiesen. Im Detail waren die Expressionen von MMP-3 14,3-fach (p < 0,01), MMP-8
177-fach (p <0,01), MMP-12 53,9-fach (p <0,01), MMP-13 3,1-fach (p <0,01) und
TIMP-1 181,9-fach (p < 0,01) gesteigert. 28 Tage nach der CVB3-Infektion war nur noch
fur MMP-8 eine im Vergleich zu den Kontrolltieren 7,9-fach erhohte (p < 0,05) mRNA-
Expression feststellbar.

Die Therapie mit dem selektiven MR-Antagonisten reduzierte die durch die CVB3-
Infektion bedingten mMRNA-Expressionssteigerungen signifikant. Im Detail waren nach
8-tagiger Therapiedauer die Expressionen von MMP-3 um das 1,9-fache (p < 0,01), von
MMP-8 um das 4,6-fache (p <0,01), von MMP-12 um das 3,5-fache (p <0,01), von
MMP-13 um das 2,8-fache (p <0,05) und von TIMP-1 um das 2,2-fache (p <0,01)
vermindert. Auch die signifikante MMP-8-mRNA-Expressionssteigerung 28 Tage p.i. war
nach Therapie mit dem MR-Blocker 8,1-fach geringer (p < 0,05).

Fur das wichtige MMP-9 wurde zusatzlich die Proteinexpression im myokardialen
Gewebe mittels immunhistochemischer Farbung ermittelt. Die in Abbildung 16
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die CVB3-inizierten Tiere 8 und 28 Tage p.i. im
Gegensatz zur MMP-9-mRNA-Expression jeweils eine 2,4-fach (p <0,01) hohere
MMP-9-Proteinexpression als die Kontrollgruppen aufwiesen.

Nach der Behandlung mit dem selektiven MR-Blocker konnte bei den CVB3-infizierten
Mausen nur nach 8 Versuchstagen eine signifikante Reduktion dieser

Expressionssteigerung um das 2-fache (p < 0,05) festgestellt werden.
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Abbildung 14 - mRNA-Expression von MMPs.
Dargestellt ist die mMRNA-Expression der maRRgeblich am Remodeling beteiligten Matrix-Metalloproteasen
(MMPs): MMP-2 (A), MMP-3 (B), MMP-8 (C), MMP-9 (D), MMP-12 (E) und MMP-13 (F) nach 8 und 28
Versuchstagen. Die Werte wurden mittels RT-gPCR ermittelt und auf die Expression von CDKN 1B (Cyclin-
abhangige-Kinase-Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d umfassten jeweils
n =7 und die Ubrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n = 8 Tiere. Die Werte sind als Mittelwert (MW)
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d und E+ 8d, p < 0,01; *vs. CO 8d,
p < 0,05 und vs. E+ 8d, p<0,01; *vs. CVB+ 8d, p<0,01; ~vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p <0,05; ° vs.
CVB+ 28d, p < 0,05; » vs. CVB+ 8d, p < 0,05.
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Abbildung 15 - mRNA-Expression von TIMPs.

Dargestellt ist die mMRNA-Expression der mafgeblich am Remodeling beteiligten tissue inhibitors of
matrixmetalloproteases (TIMPs): TIMP-1 (A), TIMP-2 (B) und TIMP-4 (C) nach 8 und 28 Versuchstagen.
Die Werte wurden mittels RT-gPCR ermittelt und auf die Expression von CDKN 1B (Cyclin-abhangige-
Kinase-Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d umfassten jeweils n = 7 und
die Ubrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n=8 Tiere. Die Werte sind als Mittelwert (MW) %
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. #vs.CO8d und E+8d, p<0,01;
*vs. CVB+ 8d, p < 0,01.
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Abbildung 16 - Proteinexpression von MMP-9 (immunhistochemische Farbung).
Dargestellt ist das Ergebnis der Proteinexpressionsanalyse im myokardialen Gewebe von MMP-9 nach 8
und 28 Versuchstagen. Diese wurde mithilfe einer farbcodierten Bildanalyse von immunhistochemischen
Farbungen durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere. Pro Tier wurden 3 Gewebsschnitte
mit je 20 Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datensatze sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. #vs. CO8d und vs. E+8d, p<0,01; ~ vs. CVB+8d, p< 0,05;
*vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01.

Flachenanteil [%]

Die Wirkung von Enzymen wird nicht ausschlielich durch die mRNA- und
Proteinexpression bestimmt. Zahlreiche weitere posttranslationale Regulations-
mechanismen beeinflussen sie. Daher wurde die Enzymaktivitat fur die beiden
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 mittels Zymographie ermittelt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 17 dargestellt. Bedingt durch die CVB3-Infektion kam es im Vergleich zu den
Kontrollgruppen nach 8 Versuchstagen zu einer 1,7-fachen Zunahme (p <0,05) der
MMP-2-Aktivitat und 8,3-fachen Steigerung (p <0,01) der MMP-9-Aktivitat. Diese
Aktivitatszunahmen waren nach 28 Tage p.i. lediglich angedeutet.

Wurden die CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven MR-Antagonisten therapiert, war
nach 8 Versuchstagen die Aktivitat von MMP-2 um das 1,8-fache (p < 0,05) und von
MMP-9 um das 2,6-fache (p < 0,01) geringer als bei den Plazebo-behandelten Mausen.
Nach 28 tagiger Therapie mit dem MR-Blocker war keine Beeinflussung der Aktivitat der
Gelatinasen auszumachen.
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Abbildung 17 - Enzymaktivitat von MMP-2 und MMP-9.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Aktivitatsanalyse von MMP-2 (A) und MMP-9 (B) nach 8 und 28
Versuchstagen, die mittels Zymographie ermittelt wurden, und ein reprasentatives Bild eines Zymographie-
Gels (C). Helle Banden entsprechen einer hohen Enzymaktivitat. Alle Werte wurden mit dem Mittelwert der
Gruppe CO 8d in Relation gesetzt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Werte. Alle Datensatze sind als
Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d, p < 0,05 und vs.
E+ 8d, p<0,01; * vs. CVB+ 8d, p < 0,05; ° vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p < 0,01; § vs. CVB+/E+ 8d, p < 0,01.

3.3.3.2 Kollagen-Synthese und Fibrose

Kollagene sind wichtige Bestandteil der EZM. Insbesondere Kollagen | und Kollagen Il
haben gro3en Einfluss auf die Eigenschaften der EZM. lhre Expression wurde in dieser
Arbeit daher mittels RT-qPCR auf der mRNA-Ebene und mittels immunhistochemischer
Farbung auf der Proteinebene untersucht. Der Gesamtkollagengehalt und somit der Grad

der Fibrosierung wurde schlieRlich mittels Sirius Red-Farbung ermittelt.

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, fuhrte die CVB3-Infektion im Vergleich zu den
Kontrollgruppen am 8. Tag p.i. zu einem mRNA-Expressionsanstieg fur Kollagen | um
das 2,6-fache (p<0,01) und Kollagenlll um das 3,1-fache (p <0,01). Auf der
Proteinebene war, wie Abbildung 19 entnommen werden kann, im Vergleich zu den
Kontrolltieren nur fur Kollagen| eine CVB3-bedingte 2,5-fache (p <0,01)
Expressionssteigerung nachweisbar.
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Abbildung 18 - mRNA-Expression von Kollagen | und Kollagen Il

Dargestellt ist die mRNA-Expression der wichtigen EZM-Bestandteile Kollagen | (A) und Kollagen Il (B)
nach 8 und 28 Versuchstagen. Die Werte wurden mittels RT-qPCR ermittelt und auf die Expression von
CDKN 1B (Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen CVB+ 8d und CVB+ 28d
umfassten jeweils n = 7 und die Gbrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n = 8 Tiere. Die Werte sind
als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d, p < 0,01 und vs.
E+ 8d, p < 0,01; ° vs. CVB+ 8d, p < 0,05; * vs. CVB+ 8d, p < 0,05 und vs. E+ 8d, p < 0,01.
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Abbildung 19 - Proteinexpression von Kollagen | und Kollagen lIl.

Dargestellt ist das Ergebnis der Proteinexpressionsanalyse im myokardialen Gewebe von Kollagen | (A)
und Kollagen Il (B) nach 8 und 28 Versuchstagen. Diese wurde mithilfe einer farbcodierten Bildanalyse
von immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere. Pro Tier
wurden 3 Gewebsschnitte mit je 20 Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datensatze sind als Mittelwert (MW) £
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs. CO 8d, p < 0,01 und vs. E+ 8d, p <0,01; ¥ vs.
CVB+ 8d, p<0,01; *»vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01; $vs. CVB+ 28d, p <0,01 und vs. E+ 28d,
p < 0,05.

Wurden CVB3-infizierten Mause mit dem selektiven MR-Blocker behandelt, reduzierte
sich die mRNA-Expressionszunahme fur Kollagen | um das 1,8-fache (p < 0,05) und
Kollagen Il um das 1,6-fache (p < 0,05). Auf der Proteinebene war lediglich fur Kollagen |
eine Veranderung detektierbar, namlich eine 2,5-fache (p<0,01) Protein-
expressionsreduktion. Die Proteinexpression von Kollagen Il blieb trotz Veranderung auf
der mRNA-Ebene hingegen unbeeinflusst.
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28 Tage nach der CVB3-Infektion waren auf der mRNA-Ebene hingegen keine
Expressionsunterschiede der beiden Kollagene mehr nachweisbar. Die Analyse der
Proteinexpression zeigte jedoch bei den CVB3-infizierten Tieren einen 2,9-fach (p < 0,01)
hoheren Kollagen I-Gehalt, wohingegen die Kollagen IlI-Proteinexpression nicht
beeinflusst wurde.

Die Therapie mit dem selektiven MR-Antagonisten minderte den CVB3-bedingten
Anstieg des Kollagen I-Gehaltes um das 2,4-fache (p <0,01). Die Kollagen IlI-
Proteinexpression wurde dagegen erneut nicht verandert. Reprasentative Bilder der
immunhistochemischen Farbung von Kollagen | sind in Abbildung 21 dargestellt.

Analog zur Proteinexpression von Kollagen| nahm, wie in Abbildung 20 und
Abbildung 22 zu sehen ist, auch der Gesamtkollagengehalt und damit die Fibrosierung
als Folge der CVB3-Infektion zu. Im Vergleich zu den nicht-infizierten Mausen war er am
8. postinfektiosen Tag 2,2-fach (p < 0,01) und am 28. Tag p.i. 3,5-fach (p < 0,01) erhoht.
Die Therapie mit dem MR-Blocker reduzierte diese Fibrosierung um das 1,4-fache
(p < 0,05) nach 8 bzw. um das 2,1-fache (p < 0,01) nach 28 Therapietagen.

Gesamtkollagengehalt

Flachenanteil [%]

Abbildung 20 - Gesamtkollagengehalt.

Dargestellt ist der Gesamtkollagengehalt im myokardialen Gewebe nach 8 und 28 Versuchstagen. Hierfiir
wurde eine farbcodierte Bildanalyse an Sirius Red-gefarbte Gewebsschnitte unter polarisiertem Licht
durchgefiihrt. Jede Versuchsgruppe umfasste n = 8 Tiere. Pro Tier wurden 3 Gewebsschnitte mit je 20
Gesichtsfeldern analysiert. Alle Datenséatze sind als Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) ausgewiesen. #vs. CO 8d und vs. E+ 8d, p<0,01; *vs. CO8d und vs. E+ 8d, p <0,05; Svs.
CVB+ 8d, p < 0,05; * vs. CO 28d und vs. E+ 28d, p < 0,01; ° vs. CVB+ 28d, p < 0,01.
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Abbildung 21 - Farbung Kollagen I.
Reprasentative immunhistologische Bilder der Anfarbung fiir Kollagen | im linksventrikularen Gewebe nach

8 (A-D) und 28 Versuchstagen (E-H) bei einer 200-fachen lichtmikroskopischen VergréRerung. Die
Kollagen I-spezifischen Epitope sind rot angefarbt.
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Abbildung 22 - Sirius Red-Farbung.

Reprasentative histologische Bilder der Anfarbung von Kollagenfibrilen mittels Sirius Red im
linksventrikuldaren Gewebe nach 8 (A-D) und 28 Versuchstagen (E-H) bei einer 200-fachen Vergréf3erung

im Rotationspolarisationsmikroskop. Die Kollagenfasern sind gelb, orange und griin angefarbt.
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3.3.3.3 Matrizelluldres Protein CCN 2/ CTGF

Ein wichtiger Induktor der Entwicklung einer myokardialen Fibrose ist das matrizellulare
Protein CCN 2, das auch als CTGF bekannt ist. Dessen mRNA-Expression wurde mittels
RT-gPCR ermittelt und ist in Abbildung 23 dargestellt. 8 Tage nach Versuchsbeginn
wiesen die CVB3-infizierten Tiere eine 5,5-fach (p <0,01) hohere CCN 2-mRNA-
Expression auf als die nicht infizierten Mause.

Wurden die CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven MR-Antagonisten therapiert, war
ihre CCN 2-mRNA-Expression 1,9-fach (p < 0,05) geringer.

Nach 28 Versuchstagen konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.
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Abbildung 23 - mMRNA-Expression von CCN 2/CTGF.

Dargestellt ist die mRNA-Expression des wichtigen EZM-Regulators connective-tissue-growth-factor
(CTGF)/ CCN 2 nach 8 und 28 Versuchstagen. Die Werte wurden mittels RT-gPCR ermittelt und auf die
Expression von CDKN 1B (Cyclin-abhéangige-Kinase-Inhibitor 1B) bezogen. Die Versuchsgruppen
CVB+ 8d und CVB+ 28d umfassten jeweils n = 7 und die Ubrigen Versuchsgruppen umfassten jeweils n = 8
Tiere. Die Werte sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ausgewiesen. # vs.
CO 8d und E+ 8d, p < 0,01; * vs. CVB+ 8d, p < 0,05.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht den Effekt der selektiven Blockade des MR im Rahmen
einer viralen Myokarditis. Hierfur wurden SWR/J-Mause 8 und 28 Tagen nach der CVB3-
Infektion wahrend der subakuten und chronischen Myokarditis-Phase analysiert. Es
zeigte sich, dass die Therapie der CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven
MR-Antagonisten im Vergleich zur Plazebo-Therapie einen protektiven Einfluss hatte. Sie
fuhrte zu einer geringeren linksventrikularen Dysfunktion, einer geringeren myokardialen
Entzindungsreaktion, geringeren Apoptoserate und einem reduzierten myokardialen
Remodeling.

Die Ergebnisse sollen nachfolgend bezuglich der Morbiditat und Mortalitat, der kardialen
Hamodynamik, der Entzindungsreaktion, der Apoptose und dem myokardialen
Remodeling in Bezug auf die aktuelle Literatur diskutiert werden.

4.1 Selektive MR-Blockade beeinflusst Morbiditat, aber nicht Mortalitat

Zur Untersuchung der viralen Myokarditis sind verschiedene Mausmodelle
etabliert’4911%0 |In dieser Arbeit fiel die Wahl auf den SWR/J-Mausstamm. Dieser
entwickelt nach der CVB3-Infektion eine chronische Myokarditis mit Viruspersistenz®'.
Zudem korreliert die Krankheitsauspragung mit der applizierten Virusmenge'®. Das
Korper- und das Herzgewicht stellen wichtige Mal3e fur die Beurteilung der Morbiditat dar.
Kranke Tiere nehmen weniger Nahrung auf und entwickeln eine katabole
Stoffwechsellage, wodurch sie an Korpergewicht verlieren™'. Zudem entwickeln die
Mause im Zuge einer Myokarditis eine Herzinsuffizienz mit linksventrikularer Dysfunktion.
In der vorliegenden Arbeit verloren die CVB3-infizierten Mause wahrend des subakuten
und chronischen Myokarditis-Stadiums, das heif3t nach 8 bzw. 28-tagiger Versuchsdauer,
signifikant an Korpergewicht. Das Korpergewicht der mit dem selektiven MR-
Antagonisten therapierten, CVB3-infizierten Mause war wahrend der chronischen
Myokarditis-Phase tendenziell hoher als das der Plazebo-therapierten Tiere. Der
Unterschied war aber nicht signifikant. Dies deutet auf eine durch die selektive
MR-Blocker-Behandlung bedingte geringere Morbiditat hin. Dieser Befund deckt sich
auch mit der geringeren linksventrikularen Dilatation und Dysfunktion in den

hamodynamischen Messungen.
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Neben der Morbiditat ist die Mortalitat die dramatischste Folge einer Myokarditis-
Erkrankung. In der aktuellen Arbeit waren insbesondere am Ubergang von der akuten
zur subakuten Myokarditis-Phase einige Todesfalle und wahrend der Mitte des subakuten
Myokarditis-Stadiums, am 16. Versuchstag, ein weiterer Sterbefall auf die CVB3-Infektion
zuruckzufuhren. Die selektive MR-Blockade hatte hierauf keinen signifikanten Einfluss.
In einem anderen Virusmyokarditis-Modell, welches DBA/2-Mause und das
Enzephalomyokarditisvirus verwandte, konnten Xiao et al. hingegen eine Reduktion der
Mortalitat nachweisen, wenn die Tiere nach der Infektion 28 Tage mit einem
MR-Antagonisten behandelt wurden'®2. Dies koénnte jedoch auch an der in diesem

Virusmyokarditis-Modell insgesamt hoheren Mortalitat gelegen haben.

4.2 Selektive MR-Blockade reduziert die kardiale Dysfunktion

Die Aufgabe des Herzens ist es, durch stetiges Pumpen den kontinuierlichen Blutfluss im
Kreislauf zu gewahrleisten. Diese Pumpfunktion wird durch die Parameter der kardialen
Hamodynamik beschrieben. Die Ermittlung der hamodynamischen Funktion ermdoglicht,
CVB3-bedingte Myokardschadigungen zu erfassen. Bei der Virusmyokarditis finden sich
die ausgepragtesten kardialen Destruktionen im Bereich des linken Ventrikels, wodurch
eine linksventrikulare Dysfunktion als gravierendste Folge resultiert’®193194  Diese
bedingt die Morbiditat und Mortalitat des Patienten. Der Nutzen einer Therapie muss sich
daher vor allem an der Reduktion der linksventrikularen Dysfunktion messen lassen. Eine
negative Beeinflussung der linksventrikularen Funktion durch die Therapie von nicht-
infizierten Tieren mit dem MR-Antagonisten konnte in der aktuellen Arbeit

ausgeschlossen werden.

Zur Beurteilung der hamodynamischen Funktion wurden die Ergebnisse der
Konduktanzkatheter-Messungen entsprechend ihrer Bedeutung fur den Herzzyklus in
drei Unterteilungen gegliedert: namlich die globale, systolische und diastolische

Herzfunktion.

Im Einklang mit vorausgegangenen Studien'®>1% war in der vorliegenden Arbeit fir alle
Kategorien der Herzfunktion wahrend des subakuten Myokarditis-Stadiums eine
Dysfunktion zu verzeichnen. Bei der Ermittlung der globalen hamodynamischen
Parameter waren eine Reduktion des Herzzeitvolumens und der linksventrikularen
Ejektionsfraktion sowie eine Ventrikeldilatation, welche durch Zunahme der

linksventrikularen endsystolischen und enddiastolischen Volumina charakterisiert war,
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feststellbar. Die systolische Dysfunktion war durch die Abnahme des linksventrikularen
endsystolischen Drucks sowie der maximalen linksventrikularen Druckanstiegs-
geschwindigkeit und somit einer Abnahme der Kontraktilitdt gekennzeichnet. Die
Abnahme der maximalen linksventrikularen Druckabfallsgeschwindigkeit, ein Mal} fur das
Relaxationsvermogen, war als Hinweis fur eine diastolische Dysfunktion vermindert.

Als Ursache fur die Reduktion der globalen und systolischen Funktion wahrend dieser
Phase konnen die Inflammation, die vermehrten kardialen Apoptosen und das
gesteigerte myokardiale Remodeling angesehen werden. Die massiv auftretende
Entzindungsreaktion fuhrt zu direkten zytopathischen Effekten auf die Kardiomyozyten,
welche z.B. durch erhohte Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO) an Kontraktilitat
einblRen'’. Die vermehrten Apoptosen bedingen eine Abnahme kontraktiler Elemente
und verstarken die Entziindungsreaktion®. Das gesteigerte myokardiale Remodeling ist
charakterisiert durch eine gesteigerte Aktivitat des MMP/TIMP-Systems und eine
veranderte qualitative und quantitative Zusammensetzung der EZM mit veranderten
Eigenschaften der EZM und somit auch des Myokards'%3120.121 Es ist bekannt, dass es
durch die vermehrte Aktivierung des MMP/TIMP-Systems zu einer gesteigerten Spaltung
von Kollagen-Querverbindungen und zum Abbau von EZM-Komponenten kommt. Dies
fuhrt wiederum zu einer Geflgestorung mit nachfolgender Entwicklung einer
linksventrikularen  Dysfunktion und Dilatation*1®,  Durch eine veranderte
Zusammensetzung der EZM ist auch die Abnahme der diastolischen Funktion erklarbar,
zumal bekannt ist, dass eine Zunahme des Kollagen |-Gehaltes mit einer Verschiebung
des Verhaltnisses von Kollagen I/Kollagen Il und einer vermehrten Fibrosierung zu einer
Zunahme der Myokardsteifigkeit und somit Abnahme des Relaxationsvermogens
fuhrt102105.106 - All diese Veranderungen waren auch in der vorliegenden Arbeit nach 8

Versuchstagen signifikant nachweisbar.

Wahrend der chronischen Phase der Myokarditis, also 28 Tage nach der CVB3-Infektion,
konnte in dieser Arbeit, wie auch in einer friiheren Studie von Rutschow et al.’®, ein
Fortbestehen der kardialen Dysfunktion festgestellt werden. Diese nahm durch einen
zusatzlichen Abfall des Schlagvolumens weiter zu. Ursachlich fur das Fortbestehen und
den Progress der kardialen Dysfunktion waren die gleichen Faktoren wie nach 8-tagiger
Infektionsdauer. Die Entzundungsreaktion war zu diesem Zeitpunkt zwar rucklaufig, aber
sie persistierte. Grinde fur die fortbestehende Inflammation kdnnten die chronische

Viruspersistenz, die einen chronischen Entzindungsreiz darstellt, oder eine im Laufe der
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Entziindungsreaktion entstandene Autoimmunitaté394%5 sein. Der Einfluss einer
moglichen Autoimmunitat wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Die
anhaltende Entzundungsreaktion wiederum kann als Motor fur das voranschreitende
Remodeling angesehen werden. Aber auch die weiterhin signifikant erhohte
Apoptoserate, auch wenn sie geringer war als wahrend des subakuten Stadiums, konnte

zum weiteren Progress der kardialen Dysfunktion beigetragen haben.

Die Therapie der CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven MR-Antagonisten reduzierte
die linksventrikulare Dysfunktion sowohl nach 8 als auch nach 28 Therapietagen
signifikant. In der Gesamtheit betrachtet nahm der Effekt dieser Therapie in Bezug auf
die Hdmodynamik mit zunehmender Therapiedauer zu. Die selektive MR-Blockade fuhrte
wahrend der subakuten Myokarditis-Phase nur zur Reduktion der linksventrikularen
Dilatation als Parameter fur die globale Herzfunktion und zu einem Anstieg der
maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit als Messgrole fur die systolische
Herzfunktion. Dies wurde vermutlich durch die Reduktion der myokardialen Infiltration von
Entzindungszellen, der Apoptoserate und des myokardialen Remodelings bedingt. Die
CVB3-bedingte Minderung der linksventrikularen Ejektionsfraktion und des
Herzzeitvolumens als Parameter der globalen Herzfunktion, die Reduktion des
linksventrikularen endsystolischen Drucks als Parameter der systolischen Funktion und
die Abnahme der maximalen linksventrikularen Druckabfallsgeschwindigkeit als
diastolischer Funktionsparameter wurden durch die selektive MR-Blockade nach 8
Versuchstagen hingegen nicht signifikant beeinflusst. Im Trend waren sie jedoch geringer
reduziert als bei den CVB3-infizierten, Plazebo-therapierten Tieren. Da der selektive
MR-Antagonismus die Inflammation, Apoptoserate und das Remodeling deutlich
verminderte, sich die kardiale Funktion jedoch nur geringfugig besserte, scheinen andere
Mechanismen zur kardialen Dysfunktion beigetragen zu haben. Eine mogliche Ursache
hierfir konnte sein, dass diese Funktionsstérungen durch direkte Virusschadigung
bedingt sind®2688°, Diese direkte, durch das Virus bedingte Myokardschadigung findet
besonders ausgepragt wahrend der akuten und frihen subakuten Phase der Myokarditis
statt’®'. Da in der aktuellen Arbeit keine Beeinflussung der Viruslast durch den selektiven
MR-Antagonismus nachweisbar war, erscheint es unwahrscheinlich, dass die direkte

Virus-induzierte Schadigung durch die Therapie beeinflusst wurde.

Nach einer 28-tagigen Therapiedauer mit dem selektiven MR-Blocker waren die durch

die CVB3-Infektion bedingten und oben beschriebenen globalen, systolischen und
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diastolischen  Funktionseinschrankungen signifikant vermindert. Die kardiale
Hamodynamik entsprach somit dem Niveau der Kontrolltiere. Eine ahnliche Reduktion
der linksventrikularen Dilatation sowie Verbesserung der maximalen linksventrikularen
Druckanstiegs- und -abfallsgeschwindigkeiten konnten auch Kuster et al. in ihrem durch
chronische Nachlaststeigerung ausgelostem Herzinsuffizienz-Modell an Mausen und
Wahed et al. in ihrem durch Myosin-Immunisierung induziertem Autoimmunmyokarditis-

Modell an Ratten nach Applikation eines selektiven MR-Antagonisten nachweisen'98.1%,

Die hamodynamischen Befunde, die die Entwicklung einer Herzinsuffizienz als Folge der
CVB3-Infektion aufzeigten, wurden auch durch die mRNA-Expressionsanalyse des
Biomarkers ANP bestatigt. ANP wird infolge der Herzinsuffizienz-bedingten
Volumeniiberbelastung des Herzens vermehrt gebildet?® und war infolge der CVB3-
Infektion sowohl wahrend des subakuten als auch chronischen Myokarditis-Stadiums
erhoht. Die selektive MR-Blockade reduzierte die ANP-Expression analog zu den
hamodynamischen Befunden signifikant. Dies kann als erganzender Beweis fur die
Reduktion der kardialen Dysfunktion zu beiden Untersuchungszeitpunkten gewertet

werden.

4.3 Histologische und molekularbiologische Verdnderungen nach selektiver
MR-Blockade

Um die durch den MR-Antagonismus bedingte Reduktion der hamodynamischen
Dysfunktion zu ergrunden, wurden histologische und molekularbiologische
Untersuchungen durchgefuhrt. Aus friheren Studien ist bekannt, dass bei der
Virusmyokarditis neben den direkt durch das Virus bedingten Myokardschaden®'- 68 eine
Kombination von Faktoren fur die Entwicklung der kardialen Dysfunktion verantwortlich
ist. Diese Faktoren sind die Entziindungsreaktion®195.201-205 " die Apoptose®? und das
myokardiale Remodeling’%3120.121_ Sje bedingen sich in komplexer, noch nicht vollstandig
verstandener Weise, wechselseitigt27%:11%.2% ynd wurden daher einer genaueren Analyse

unterzogen.

4.3.1 Selektive MR-Blockade reduziert die myokardiale Entziindungsreaktion

Die durch die kardiale CVB3-Infektion induzierte Entzindungsreaktion ist durch die
Expression von Zytokinen und Zelladhasionsmolekilen sowie die Infiltration von
Immunzellen gekennzeichnet. In Abhangigkeit von der Infektionsdauer ergeben sich
hierfur jeweils charakteristische Befunde. Die myokardiale Entzindungsreaktion nimmt,
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wie allgemein akzeptiert, eine Schlusselfunktion in der Pathogenese der Virusmyokarditis
ein. Im Folgenden soll herausgestellt werden wie der selektive MR-Antagonismus diese
beeinflusst.

4.3.1.1 Selektive MR-Blockade modifiziert die myokardiale Zytokinexpression
nicht signifikant

Zytokine nehmen beim Ablauf entzundlicher Prozesse eine Schlusselrolle ein. lhre
Bedeutung fur die Pathogenese der viralen Myokarditis konnte in vorangegangenen
Studien herausgearbeitet werden?07-2%°. Zunachst werden pro-inflammatorische Zytokine
durch die virusinfizierten Kardiomyozyten sezerniert. Dies initilert die Infiltration von
Entzindungszellen. Die Immunzellen wiederum sezernieren weitere Zytokine, wodurch
die Entzindungsreaktion durch ein komplexes System von Ruckkopplungen inhibiert
oder verstarkt wird®7°. In der vorliegenden Arbeit wurde die mMRNA-Expression der
Zytokine TNF-a, IL-6, IL-10 und TGF-3 untersucht. Infolge der CVB3-Infektion waren
diese am 8. postinfektiosen Tag deutlich vermehrt exprimiert. 28 Tage nach der CVB3-
Infektion waren diese Unterschiede nicht mehr signifikant.

Die selektive MR-Blockade hatte auf die Zytokinexpression keinen signifikanten Einfluss.
Fur die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, TGF-R und IL-6 deuteten sich aber
tendenziell geringere und fur das eher anti-inflammatorische IL-10 eine scheinbar hohere
Genexpression an. Wahed et al. konnten jedoch in einem Autoimmun-Myokarditis-Modell
an Ratten fur TGF-B eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression infolge der
selektiven MR-Blockade nachweisen'®. Eine Beeinflussung der Genexpression pro- und
anti-inflammatorischer Zytokine erscheint somit moglich, auch wenn sie in der
vorliegenden Arbeit nicht signifikant nachgewiesen werden konnte.

Einschrankend muss angemerkt werden, dass von der Zytokingenexpression, die in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurde, jedoch nicht ohne Weiteres auf die Sekretion und
biologische Wirkung der Zytokine geschlossen werden darf.

4.3.1.2 Selektive MR-Blockade reduziert die Expression des
Zelladhasionsmoleklils ICAM-1

Zelladhasionsmolekule sind fur myokardiale Entziundungsreaktion von groler
Bedeutung. Sie werden nach der Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen im
entzindeten Gewebe exprimiert. Sie ermoglichen den Entzindungszellen durch die
Interaktion zwischen dem Adhasionsmolekul und dem Liganden die Adhasion und

Infiltration?19-213, Seko et al. konnten in einem CVB3-induzierten murinen Myokarditis-
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Modell zeigen, dass eine Antikorper-vermittelte Blockade der Adhasionsmolekule ICAM-1
und VCAM-1 zu einer Verringerung der Immunzellinfiltration fuhrte, die mit einer
geringeren Zytotoxizitat einherging?'®2'3, Auch in Myokardbiopsien von Patienten mit
akuter Myokarditis oder DCM war eine vermehrte Expression von ICAM-1 nachweisbar.
Diese korrelierte mit einer vermehrten Infiltration zytotoxischer Immunzellen?'. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich 8 Tage nach der CVB3-Infektion eine Zunahme der
ICAM-1- und VCAM-1-Proteinexpression. Am 28. postinfektiosen Tag war hingegen
lediglich die ICAM-1-Expression signifikant erhoht. Es ist bekannt, dass die Expression
der beiden Zelladhasionsmolekile durch pro-inflammatorischen Zytokine induziert
wird?'1:212_Die vermehrte Expression der beiden Adhasionsmolekiile kdnnte daher durch
die vermehrte Expression von Zytokinen erklart werden. Da die Adhasionsmolekule eine
vermehrte Infiltration von Immunzellen nach sich ziehen, erklart dies die gesteigerte

Infiltration von CD3- und CD11b-positiven Immunzellen.

Die Therapie mit dem selektiven MR-Antagonisten reduzierte wahrend beider
Untersuchszeitpunkte die Proteinexpression des Zelladhasionsmolekils [CAM-1
signifikant. Einen ahnlichen Effekt nach selektivem MR-Antagonismus konnten auch
Kuster et al. in ihrem durch Nachlasterhhung induzierten murinen Herzinsuffizienz-
Modell nachweisen'®. Die Expression von ICAM-1 wird unter anderem durch
Transkriptionsfaktoren wie dem Nuklearen Faktor-«B (NF«xB) und Aktivator-Protein-1, die
bei vermehrtem oxidativen Stress exprimiert werden, induziert 2'5. Als mégliche Ursache
fur die Reduktion der ICAM-1-Expression kann daher auch die durch die selektive
MR-Blockade bedingte Reduktion des oxidativen Stresses angesehen werden. Dieser
wurde stellvertretend durch die Bestimmung von Nitrotyrosin ermittelt. Die reduzierte
ICAM-1-Expression zog eine geringere Leukozyteninfiltration und somit eine verminderte

Entzindungsreaktion nach sich.

4.3.1.3 Selektive MR-Blockade reduziert die Infiltration von CD11b-positiven
Immunzellen

Die myokardiale Infiltration von Abwehrzellen wurden mittels immunhistochemischer
Farbungen von Oberflachenantigenen differenziert und quantifiziert. Mit Hilfe des
CD3-Antigens, einem Bestandteil des T-Zell-Rezeptors, wurden die T-Lymphozyten und
mittels CD11b-Antigen, dem Integrin a-M, wurden myeloide Immunzellen wie
Makrophagen, aber auch NK-Zellen und neutrophile Granulozyten identifiziert. NK-Zellen
und Makrophagen infiltrieren das Myokard bereits in der friihen Phase der Myokarditis’.
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Neben der Sekretion von entziindungsmodulierenden Zytokinen’' sind sie an der
Viruselimination beteiligt?®® und leiten durch Antigen-Prozessierung und -Préasentation
Uber MHC-I-Komplexe die Aktivierung des spezifischen Immunsystems ein?'6. Sie fiihren
jedoch auch zu einer Destruktion und somit Dysfunktion des Myokards’>217:28, Auch die
T-Zellen sind an der Pathogenese in erheblichem MaRe beteiligt3. Verschiedene
Subpopulationen der T-Helferzellen beeinflussen den Entzindungsprozess durch die
Ausschuttung entziundungsmodulierender Zytokine und Interaktionen mit anderen
Immunzellen?'®. Die zytotoxischen T-Zellen sind direkt an der Viruselimination beteiligt.
Mithilfe ihres T-Zell-Rezeptors kdnnen sie virale Proteinbestandteile, die auf den MHC-I-
Komplexen infizierter Zellen exprimiert werden, erkennen und diese Zellen lysieren.
Hierdurch kommt es nicht nur zur Viruselimination, sondern auch zur Schadigung des
Myokards’?. Die CVB3-Infektion fiihrte wahrend beider Untersuchungszeitpunkte zu
einer deutlichen Zunahme der Infiltration von CD3-positiven T-Zellen und
CD11b-positiven myeloiden Immunzellen. Dies deckt sich mit Beobachtungen anderer
Autoren9%220 ynd ist durch die in dieser Arbeit nachgewiesene Expressionssteigerung

von Zytokinen und Zelladhasionsmolekulen erklarbar.

Durch den selektiven MR-Antagonismus konnte die Infiltration der CD11b-positiven
myeloiden  Zellen wie Makrophagen und NK-Zellen wahrend beider
Untersuchungszeitpunkte deutlich reduziert werden, wohingegen die Anzahl
infiltrierender T-Zellen nicht signifikant beeinflusst wurde. Eine Reduktion des
Makrophagen-Infiltrates durch die selektive MR-Blockade, wenngleich Makrophagen nur
einen Teil der Zellpopulation CD11b-positiver Zellen darstellen, ist auch aus
Untersuchungen anderer kardiologischer Krankheitsentitaten bekannt. Kuster et al.
zeigten dies in einem durch chronische Nachlasterhohung induzierten murinen
Herzinsuffizienz-Modell'®® und Munoz-Pacheco et al. wiesen dies in einem Hypertonie
induzierten Herzinsuffizienz-Modell an Ratten nach??'. Neben dieser reduzierten
Makrophageninfiltration wird in der Literatur auch eine Beeinflussung der Makrophagen-
Polarisation als Therapieeffekt des selektiven MR-Antagonismus postuliert??2223,
Wahrend die M1-polarisierten Makrophagen pro-inflammatorische Zytokine sezernieren
und zu einer vermehrten Schadigung des Herzens fuhren, exprimieren M2-Makrophagen
anti-inflammatorische Zytokine und haben einen eher kardioprotektiven Einfluss??2.
Usher et al. zeigten in einem Zellkulturexperiment mit Maus-Makrophagen, dass sich
diese durch Aldosteronapplikation vermehrt zu M1-Makrophagen polarisierten und sich
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diese Polarisation durch zusatzliche Applikation eines selektiven MR-Blockers
unterdriicken lieR?%. In einem transgenen Maus-Modell mit knock-out des MR der
Makrophagen konnte die Arbeitsgruppe schlieBlich auch eine geringere
Makrophageninfiltration, Fibrosierung und ein Zytokin-Expressionsmuster, das auf eine
verminderte M1-Polarisierung schlieBen lie, zeigen??3. Es scheint daher moglich, dass
auch in der vorliegenden Arbeit durch den selektiven MR-Antagonismus weniger M1-
Makrophagen entstanden. Dies kann eine Ursache fur die von Usher et al. beobachtete
Verminderung des Makrophagen-Infiltrates sein, welches sich in der vorliegenden Arbeit
in Form einer reduzierten Einwanderung CD11b-positiver Zellen ausdruckte. Zudem war
auch in der vorliegenden Arbeit der Grad der Fibrosierung durch die selektive
MR-Blockade reduziert. Die von Usher et al. gefundene Modifikation der
Zytokinexpression von TNF-o. und TGF-B?2% war, wie bereits erwahnt, in der vorliegenden
Arbeit nicht signifikant, aber doch angedeutet. Daher konnte die These, dass der selektive
MR-Antagonismus die M1-Polarisierung der Makrophagen reduziert, die verminderte
Entzindungsreaktion und damit das geringere Remodeling sowie die weniger

ausgepragte kardiale Dysfunktion erklaren.

Neben der Expression auf Makrophagen wird das CD11b-Antigen auch auf neutrophilen
Granulozyten exprimiert??*. Eine jlingst erschiene Studie von Rivadeneyra et al., die die
Bedeutung von neutrophilen Granulozyten bei CVB3-induzierten Myokarditiden
untersuchte, konnte zeigen, dass das CVB3 neutrophile Granulozyten infiziert, in diesen
aber nicht repliziert. Die CVB3-Infektion fuhrte jedoch zu einer Zunahme der CD11b-
Expression auf den neutrophilen Granulozyten und einer Verldngerung ihrer
Lebenszeit?®>. Da eine Depletion der neutrophilen Granulozyten in einem CVB3-
induzierten murinen Myokarditis-Modell 7 Tage nach der Infektion, also wahrend des
subakuten Myokarditis-Stadiums, zu einer Reduktion der Viruslast und der myokardialen
Nekrosen fuhrte, mutmaliten Rivadeneyra et al., dass die neutrophilen Granulozyten
einen relevanten Beitrag zur Virusverbreitung leisten konnten und durch Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine zu einer vermehrten Entzindungsreaktion und konsekutiven
Gewebsschadigung beitragen wirden??®. Aufgrund des Anteils der neutrophilen
Granulozyten im leukozytischen Infiltrat der frilhen Myokarditis-Phase??® wird der in der
aktuellen Arbeit gefundene Anteil CD11b-positiver Zellen, insbesondere nach 8
Versuchstagen, teils durch neutrophilen Granulozyten bedingt sein. Die Bedeutung der
neutrophilen Granulozyten im Stadium der chronischen Myokarditis wurde bisher nicht
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untersucht und bleibt somit noch unklar.

Untersuchungen in einem autoimmunen, murinen Glomerulonephritis-Modell konnten
zeigen, dass wahrend der dortigen akuten Entzindungsphase die selektive MR-Blockade
zu einer verminderten Infiltration von neutrophilen Granulozyten, aber auch
Makrophagen, fuhrte. Als mogliche Ursache hierfur wurde eine Beeinflussung des
Zytokinepressionsmusters, wie sie im Rahmen der Makrophagenpolarisation erfolgt,
diskutiert??’. Ein ahnlicher Effekt des selektiven MR-Antagonisten kénnte auch in der
vorliegenden Arbeit zur verminderten Infiltration neutrophiler Granulozyten gefuhrt haben.
Die bereits oben diskutierte These der MR-Blockade bedingten verminderten M1-

Polarisation der Makrophagen konnte eine Erklarung hierfur sein.

4.3.1.4 Selektive MR-Blockade reduziert den nitrosaktiven Stress

Die Bildung von reaktiven Stickstoffspezies wie NO ist insbesondere wahrend der akuten
und fruhen subakuten Myokarditis-Phase von wichtiger pathophysiologischer Bedeutung.
Nitrosaktiver Stress hemmt die Virusreplikation, in dem er die virale Erbinformation direkt
oder die viralen Proteasen schadigt. Er ist somit fur die frihe Virusabwehr wichtig und
ermoglicht die Eingrenzung der Infektion??®. Reaktive Stickstoffspezies als Vertreter
oxidativen Stresses induzieren aber auch Apoptosen und Nekrosen. Sie fuhren somit zur
Destruktion und Dysfunktion des Myokards??°. NO wirkt aber auch direkt zytopathisch auf
Kardiomyozyten und beeintrachtig deren kontraktile Funktion'®”. Zur Ermittlung des
nitrosaktiven Stresses wurde der Gehalt an Nitrotyrosin im Gewebe ermittelt. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass 8 Tage nach der CVB3-Infektion der Nitrotyrosin-
Gehalt deutlich erhoht war. Dieser vermehrte oxidative Stress erklart auch die erhohte
Apoptoserate wahrend dieses Untersuchungszeitpunktes. Aus Untersuchungen von
Siwik et al. an Ratten-Kardiofibroblasten ist bekannt, dass vermehrter oxidativer Stress
auch zur vermehrten Synthese von MMPs und somit zu vermehrtem myokardialen
Remodeling fiihrt?3°. Dies kann das gesteigerte Remodeling durch die CVB3-Infektion in
der vorliegenden Arbeit mit erklaren. Die Bildung reaktiver Stickstoffspezies wird durch
Zytokine wie TNF-a Uber die Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase (iNO-Synthase)
angeregt??'. Durch vermehrten Anfall oxidativen Stresses wird wiederum die Expression
von Transkriptionsfaktoren induziert, welche wiederum die Bildung von Zytokinen fordern

und somit das Entziindungsgeschehen positiv riickkoppeln?15,

Der selektive MR-Antagonismus reduzierte nach 8 Therapietagen die Bildung reaktiver

Stickstoffspezies signifikant. Auch in einer Studie an Ratten mit Myosin-induzierter
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Autoimmunmyokarditis konnte eine chronisch erhohte Aktivitat der iINO-Synthase
nachgewiesen werden. Die beobachtete Entzindungsaktivitdt und myokardiale
Gewebsdestruktion lie3 sich bei den Kollegen durch Inhibierung der iNO-Snythase
reduzieren?®?. Eine Reduktion der Aktivitat der iINO-Synthase scheint daher, nach
Uberwindung der akuten Phase der Myokarditis, den Krankheitsverlauf giinstig zu
beeinflussen. Dies kann, wie oben aufgefuhrt, an einem geringeren direkten
zytopathischen Effekt auf die Kardiomyozyten, einer geringeren Apoptoserate, einer
geringeren positiven Ruckkopplung der Entzindungsreaktion, einem geringeren
myokardialen Remodeling und konsekutiv an einer geringeren kardialen Dysfunktion
liegen. Da die iNO-Synthase hauptséchlich in Makrophagen exprimiert wird®, kann die
durch die selektive MR-Blockade bedingte verminderte Infiltration CD11b-positiver Zellen
zur Reduktion des nitrosaktiven Stresses beigetragen haben. Die Reduktion des
Gehaltes an Nitrotyrosin infolge des selektiven MR-Antagonismus war in der aktuellen
Arbeit jedoch starker als die Reduktion des CD11b-positiven Immunzellinfiltrates. In dem
Wissen, dass insbesondere M1-Makrophagen vermehrt reaktive Sauerstoff- und
Stickstoff-Spezies synthetisieren?3, unterstitzt dies die These, dass die selektive
MR-Blockade auch in der vorliegenden Arbeit zu einer verminderten M1-Polarisierung

der Makrophagen mit bereits oben diskutierten positiven Effekten flhrte.

4.3.1.5 Selektive MR-Blockade hat keinen Effekt auf die Viruselimination

Die aus der Literatur bekannte Viruspersistenz von CVB3 bei infizierten Tieren war auch
in der aktuellen Arbeit wahrend des subakuten und chronischen Myokarditis-Stadiums
nachvollziehbar®''%. Die Therapie mit dem MR-Antagonisten hatte trotz Reduktion des
nitrosaktiven Stresses, welcher wahrend der akuten Myokarditis-Phase fur die
Einddmmung der Virusinfektion von Bedeutung ist?®, und Reduktion des

inflammatorischen Geschehens keinen Einfluss auf die Viruselimination.

4.3.2 Selektive MR-Blockade reduziert die myokardiale Apoptoserate

Die myokardiale Apoptose ist ein weiterer Pfeiler der myokarditischen Pathogenese. Sie
stellt eine Moglichkeit dar, infektiose Viren aus der Wirtszelle freizusetzen. Sie ermoglicht
somit die Neuinfektion umgebender Kardiomyozyten®?. Uber die Aktivierung von
Caspasen oder die Beeinflussung von extracellular signal requlated kinases 1/2
(ERK 1/2)-vermittelten Signalwegen kann CVB3 selbst Apoptosen auslésen?342%5, Neben
dieser direkt durch das Virus-bedingten Induktion, kann auch das Immunsystem den

kontrollierten Zelltod initiieren. Dies kann sowohl durch Vertreter des angeborenen
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Immunsystems wie NK-Zellen und Makrophagen durch die Freisetzung von Perforin oder
oxidativen Stress?®, als auch durch Vertreter des erworbenen Abwehrsystems wie
zytotoxische T-Zellen®®” erfolgen. Neben der Virusfreisetzung kommt es bei
apoptotischen und pra-apoptotischen Zellen zu einer vermehrten Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine und somit Verstarkung der Entziindungsreaktion®?. Die
Untersuchung der Apoptoserate im Rahmen der Virusmyokarditis ist daher zur
Beurteilung des therapeutischen Effektes des selektiven MR-Antagonismus von
Interesse. In dieser Arbeit wurde die Haufigkeit der Apoptosen mittels Dead End™
Colorimetric TUNEL Methode an Gefrierschnitten untersucht. Die Apoptoserate waren,
wie erwartet, 8 wie 28 Tage p.i. erhoht, wobei wahrend der subakuten Myokarditis-Phase
die Apoptosehaufigkeit deutlich hoher war. Diese virusinfektionsbedingte Zunahme der
Apoptoserate konnte bereits in anderen Studien nachvollzogen werden, wenngleich das
Ausmal® der Apoptosen abhangig von der Vulnerabilitdt des Mausstamms
variierte®223823%_ Durch die anfangs rasche Virusreplikation mit konsekutiver Aktivierung
des Immunsystems kommt es wahrend der akuten und subakuten Phase der CVB3-
induzierte Myokarditis zu einer hohen Apoptoserate®®. Im Rahmen der mit der
Chronifizierung der Myokarditis einhergehenden Eindammung der Virusreplikation und
Abnahme der Entzindungsintensitat, beides wurde in der vorliegenden Arbeit gefunden,
konnte die Abnahme der Apoptosen im weiteren Verlauf erklart werden.

Der selektive MR-Antagonist fuhrte nur wahrend des subakuten Myokarditis-Stadiums zu
einer Reduktion der Apoptosehaufigkeit. Eine ahnliche Abnahme der Apoptoserate
konnten auch Kuster et al. in ihrem durch chronische Nachlasterhdhung induzierten
murinen Herzinsuffizienz-Modell nach der Therapie mit selektiven MR-Blockern
nachweisen'®. Eine Ursache fir die reduzierte Apoptoserate konnte die geringere
Infiltration von direkt oder indirekt Apoptose-auslosenden Entzindungszellen und die

Reduktion des Apoptose-induzierenden oxidativen Stresses sein.

4.3.3 Selektive MR-Blockade reduziert das myokardiale Remodeling

Seit langerem ist bekannt, dass qualitative und quantitative Veranderungen der EZM, als
Teil eines kardialen Remodeling, zu Funktionseinschrankungen des Myokards
fuhren15240, Zusatzlich zur Veranderung der Materialeigenschaften der EZM kommt es
durch das Remodeling der EZM zu einer Anderung der Herzgeometrie, die sich negativ
auf die Herzfunktion auswirken kann. Das Remodeling ist durch die Neusynthese und

den Abbau von EZM-Bestandteilen charakterisiert. Verschiedenen Autoren gelang es in
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myokarditischen Maus-Modellen oder entzindlichen Erkrankungen im humanen
Myokard eine Assoziation zwischen gesteigertem Remodeling und kardialer Dysfunktion
herzustellen'07:195.241 - Aych die Untersuchungen dieser Arbeit konnten dies fiir die
CVB3-Infektion zeigen. Durch den selektiven MR-Antagonismus gelang es, das Ausmalf
des Remodelings und die kardiale Funktionseinschrankung zu reduzieren. In der Folge
sollen die Veranderungen des MMP/TIMP-Systems und der Kollagensynthese nebst

Fibrose eingehender diskutiert werden.

4.3.3.1 Selektive MR-Blockade reduziert die Aktivitat des MMP/TIMP-Systems
Die Bedeutung des MMP/TIMP-Systems fiir das Remodeling ist unbestritten4.119.242.243
Neben dem Abbau der EZM degradiert dieses System auch intrazellulare Proteine und
moduliert inflammatorische Prozesse.

In der vorliegenden Arbeit waren am 8. Tag p.i. die mRNA-Expressionen von MMP-3,
MMP-8, MMP-12 und MMP-13 deutlich erhdoht. Dies deutete indirekt auch auf eine
vermehrte Enzymaktivitat dieser MMPs hin. Diese Beobachtungen decken sich mit denen
anderer Arbeitsgruppen, die dies auch im myokarditischen Maus-Modell'®5244 oder im
Rahmen anderer zur Herzinsuffizienz flihrender Krankheitsbilder in Ratten-
Modellen?2'245  oder beim Menschen?#2246247 ngchwiesen. Ebenso waren in der
vorliegenden Arbeit am 8. Tag p.i. die zymographisch bestimmten Aktivitaten der
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 deutlich erhdht. Dies ist auch aus der Literatur im
Rahmen der murinen Myokaritis'® sowie der DCM und Myokarditis des Menschen
bekannt?46.248  Als ein mdglicher Grund fir die erhohte MMP-9-Aktivitat lieR sich in der
vorliegenden Arbeit eine vermehrte MMP-9-Proteinexpression feststellen. Diese wurde
auch in anderen Myokarditis-Mausmodellen beobachtet'?%244, Da die mMRNA-Expression
von MMP-2 und MMP-9 durch die CVB3-Infektion in der vorliegenden Arbeit nicht
signifikant beeinflusst wurde, kann die vermehrte Enzymaktivitat nicht durch eine
Transkriptionssteigerung erklart werden. Vielmehr schienen die Proteinexpression und
Aktivitat posttranskriptionell beeinflusst worden zu sein. Untersuchungen anderer
myokarditischer Maus-Modellen zeigten hingegen auch eine Steigerung der MMP-2- und
MMP-9-mRNA-Expression'?244 so dass auch eine transkriptionelle Beeinflussung der
MMP-2- und MMP-9-Aktivitat moglich scheint. Diese divergenten Ergebnisse konnten
durch die verschiedenen Mausmodelle bedingt sein. Auch fur MMP-12 konnte, wie in
der vorliegenden Arbeit gefunden, eine vermehrte myokardiale Expression im Rahmen

der humanen Enterovirus-assoziierten Myokarditis nachwiesen werden?+°.
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Die festgestellten vermehrten Expressionen und Aktivitaten der MMPs konnten durch die
vermehrte Infiltration von Entzindungszellen und die gesteigerte Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen erklart werden. Denn ein Groldteil der MMPs und TIMPs
wird hauptsachlich durch Immunzellen wie Makrophagen sezerniert?®02%'. Deren
Expression wird wiederum durch Zytokine wie TNF-o. oder TGF-B stimuliert!22-124.252.253
Bezulglich der TIMPs, den natirlichen Inhibitoren der MMPs, konnte in der vorliegenden
Arbeit fur TIMP-1 eine CVB3-bedingte mRNA-Expressionssteigung detektiert werden.
Dies deckt sich mit Ergebnissen anderer Autoren'%5251, Neben der klassischen Inhibition
von MMPs wurde fur TIMP-1 auch eine Begunstigung der Infiltration von Immunzellen
beschrieben?®!. Da diese Immunzellen vornehmlich MMPs sezernierten?02%!, kénnte
paradoxerweise dieser Inhibitor der MMPs zu einer vermehrten Aktivierung des
MMP/TIMP-Systems beigetragen haben. Nach 28-tagiger Infektionsdauer waren die
Expressionen und Aktivitaten der MMPs bis auf die mRNA-Expression von MMP-8 und
die Proteinexpression von MMP-9 nicht signifikant erhoht und korrelierten mit den
Befunden anderer Autoren. Diese stellten ebenfalls ein Maximum der Aktivitat des
MMP/TIMP-Systems wahrend des subakuten Myokarditis-Stadiums fest'9%244, Dies
deutet daraufhin, dass dem MMP/TIMP-System wahrend der chronischen Myokarditis-
Phase eine eher untergeordnete Bedeutung zukommt und seine pathophysiologische
Bedeutung vor allem wahrend der frGheren Myokarditis-Stadien zu sehen ist.

Die vermehrte Aktivitat des MMP/TIMP-System fuhrte wohl Gber mehrere Mechanismen
zur Schadigung der myokardialen Struktur und Funktion. Durch die gesteigerte Aktivitat
dieses Systems wurden unterschiedliche Komponenten der EZM degradiert. Die
Kollagenasen MMP-8 und MMP-13 kénnen quervernetzte Kollagenfibrillen zu Gelatine
degradieren®. Gelatine wird wiederum durch die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9
abgebaut?*'. MMP-2 ist zusatzlich imstande nicht-denaturierte Kollagen I-Fibrillen
Kollagenasen-unabhéngig abzubauen?®® und MMP-9 kann Kollagenquerverbindungen
von Kollagen I-Fibrillen spalten''®. Das auch als Stromelysin bekannte MMP-3 und das
Makrophagen-Elastase genannte MMP-12 spalten weitere EZM-Bestandteile wie Elastin
oder Proteoglykane?#!-250_ |In der Gesamtheit fiihrt diese Degradierung von Kollagen und
anderen EZM-Komponenten zu einer myokardialen Geflgestorung mit konsekutiver
linksventrikularer Dilatation und Dysfunktion®4.241,

Neben EZM-Proteinen sind MMPs wie z.B. MMP-2 in der Lage intrazellulare Proteine,
wie das fur die Muskelkontraktion wichtige Myosin, zu degradieren und somit die
Kontraktionsfahigkeit der Kardiomyozyten zu reduzieren®%257. Hierdurch wird die
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kardiale Funktion ebenfalls kompromittiert. Zusatzlich zu diesen Effekten ist auch ein
entzindungsmodulatorischer Einfluss des MMP/TIMP-Systems bekannt. Fur MMP-3,
MMP-9, MMP-12 und MMP-13 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass sie die
Expression entzindungsregulierender Zytokine wie IL-13, INF-a und INF-y
verstarken'10.242249  Sje koénnen aber auch durch die Spaltung von Zytokinen,
Chemokinen und anderen Signalmolekulen die Migration und Infiltration von
Entziindungszellen beeinflussen®®. Durch derartige Rickkopplungen modifiziert das
MMP/TIMP-System die Entzindungsreaktion auf verschiedene Weise. Da auch MMPs
selbst das Substrat anderer MMPs darstellen und durch Abspaltung des Pro-Peptids
aktiviert werden?%26' wurde das MMP/TIMP-System wohl auch intrinsisch in seiner
Aktivitat verstarkt. Dies steigerte wohl wiederum das Remodeling und konsekutiv die

kardiale Dysfunktion.

Der selektive MR-Antagonismus verringerte in dieser Arbeit die gesamte durch die CVB3-
Infektion bedingte Aktivitatssteigerung des MMP/TIMP-Systems 8 Tage nach der CVB3-
Infektion. Mit zunehmender Infektionsdauer, 28 Tage nach der CVB3-Infektion, war
hingegen nur die mRNA-Expression von MMP-8 reduziert. Eine &hnliche
Aktivitatsreduktion des MMP/TIMP-Systems durch eine selektive MR-Blockade konnte
auch in anderen Tier- und Zellkulturexperimenten, die sich mit entzindlichen oder nicht-
entzundlichen Herzerkrankungen beschaftigten und mit einem kardialen Remodeling
sowie einer Dysfunktion einhergehen, beobachtet werden. So minderte diese Therapie
die MMP-13-Proteinexpression in einem Ischamie induzierten Herzinsuffizienz-Modell an
Ratten®%?, die TIMP-1-mRNA-Expression in einem Ischamie induzierten caninen
Herzinsuffizienz-Modell und einem durch Nachlasterhdhung induzierten murinen
Herzinsuffizienz-Modell'®263, die MMP-2-Aktivitat in einem eine diabetische
Kardiomyopathie ~ simulierenden  Zellkulturexperiment®®*  und  die =~ MMP-9-
Proteinexpression in einem Ischamie-induzierten caninen Herzinsuffizienz-Modell?%3.
Entgegen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fanden die Kollegen Xiao et al. und
Rastogi et al. in einem EMCV-induzierten Myokarditis-Modell an DBA/2-Mausen und
einem Ischamie-induzierten caninen Herzinsuffizienz-Modell aber auch eine Abnahme
der MMP-2- und MMP-9-mRNA-Expression’®2263, Dies konnte den unterschiedlichen
Tiermodelle und Krankheitsentitaten geschuldet sein. In der vorliegenden Arbeit gelang
es erstmalig eine durch selektive MR-Blockade bedingte Minderung eines Anstiegs der
MMP-3-, MMP-8- und MMP-12-mRNA-Expression und der MMP-9-Aktivitat
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nachzuweisen. Die durch den selektiven MR-Antagonismus bedingte verminderte
Aktivitat des MMP/TIMP-Systems fuhrte mutmalilich zu einem geringeren myokardialen
Remodeling mit reduzierter EZM-Geflgestorung. Hierdurch konnten die linksventrikulare
Dilatation und Dysfunktion geringer ausgepragt gewesen sein. Als mogliche Ursache der
verminderten Aktivitat des MMP/TIMP-Systems kann die geringere Inflammation
angesehen werden, da die meisten MMPs durch Abwehrzellen wie Makrophagen
sezerniert werden®. Die selektive MR-Blockade reduzierte die Infiltration der
CD11b-positiven Zellen, zu denen Makrophagen gehoren, und fuhrte somit mutmalflich
zu einer geringeren Expression und Aktivierung der Komponenten des MMP/TIMP-
Systems. Als weiteres Indiz deutet die gefundene verminderte MMP-12-mRNA-
Expression nach 8-tagiger Therapie mit dem selektiven MR-Blocker auf eine mutmallich
hierdurch reduzierte Polarisierung von Makrophagen zu pro-inflammatorischen M1-
Makrophagen hin, da MMP-12 vor allem von M1-polarisierten Makrophagen sezerniert
wird?4°,

Weitere mogliche Modulatoren sind die Zytokine. Verschiedene Studien konnten die
Assoziation zwischen einer vermehrten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und
einer gesteigerten Aktivitdt des MMP/TIMP-Systems nachweisen'?2.124265266 |n der
vorliegenden Arbeit war durch den selektiven MR-Antagonismus jedoch keine
signifikante Expressionsbeeinflussung der untersuchten Zytokine, sondern lediglich eine
dahingehende Tendenz feststellbar. Diese konnte jedoch genlgt haben, um im Zuge von
negativen Ruckkopplungen einen Einfluss auf das MMP/TIMP-System genommen zu
haben. Es konnte aber auch sein, dass andere als die untersuchten Zytokine wie z.B.
IL-113 durch die selektive MR-Blockade beeinflusst wurden und das MMP/TIMP-System
modifizierten. Aber auch eine Beeinflussung durch Zytokin-unabhangige
Regulationsmechanismen scheint moglich. Zum Beispiel konnte der selektive
MR-Antagonismus auch direkt die TIMP-1-Expression gemindert haben. Da fur TIMP-1
neben der klassischen Funktion als Inhibitor von MMPs auch eine Begunstigung der
Immunzellinfiltration und somit der Inflammationsverstarkung beschrieben wurde?s',
konnte die reduzierte TIMP-1-Expression zu einer geringeren Aktivitat des MMP/TIMP-
Systems gefuhrt haben. Eine weitere Aktivitatsreduktion konnte durch die Reduktion des
nitrosaktiven Stresses erfolgt sein, da auch dieser das MMP/TIMP-System vermehrt

aktivieren kann132,
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4.3.3.2 Selektive MR-Blockade reduziert die myokardiale Kollagen-Synthese
und Fibrosierung

Die Steifigkeit des Myokards wird vor allem durch Kollagen | und Kollagen |1l bestimmt?67.
Wahrend Kollagen | die Widerstandsfahigkeit gegen Verformung und Dehnung
ausmacht, ist Kollagen Ill fur die Elastizitat und Retraktionsfahigkeit verantwortlich%2, Im
Rahmen der Myokarditis sind schon langer quantitative und quantitative Veranderung des
Kollagengehalts mit konsekutiver Entwicklung einer Fibrose bekannt'%. Die myokardiale
Fibrose ist durch die Zunahme des Gesamt-Kollagens, im Besonderen durch
Veranderung des Kollagen I- und Kollagen lll-Gehaltes charakterisiert. Neben dem
bereits diskutierten Abbau von Kollagen, z.B. durch das MMP/TIMP-System, wird der
qualitative und quantitative Kollagengehalt der EZM durch die Neusynthese

mitbestimmt'02,

In der vorliegenden Arbeit konnte in Ubereinstimmung mit Beobachtungen anderer
Autoren eine Zunahme der mRNA-Expression von Kollagen | und Kollagen Il nur am 8.
p.i. Tag festgestellt werden?6269, Auf der Proteinebene war in der vorliegenden Arbeit
jedoch lediglich fur Kollagen | ein vermehrter Gewebsgehalt zu detektieren. Dieser war
auch noch am 28. postinfektiosen Tag signifikant erhoht. Wie in der Literatur beschrieben,
kam es hierdurch zu einer Verschiebung des Kollagen I/Kollagen lll-Verhaltnisses
zugunsten von Kollagen 1197248270 “wodurch sich die Eigenschaften der EZM &anderten.
Die von Rutschow et al. beschriebene Zunahme des Gesamtkollagens im Sinne einer
Fibrosierung'®, lieR sich auch in der vorliegenden Arbeit als Folge der CVB3-Infektion
nachweisen. Wie in der Literatur dargestellt, nahm sie mit zunehmender Dauer der
Infektion zu und war am 28. Tag p.i. am starksten ausgepragt®®. Die Zunahme der
Steifigkeit, die Abnahme der Elastizitdt und Zunahme der Fibrosierung trugen dann

vermutlich zur beobachteten linksventrikularen Dysfunktion bei.

Durch den selektiven MR-Antagonismus gelang es in der vorliegenden Arbeit, diese
Zunahmen der mRNA-Expression, Proteinexpression und Fibrosierung deutlich zu
reduzieren. Ahnliche Effekte der selektiven MR-Blockade beschrieben auch Xiao et al. in
einem EMCV-induzierten Myokarditis-Modell mit DBA/2-Mausen und Wahed et al. in
einem induzierten Autoimmun-Myokarditis-Modell mit Ratten. In beiden Arbeiten fuhrte
die Reduktion der Kollagen-Expression und Fibrose zudem zu einem Anstieg der
Uberlebenswahrscheinlichkeit'9219°, Ein méglicher Grund flr die Reduktion der Kollagen-
Synthese und Fibrose konnte die reduzierte mechanische Belastung der Myofibroblasten
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sein. Es ist bekannt, dass die vermehrte mechanische Belastung dieser die Kollagen-
Synthese anregt?”'. Ein weiterer Grund konnte die durch den selektiven
MR-Antagonismus bedingte tendenzielle Reduktion der Zytokinexpression insbesondere
von TGF-B sein, da diese die Kollagen-Synthese stimulieren kdnnen?’2. Da aber auch
bekannt ist, dass Aldosteron selbst eine Kollagen-Synthese in zellkultivierten
Fibroblasten auslésen kann?3, kdnnte die selektive Blockade des MR in der vorliegenden

Arbeit zur verminderten Fibrose gefuhrt haben.

4.3.3.3 Selektive MR-Blockade reduziert die Expression des matrizelluldres
Protein CCN 2

Das matrizellulare Protein CCN 2, friher auch CTGF genannt, ist Teil der CCN-Familie.
CCN st ein Akronym aus den ersten drei Mitgliedern: cystein-rich-Angiogenetic-
Inducer-61, CTGF und nephroblastoma Overexpressed. Es ist ein nicht-struktureller
Bestandteil der EZM wund moduliert die =zellulare Antwort auf verschiedene
Signalmolekule?’*. Untersuchungen zeigen, dass CCN 2 wahrend der Entwicklung einer
kardialen Fibrose erhoht ist?”> und die Stimulation mit TGF-B zu einer vermehrten CCN 2-
Expression fiihrt?’4. CCN 2 per se scheint jedoch keinen pro-fibrotischen Effekt zu
haben?’6277  Es wurde daher angenommen, dass CCN 2 die Wirkung des pro-
fibrotischen Zytokins TGF-3 verstarkt, indem es extrazellular an TGF-B bindet und
dessen Bindungsfahigkeit an Rezeptoren erhoht?’8, Dies verdeutlicht die Bedeutung von
CCN 2 wahrend der Entwicklung der kardialen Fibrose und konsekutiven

linksventrikularen Dysfunktion, wie sie auch bei der Myokarditis beobachtet wird.

In der vorliegenden Arbeit war bei den an der Myokarditis erkrankten Tieren nur wahrend
des subakuten Myokarditis-Stadiums eine Zunahme der CCN 2-mRNA-Expression
feststellbar. Auch in anderen murinen Virus- und Autoimmunmyokarditis-Studien konnten
erhohte CCN 2-Expressionen in Kombination mit einer vermehrten Kollagen-Synthese,
Fibrose und Herzinsuffizienzentwicklung nachwiesen  werden?68279.280  Ays
Zellkulturstudien an neonatalen Rattenkardiomyozyten ist bekannt, dass CCN 2
ERK 1/2-abhangige Signalwege aktivieren kann?®'. Uber diese Signalwege wiederum
konnte in Kardiofibrolasten, aber auch Haut-, Nierenfibroblasten und Chondrosarkom-
zellen die Expression von Kollagenen und verschiedener MMPs induziert werden?73.282-
285_Es scheint daher wahrscheinlich, dass auch in der vorliegenden Arbeit die vermehrte
CCN 2-Expression zu einer gesteigerten Kollagen-Synthese nebst Fibrose und
vermehrten Aktivierung des MMP/TIMP-System fuhrte.
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Die Therapie der CVB3-infizierten Tiere mit dem selektiven MR-Antagonisten reduzierte
in der vorliegenden Arbeit nach 8 Therapietagen die CCN 2-mRNA-Expressionerhohung
signifikant. Eine ahnliche Reduktion der CCN 2-Expression durch eine selektive
MR-Blockade konnten auch Lavall et al. in einem Zellkulturexperiment an neonatalen
Kardiofibroblasten von Ratten nachweisen. Sie zeigten, dass der selektive
MR-Antagonismus eine durch TGF-B-Gabe induzierte CCN 2-Mehrexpression
verringerte?®. Hierzu passend konnten Messaoudi et al. in einem Mausmodell feststellen,
dass die Gabe von Aldosteron die Expression von CCN 2 in Kardiomyozyten stimuliert.
Die Kollegen fanden mittels Chromatin-Immunprazipitation Hinweise, dass der MR an die
Promoter-Region des CCN 2 bindet und somit direkt dessen Transkription auslost?®”. Die
selektive Blockade des MR konnte in der vorliegenden Arbeit eine Reduktion der
Kollagen-Synthese und Aktivierung des MMP/TIMP-Systems nach sich gezogen haben.
Somit konnte die reduzierte CCN 2-Expression eine wichtige Schlusselrolle bei der
Abnahme des kardialen Remodeling gehabt haben. Da im Zellkulturexperiment von
Lavall et al. und Messaoudi et al. keine Makrophagen vorhanden waren, deren
Polarisation und somit Zytokinsekretion hatte beeinflusst werden kdnnen, scheint die
selektive MR-Blockade uber einen zusatzlichen, vermutlich Zytokin-unabhangigen
Mechanismus, Einfluss auf das Remodeling zu nehmen. Es kdnnte aber auch sein, dass
CCN 2 auch fur die Unterdrickung der M1-Polarisation der Makrophagen verantwortlich
ist und somit den Entzindungsprozess beeinflusst hat. Diese These bedarf jedoch

weiterer Untersuchungen.

4.4 Methodenkritik und Studienlimitation

Um die Bedeutung der selektiven MR-Blockade im Rahmen der Virusmyokarditis weiter
zu eruieren, wurden in einem Mausmodell die multifaktoriellen Veranderungen der
hamodynamischen Funktion, des Entzindungsprozesses, der Apoptose und des
Remodelings untersucht. Zur Erganzung der mittels invasiver Konduktanzkatheter-
Untersuchung gewonnenen hamodynamischen Daten wurden molekularbiologische

Untersuchungen durchgefuhrt.

Fir das Studium der kardialen Funktion und Veranderungen im Rahmen der Myokarditis

sind Untersuchungen am lebenden Organismus zwingend notwendig. Aufgrund der

Komplexitat der Vorgange wurde die Maus als Versuchstier gewahlt. Die Verfugbarkeit

vergleichbarer Studienergebnisse, die Durchfihrbarkeit der Untersuchungen, die relativ

kurze Generationsdauer und der geringe Aufwand in Bezug auf die Haltung und
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Behandlung begunstigten diese Entscheidung. Die Wahl des CVB3-induzierten
Myokarditis-Modells in einem SWR/J-Mausstamm reflektiert hierbei nur einen Aspekt der
Krankheitsentitat Myokarditis. Zum einen besitzen die unterschiedlichen Myokarditis-
Ausloser einen individuellen Krankheitsverlauf mit teils individueller Pathophysiologie.
Der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene positive Effekt des MR-Antagonismus auf
pathophysiologische Mechanismen I4sst sich somit nicht automatisch auf die Atiologie
aller Myokarditiden Ubertragen. Zum anderen wurde mit dem SWR/J-Mausstamm eine
genetisch weitestgehend homogene Versuchsgruppe untersucht, die eine ahnliche
Immunkompetenz  besitzt. Dies ermoglichte eine Reproduzierbarkeit des
Krankheitsverlaufs. Fur gewohnlich unterscheiden sich verschiedene Individuen aber
aufgrund ihrer mehr oder weniger vorhandenen genetischen Varianz in ihrer
Immunkompetenz. Hierdurch sind verschiedene Krankheitsverlaufe und damit auch
pathophysiologische Ablaufe mdglich®47491.1%0  Die gewonnenen Daten koénnen daher
nicht ohne Weiteres auf andere Mausstamme oder Myokarditiden anderer Atiologien
ubertragen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich mannliche Mause
untersucht. Dies erfolgte aus tierschutzrechtlichen Grinden, da eine parallele
Untersuchung beider Geschlechter in ausreichend gro3en Gruppen nicht moglich war.
Bei der Konzeption der vorliegenden Arbeit wurde daher angenommen, dass bei
mannlichen Mausen mogliche Effekte des selektiven MR-Antagonisten besser zu
detektieren sind, da fur diese schwerere Krankheitsverlaufe von CVBS3-induzierten
Myokarditiden bekannt waren?-2%'. Die vorliegenden Ergebnisse dirfen daher nicht

ohne weiteres auf weibliche Mause Ubertragen werden.

Zur Realisierung der selektiven MR-Blockade wurde Eplerenon verwendet. Aufgrund
bekannter Unterschiede bezuglich der Selektivitat fir Steroidrezeptoren lassen sich die
in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten nicht unkritisch auf andere
MR-Antagonisten tbertragen. Ahnliche Effekte sind aber wahrscheinlich.

In der vorliegenden Arbeit lag die taglich applizierte, gewichtsbezogene Eplerenon-Dosis,
relativ gesehen, deutlich Uber der fur den Menschen empfohlenen Dosis. Dies ist der
unterschiedlichen Pharmakokinetik von Menschen und Mausen geschuldet. Zum
Zeitpunkt der Konzeption dieser Arbeit lagen verschiedene Mausstudien vor, welche die
Wirkung von Eplerenon untersuchten. Die meisten Arbeiten verwandten eine Eplerenon-
Tagesdosis von 200 mg/kg KG153.198.292-297 '\\/jr entschieden uns ebenfalls fiir die tagliche
Applikation dieser Dosis, da einige dieser Studien auch den Effekt auf nicht erkrankte
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Mause untersuchten und hierbei keine Beeintrachtigungen des arteriellen Blutdrucks, der
linksventrikularen Funktion und Volumina sowie der Natrium- oder Kaliumhomdostase

feststellten93.198.296.297 - Aych neuere Studien haben diese Dosis verwendet2%8-300,

Die in vivo Erhebung der hamodynamischen Parameter mittels Konduktanzkatheter-
Methode gilt allgemein als sehr valide Methode®'. Vergleichbare weniger invasive
Methoden waren die kardiale Magnetresonanztomographie oder die Echokardiographie
gewesen. Eine kardiale Magnetresonanztomographie war fur die aktuelle Untersuchung
nicht verfugbar. Die Echokardiographie ist besser verfugbar, ermdglicht jedoch nicht die
Erfassung alle Parameter. Insbesondere sind hier vor- und nachlastabhangige Parameter
zu nennen. Daher fiel die Wahl auf die Konduktanzkatheter-Untersuchung.

Um ein moglichst unverfalschtes Bild der kardialen Funktion zu erhalten wurden die
Mause vor der hamodynamischen Messung analgosediert. Dies sollte die Tiere von
Einflussen wie Stress und Schmerzen abschirmen, die die Herzfunktion unter anderem
Uber Katecholaminfreisetzung modifizieren. Aber auch der Einsatz von Thiopental zur
Analgosedierung kann bei Uberdosierung die kardiale Funktion kompromittieren. Daher
wurde Thiopental zunachst gewichtsadaptiert verabreicht und anschliefend
wirkungsorientiert ggf. nachappliziert. Untersuchungen an nicht analgosedierten Mausen
sind in der Literatur beschrieben3®?, kamen aber aufgrund der hiermit verbundenen
Schmerzreize und aus Tierschutzgrinden, welche den moglichen zusatzlichen

Erkenntnisgewinn Uberwogen, nicht infrage.

Die molekularbiologischen Untersuchungen unterliegen ebenfalls Einschrankungen. Fir
die Anfertigung von Gewebsschnitten wurde das Myokard zuvor in Paraffin eingebettet
oder bei -80°C tiefgekuhlt. Durch diese Vorgange sind mogliche Veranderungen der
Antigene nicht auszuschlieRen. Ebenso konnte die TUNEL-Methode zur Quantifizierung
der Apoptosen durch DNA-Veranderungen nekrotischer Zellen, welche denen
apoptotischer Zellen dhneln kdnnen, falsch positiv beeinflusst worden sein3%. Aber auch
die Gewebsproben fur die Genexpressionsanalysen und Durchfuhrung der
Aktivitatsbestimmung von MMP-2 und MMP-9 kdénnten durch die Zwischenlagerung
bei -80°C modifiziert worden sein.

Bei der Beurteilung der molekularbiologischen Befunde muss berucksichtigt werden,
dass von den Ergebnissen der Genexpressionsanalysen aufgrund maoglicher

posttranskiptioneller =~ Regulationsmechanismen  nicht  automatisch  auf die
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Proteinexpression geschlossen werden kann. Zudem kann von der nachweisbaren
Proteinmenge, aufgrund verschiedener posttranslationaler Modifikationen, nicht ohne
weiteres auf die Protein-/Enzymaktivitat geschlussfolgert werden. Der Nachweis von
gleichzeitig auftretenden molekularbiologischen Veranderungen ist auch kein
zwingendes Indiz fUr eine kausale Assoziation oder einen zugrundeliegenden
Mechanismus. Bei kinftig weitergehenden Untersuchungen sollten hier auch Western

Blot-Untersuchungen erwogen werden.

Neben diesen grundsatzlichen Einschrankungen sollten bei der Wertung der Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit weitere Einschrankungen beachtet werden. Bei der vorliegenden
Arbeit handelte es sich um eine Pilotstudie mit nur geringer Tierzahl pro Gruppe. Die sich
in dieser Arbeit andeutenden Tendenzen, insbesondere bei der Genexpression, hatten
bei einer groReren Fallzahl moglicherweise signifikant sein kdnnen. Zudem wurden, bis
auf die Erhebung des Ausgangsgewichts, alle Untersuchungen am Ende der jeweiligen
Behandlungsdauer durchgefuhrt. Sie geben somit nur punktuell Einblick in ein sonst
dynamisches Krankheitsgeschehen und damit die Wirkung des selektiven
MR-Antagonismus. Aufgrund des gewahlten Studiendesigns lassen sich auch keine
Ruckschlisse ziehen, welchen Effekte eine langer als 28 Tage dauernde selektive
MR-Blockade gehabt hatte. Ebenso wenig kann die aktuelle Arbeit Auskunft daruber
geben, welches der optimale Zeitpunkt zur Einleitung des selektiven MR-Antagonismus

ist oder ob der Therapiestart zu jedem Zeitpunkt sinnvoll ist.

Da das Entzindungsgeschehen, die Apoptose und das myokardiale Remodeling bei
allen Auslosern und Verlaufen der Myokarditis eine zentrale Rolle spielen, scheint ein
ahnlicher therapeutischer Effekt der selektiven MR-Blockade auch bei Myokarditiden
anderer Atiologien wahrscheinlich zu sein. Bei der Beurteilung der Ergebnisse dieser
Arbeit muss aber berlcksichtigt werden, dass diese in einem Maus-Modell erhoben
wurden. Eine Ubertragung der Resultate auf den Menschen sollte nicht unkritisch
erfolgen. Es existieren bereits mehrere grof3e Studien, die sich mit dem Einfluss von MR-
Antagonisten bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz unterschiedlicher Genese
beschaftigten6 168, 169, 304, 305 Djese umfassten teils auch Patienten mit
inflammatorischer Kardiomyopathie. Jedoch stehen explizite Untersuchungen von
Patienten mit Myokarditis oder inflammatorischer Kardiomyopathie noch aus. Durch
solche klinischen Studien konnte versucht werden den Einfluss der MR-Blockade auf die

kardiale Funktion besser zu verstehen. Die Gewinnung von Verlaufsmyokardbiopsien bei
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mit selektiven MR-Antagonisten therapierten Myokarditis-Patienten konnte zudem
untersuchen, ob die in der vorliegenden, aber auch in anderen tierexperimentellen
Arbeiten erhobenen histologischen und molekularbiologischen Befunde auch beim

Menschen nachvollzogen werden konnen.

In zuklnftigen Tier- oder Zellkulturexperimenten konnte zudem versucht werden, die
Wirkmechanismen des selektiven MR-Antagonismus genauer zu ergrinden. Die
komplexe Regulation der inflammatorischen Immunantwort, des MMP/TIMP-Systems,
der Apoptoseinduktion und anderer Pathomechanismen bedurfen weiterer Abklarung.
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