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Myokardiale Proteasen und extrazelluliires Matrixremodeling in entziindlichen
Herzerkrankungen

Susanne Rutschow

Hintergrund: In letzten Studien konnte gezeigt werden, dass die Entziindungsreaktion in der
akuten Myokarditis mit ihrem Einfluss auf den Umbau der extrazellurdren Matrix zu einem
strukturellen Integritdtsverlust des Myokards beitragen kann. Eine pharmakologische
Beeinflussung dieser iliberschieBenden Entziindungsreaktion konnte die daraus resultierende
Entwicklung und Progression der Herzinsuffizienz verhindern. Des Weiteren ist noch unklar,
inwiefern die myokardiale Entziindung mit Threm Einfluss auf den extrazelluldren
Matrixumbau mitentscheidend ist fiir die Entwicklung der inflammatorischen Kardio-
myopathie aus der akuten Myokarditis.

Methoden: In einem Cosackievirus B3 induzierten akuten Myokarditis-Maus-Modell (balb/c)
wurden 10 Tage nach Infektion die Effekte von Carvedilol, Metoprolol und IL-4 auf die
Hémodynamik, die myokardiale Entziindungszellinfiltration und die Zytokinexpression
untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss auf das MMP/TIMP-Systems analysiert. In
einem weiteren Versuch wurden die Hdmodynamik, die Entziindungsreaktion und der
extrazelluldre Matrixumbau in einem Cosackievirus B3 induzierten chronischen Myokarditis-
Maus-Modell (swr/J) am 4., 7. und 28. Tag nach Infektion untersucht.

Ergebnisse: In dem akuten Myokarditismodell reduzierte die Intervention mit Carvedilol die
erhohte Expression von TGF-beta, IL-1-beta und MMP-8 und fiihrte zu einer verbesserten
linksventrikuldiren Pumpfunktion, was durch die Gabe von Metoprolol nicht aufgezeigt
wurde. Die IL-4-Gabe zeigte, bei verbesserter linksventrikuldarer Funktion, eine Reduktion der
Entziindungsreaktion (CD11b, IL-2) und MMP-Expression (MMP-2/-3/-9). Im chronischen
Myokarditis-Maus-Modell konnte eine linksventrikuldre Dilatation mit reduzierter Funktion
dargestellt werden, welche mit einer chronisch erhdhten Entziindungsreaktion und einem
signifikanten Ungleichgewicht im MMP/TIMP-System korrelierte.

Zusammenfassung: Eine Reduktion der Entziindungsreaktion in der akuten Myokarditis durch
Carvedilol und IL-4 fiihrt zur einer Reduktion des extrazelluldren Matrixumbaus und somit zu
einer verbesserten linksventrikuldren Pumpfunktion. Die chronische Entziindungsreaktion mit
threm FEinfluss auf das Ungleichgewicht im MMP/TIMP-System ist ein entscheidender
Faktor fiir den strukturellen Integritdtsverlust des Myokards und die Entwicklung der
inflammatorischen Kardiomyopathie mit dilatiertem linken Ventrikel und deutlich reduzierter

linksventrikuldrer Pumpfunktion.



Einleitung: Die akute Myokarditis ist eine entziindliche Herzerkrankung, meist verursacht
durch virale Infektion, zum Beispiel Enteroviren. Sie kann mit einer akuten linksventrikuldren
Dysfunktion assoziiert sein, verbunden mit einer myokardialen Infiltration von
Entziindungszellen und einer erhdhten Expression proinflammatorischer Zytokine. Diese
myokardiale Entziindungsreaktion hat nicht nur einen Einfluss auf die myokardiale
Hypertrophie oder Apotose, sondern spielt auch eine entscheidende Rolle in der
Beeinflussung des extrazelluldren Matrixumbaus. Proinflammatorische Zytokine induzieren
die Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche viele extrazelluldre
Matrixproteine abbauen konnen, und reduzieren die tissue inhibitors of MMP’s (TIMPs). Da
die strukturelle Integritit des Herzens durch eine genaue Balance zwischen Kollagenaufbau
und Abbau definiert ist kann eine iiberschieBende Entziindungsreaktion, wie in der akuten
viralen Myokarditis, zu einem Zusammenbruch dieses genau regulierten Systems fiihren.
Diese Dysbalance kann in der Entwicklung einer linksventrikuldren Dysfunktion resultieren.
Es gibt bisher wenig evidenzbasierte klinische Studien, die eine wirkungsvolle Therapie der
akuten Myokarditis erlauben. Zur Uberpriifung von mdglichen Therapieoptionen miissen
daher Tiermodelle der akuten Myokarditis herangezogen werden. Der Betablocker Carvedilol
kann experimentell die Expression proinflammatorischer Zytokine inhibieren, so dass dadurch
eine Verbesserung der linksventrikuldren Funktion durch vermindertes Remodeling der
extrazelluldiren Matrix zu erwarten wire. Auch Interleukin 4 (IL-4) hat in experimentellen
Studien gezeigt proinflammatorische Zytokine zu reduzieren und selber einen inhibierenden
Effekt auf die Expression von Matrix Metalloproteinasen aufzuweisen.
Untersuchungen an endomyokardialen Biopsien von Patienten mit inflammatorischer
Kardiomyopathie und dem Nachweis von intramyokardialer Entziindung und viraler
Persistenz lassen einen Zusammenhang zwischen akuter Myokarditis und inflammatorischer
Kardiomyopathie vermuten. Ob hier die chronisch erhéhte myokardiale Entziindung zu einem
auch chronisch pathologischen Kollagenumbau fiihrt ist noch unklar. Ein experimenteller
Zeitverlauf, der die Entwicklung von der akuten zur chronischen Myokarditis untersucht,
konnte hilfreich sein, die Pathophysiologie auch beim Patienten besser zu verstehen.
Zielstellung:

- Behandlung der akuten Myokarditis mit Carvedilol und IL-4 mit Analyse der

extrazelluldren Matrix und Einflussnahme auf die linksventrikuldre Pumpfunktion.
- Analyse eines chronischen Myokarditismodell in der akuten, subakuten und
chronischen Phase mit Analyse der extrazelluldren Matrix und Einflussnahme auf die

linksventrikuldare Pumpfunktion.



Methoden:

Mausmodell: Gemél Tierversuchsantrag wurden 8 Wochen alte minnliche balb/c Mause
(n=80) und 6 Wochen alte swr/J Mduse (n=60) (Jackson Laboratory (Bar Habor, ME USA))
untersucht. Die Studie 1 umfasste 60 balb/c Méuse. Davon wurden 30 Tiere mit 5 mal 10
PFU CVB-3 infiziert und 30 Tiere wurden kontrollinfiziert. Jeweils 10 infizierte Tiere und 10
kontrollinfizierte Tiere wurden nicht behandelt. Weitere 20 Tiere (10 kontrollinfiziert/ 10
infiziert) erhielten 24h post infektionem 5mg/kg/12h Carvedilol. Die letzten 20 Tiere (10
kontrollinfiziert/ 10 infiziert) erhielten 24h post infektionem 15mg/kg/12h Metoprolol. Die
Studie 2 umfasste 20 balb/c Méuse. 12 Tiere wurden mit 5 mal 10° PFU CVB-3 infiziert und
8 Tiere wurden kontrollinfiziert. Jeweils 4 infizierte Tiere und 4 kontrollinfizierte Tiere
wurden nicht behandelt. Weitere 4 kontrollinfizierte Tiere erhielten 200ng rmIL-4 tgl.
intraperitoneal. 4 infizierte Tiere erhielten 200ng rmIL-4 tgl. intraperitoneal von Tag 1-5 und
die letzten 4 infizierten Tiere erhielten 200ng rmIL-4 tgl. intraperitoneal von Tag 5-10. Die
Studie 3 umfasste 60 swr/J Miuse, davon wurden 30 Tiere mit 5 mal 10° PFU infiziert und
die anderen 30 Tiere wurden kontrollinfiziert.

Hémodynamische Untersuchungen: In Studie 1 und 2 erfolgte 10 Tage nach Infektion die

hdmodynamische Untersuchung via 1.2 F Milar Tipp Katheter im linken Ventrikel. Gemessen
wurden der linksventrikuldre Druck, dP/dt max als Kontraktilitdtsparameter, dP/dt min als
Diastoleparameter und die Herzfrequenz. In Studie 3 erfolgte bei jeweils 10
kontrollinfizierten Tieren und 10 infizierten Tieren am Tag 4, 7 und 28 nach Infektion die
hdmodynamische Analyse via Konduktance-Katheter. Hier erfolgte die Messung der oben
genannten Parameter. Zusédtzlich konnten die endsystolischen und enddiastolischen Volumen
erhoben werden, die Auswurfsfraktion und der linksventrikuldre enddiastolische Druck.

RNA-Isolierung und reverse Transkription: Nach der himodynamischen Untersuchung wurde

das Herz entnommen und fiir unterschiedliche Untersuchungen geteilt. Bei allen 3 Studien
erfolgte die RNA-Isolierung mit der TRIZOL-Methode (GIBCO BRL), die Behandlung mit
RNAse free DNAse I (Roche) und die Umschreibung in cDNA mittel first-strand cDNA kit
(Promega, Mannheim).

Semiquantitative RT-PCR: Die RT-PCR wurde in allen 3 Studien durchgefiihrt zur Analyse

der mRNA-Expression im myokardialen Gewebe. In Studie 1 erfolgte die Analyse von IL-
Ibeta, TNF-alpha, TGF-beta, IL-10, IL-15, Kollagen 1 und 3, Fibronectin, MMP-3,-8,-9, MT-
MMP, EMMPRIN und TIMP-4. In Studie 2 erfolgte die Analyse von IL-2, 1L-4, TGF-beta,
INF-gamma, TNF-alpha, MMP-2,-3, und MMP-9. In Studie 3 erfolgte die Analyse von IL-6,
INF-gamma, IL-1beta, TNF-alpha, IL-10, Collagen 1, 3 und 4, MMP-2,-3,-8, EMMPRIN,



TIMP-1, uPA, tPA und CVB-3. Die PCR-Produkte wurden in 1,2%igen Agarose-Gel mit
Ethidium bromid aufgetragen und die spezifischen Banden der PCR-Produkte als optische
Dichte mittels Scion images software analysiert. Ausgewertet wurde dann der relative
mRNA-Anteil als Ratio des Zielgens zu beta-aktin als interne Kontrolle.

Histologie: In Studie 3 erfolgte die Analyse der myokardialen Fibrose mittels sirius red
staining. Hierfiir wurden myokardiale Gewebsstiicke in Paraffin eingebettet und in Sum dicke
Schnitte geschnitten und in 0,1% picrosirius red gefarbt. Unter polarisiertem Lichtmikroskop
wurde der Fibroseanteil als Area-Fraktion gemessen.

Immunhistologie: Sum Kryostase-Schnitte wurden mit Acetone fixiert und mit 0,3% H»O;

10min geblockt. Um unspezifische Bindungen zu verhindern wurden die Schnitte in 1,5%igen
Kaninchen Serum gelost. In Studie 1 erfolgte die T-Lymphozyten-Analyse mittels rat anti
mouse-CD4 Antikorper (Pharmingen 1:50), rat anti mouse-CD8a Antikorper (Pharmingen
1:50) und goat anti mouse-CD3 Antikorper (Santa Crux 1:25). Biotinylated rabbit anti rat [gG
(Dako 1:100) und biotinylated rabbit anti goat IgG (Vector 1:200) dienten als zweiter
Antikorper und VECTASTAIN als ABC-Reagenz. In Studie 2 erfolgte die Analyse mit goat
anti-CD3 (1:25; Santa Cruz), rat anti-CD8a (1:50; Pharmingen) und rat anti-CD11b
(Pharmingen 1:50). Eine Analyse der MMP’s erfolgte mit rabbit anti-MMP-3 and rabbit anti-
MMP-9 (Chemicon). In Studie 3 erfolgte die Analyse der CD-3-T-Lymphozyten wie oben
beschrieben. Die Auswertung erfolgte bei 100facher Vergrof3erung mittels Lusia G software.
Zymographie: In Studie 2 und 3 wurde zur Aktivititsmessung von MMP-2 und MMP-9 die
Gelatinezymographie durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine SDS-Gel Elektrophorese auf 10%igen
polyacrylamidgel mit 0,1%gelatin durchgefiihrt und jeweils 40ug Protein einer Probe
untersucht. Die Gele wurden nach der Elektorphorese mit Coomassie G250 gefirbt. Nach
Entfarbung zeigte sich die Aktivitdt als klare Bande auf blauem Hintergrund und konnte
ausgewertet werden mittels Scion image software.

Luxol fast blue: In Studie 2 und 3 wurde zur Darstellung der Myozytolyse die Farbung mit

Luxol fast blue durchgefiihrt. Hierfiir wurden Sum dicke Paraffinschnitte 4 Stunden in Luxol
fast blue solution gefarbt, gefolgt von einer Differenzierung mit Lithium carbonat und
ethanol. Eine weitere Farbung erfolgte mit Nuclear fast red und EOSIN. Die Auswertung
erfolgte bei 100facher VergroBBerung mittels Lusia G software.

ELISA: In der Studie 3 wurden die Zytokine IL-1beta, IL-6 und Interferon-gamma mittels
ELISA (Pharmingen/BD Biosciences, San Diego, CA, USA) nach Herstellerinstruktion
analysiert. Alle Untersuchungen wurden doppelt durchgefiihrt und mit den myokardialen

Werten von GAPDH abgeglichen.



Ergebnisse und Diskussion:

Ergebnisse Studie 1: Die Infektion mit Coxsackievirus B3 fiihrte zur einer ausgeprigten

linksventrikuldren Dysfunktion mit einer signifikanten Reduktion von dP/dt max, dP/dtmin
und des linksventrikuldren Druckes. Die Behandlung mit Carvedilol verbesserte dP/dt max,
dP/dtmin und den linksventrikuldren Druck signifikant, wédhrend die Behandlung mit
Metoprolol nur zu einer Verbesserung von dP/dt max fiihrte. Infolge der Infektion zeigte sich
bei der mRNA-Analyse ein signifikanter Anstieg von IL-1beta (240%), TNF-alpha (200%),
TGF-beta (160%), IL-10 (230%), EMMPRIN (130%), MT-MMP (150%), MMP-9 (160%),
MMP-3 (270%) und MMP-8 (340%). Die Expression von TIMP-4 war auf 75% signifikant
reduziert. Die Expression von Collagen 1 und 3 und Fibronektin zeigte sich postinfektionem
unverdndert. Durch die Behandlung mit Carvedilol konnte die vermehrte Expression von IL-
Ibeta, TGF-beta und MMP-8 signifikant reduziert werden. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit Carvedilol zu einem relevanten Anstieg der IL-10-Expression,
sowohl in der kontrollinfizierten Maus als auch in der infizierten Maus fiihrte. Die
Behandlung mit Metoprolol zeigte keinen Einfluss auf die Expression proinflammatorischer
Zytokine oder Bestandteile des MMP/TIMP-Systems. In allen infizierten Méausen konnte
CVB-3-RNA nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit Carvedilol zeigte sich ein
signifikant erhohter Nachweis der CVB-3-RNA. Mittels Immunhistochemie konnte eine
signifikant erhohte Infiltration mit CD3-, CD4- und CDS8-T-Lymphozyten aufgezeigt werden.
Die Behandlung mit Carvedilol und Metoprolol fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion der
T-Zell-Infiltration. In dieser Studie konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
den himodynamischen Parametern und der Expression von IL-1beta und TNF-alpha, als auch
zwischen der Expression von IL-1beta zur Expression von MMP-8 gezeigt werden.

Diskussion Studie 1: Die dargestellten Effekte von Carvedilol auf die verbesserte

linksventrikuldre Funktion konnen zum einen durch hdmodynamische Effekte (alpha/beta-
Blockade) erkliart werden. Dariliber hinaus konnen die antiinflammatorischen Effekte von
Carvedilol mit entsprechenden positiven FEinfliissen auf den Umbau der ECM einen
zusitzlichen Faktor fiir die beobachteten hamodynamischen Effekte darstellen.

In friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von TNF-alpha und IL-
Ibeta mit einer erhdhten MMP-Expression korreliert und die Hemmung von TNF-Alpha zu
einer reduzierten Expression von MMP-9 fiihrt. Des Weiteren fiihrte die IL-1-Rezeptor-
Blockade zu einer Reduktion der myokardialen Inflammation, begleitet von einer Abnahme
der Mortalitdt. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die erhohte Expression von MMP-3

und MMP-9 bei Patienten mit Herzinsuffizienz mit einem abnormen myokardialen



Remodeling assoziiert ist. Diese Ergebnisse konnten auch in unserer Studie dargestellt
werden, mit signifikanter Korrelation zwischen der Expression proinflammatorischer
Zytokine und MMP’s. So fiihrt die Infektion mit CVB-3 zu einer signifikanten myokardialen
Inflammation. Die damit verbundene erhohte Expression von MMP’s fiihrt zum
iiberschieBenden extrzelluliren Matrixabbau mit Degradation des Kollagennetzwerkes,
resultierend in einer eingeschrinkten linksventrikuldren Dysfunktion.

Altere Untersuchungen haben vermutet, das Carvedilol einen Einfluss haben kénnte auf die
myokardiale Inflammation und das Remodeling. Im Tiermodell der Norepinephrin-
induzierten myokardialen Hypertrophie konnte durch die Gabe von Carvedilol die erhohte
Expression von IL-6 und IL-1-beta normalisiert werden. Auch in dieser Studie 1 zeigten sich
signifikant reduzierte Werte von IL-1-beta durch die Behandlung mit Carvedilol, welche
signifikant mit der Reduktion von MMP-8 korrelierten. Weiterhin zeigte sich durch die
Behandlung mit Carvedilol eine erhohte Expression von IL-10, einem antiinflammatorischen
Zytokin, welches die Expression von IL-1 und TNF-alpha reduzieren kann. Die signifikante
Korrelation dieser Einfliisse mit der verbesserten linksventrikuldren Funktion ldsst vermuten,
dass die Effekte von Carvedilol auf die Inflammation und das extrazelluldre
Matrixremodeling zu einem reduzierten Kollagenabbau fiihren und damit die strukturelle
Integritdt des Myokards bzw. die Integritit des dreidimensionalen Kollagennetzwerkes
teilweise aufrechterhalten wird.

Die fehlenden Einfliisse auf die Kollagenexpression spiegeln sich in fritheren Untersuchungen
wieder, welche aufzeigen konnten, dass in der akuten Phase der Myokarditis nicht die
Qualitét, sondern nur die Quantitit des Kollagen verdndert ist, mit Erhohung des 16slichen
Anteils des Kollagen und somit verbundenem Zusammenbruch des dreidimensionalen
Netzwerkes.

Interessanterweise zeigte sich durch die Behandlung mit Carvedilol ein erhohter Nachweis der
CVB-3-RNA. Dieser Anstieg war jedoch nicht verbunden mit einer reduzierten
linksventrikuldren Funktion, so dass die myokardiale Inflammation und deren Einfluss auf
dass myokardiale Remodeling einen relevanteren Faktor fiir die Einschrinkung der
linksventrikuldren Pumpfunktion darstellt. Weiterhin gibt die Messung der CVB-3-RNA an
Tag 10 keine Aussage zum Virusload wieder, so dass weitere Untersuchungen folgen miissen
um mogliche imunmodulatorische Effekte von Carvedilol und deren Einfluss auf die
Auspriagung der Viruslast bzw. der Virusreplikation aufzuzeigen.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die Behandlung mit

Carvedilol zu einer Reduktion proinflammatorischer Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen



fiihrt, welche mit einer verbesserten linksventrikuldren Pumpfunktion einhergehen. Durch
fehlende Einfliisse von Metoprolol kann das Spektrum von Carvedilol, einem nicht selektiven
beta-Blocker mit alpha-1-blockierenden  Eigenschaften, erweitert werden auf

antiinflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften.

Ergebnisse Studie 2: Auch hier fihrte die Infektion mit Coxsackievirus B3 zur einer

ausgepragten linksventrikuldren Dysfunktion mit signifikant reduzierten linksventrikuldrem
Druck, dP/dt max und dP/dtmin. Durch die friihe IL-4-Behandlung verbesserte sich die
linksventrikuldre Funktion in allen 3 Parametern signifikant, wahrend mit der spédten 1L-4-
Behandlung nur positive Trends aufgezeigt werden konnten. Die infizierten Tiere zeigten 10
Tage nach Infektion einen signifikanten Anstieg der myokardialen Infiltration mit CD3-T-
Lymphozyten, CD8-T-Lymphozyten und CD11b-Macrophagen. Die friihe Behandlung mit
IL-4 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der CD-8-T-Lymphozyten- und CD-11b-
Zellinfiltration, welche durch die spdte 1L-4-Behandlung nicht aufgezeigt werden konnte. Die
mRNA-Analyse zeigte einen signifikanten Anstieg von IL-2, IL-4, TGF-beta, TNF-alpha,
INF-gamma und MMP-2.-3 und -9. Die frithe IL-4-Behandlung fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der IL-2-Expression als auch der MMP-2 und MMP-9 Expression. Hier konnte die
spite IL-4-Behandlung auch eine signifikante Reduktion der Expression erzielen, jedoch nicht
so ausgepragt wie die frithe IL-4-Behandlung. In der Analyse der MMP-Aktivitét zeigte sich
durch die Infektion ein iiber 400%iger Anstieg der MMP-2 und MMP-9 Aktivitit, welche
sowohl durch die frilhe als auch durch die spite IL-4-Behandlung signifikant vermindert
werden konnte. Durch die konfokale Immunhistochemie mit MMP-3 zu CD11b und MMP-9
zu CD11b konnte die Lokalisation der Proteinexpression hauptsdchlich in den Arealen der
myokardialen Infiltration aufgezeigt werden. Die Stirke der Myozytolyse war durch die
Infektion signifikant auf 8% erhoht und konnte durch die 1L-4-Behandlung nicht wesentlich
verdandert werden.

Diskussion Studie 2: Die Immunantwort in der akuten Myokarditis scheint ein wesentlicher

Faktor fiir die Expression von pro- oder antiinflammatorischen Zytokinen mit IThrem Einfluss
auf das extrazellulire Matrixremodeling und die Entwicklung der linksventrikuldren
Dysfunktion zu sein. T-Lymphozyten defiziente Miuse zeigen postinfektios trotz gleicher
Viruskonzentration nur eine geringe kardiale Schiadigung auf, so dass auch hier wieder die
Verbindung zwischen iiberschieender Immunantwort und kardialem Remodeling aufgezeigt
wird. Mit der frilhen Behandlung mit IL-4 konnte eine Reduktion proinflammatorischer

Zytokine wie IL-2 und eine Erh6hung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4 und TGF-beta



aufgezeigt werden, mit signifikanter Reduktion der MMP-Expression und Aktivitit,
resultierend in einer signifikant gebesserten linksventrikuldren Pumpfunktion.

IL-4 polarisiert die nativen TH-0 Zellen zu IL-4 produzierenden TH-2-Zellen und nicht zu IL-
2 produzierenden TH-1-Zellen. Dieses spiegelt sich in der verminderten IL-2-Expression und
erhohten I1L-4 Expression in unserer Studie wieder. Der nicht so ausgeprédgte Effekt auf die
Expression der inflammatorischen Zytokine bei der spateren IL-4-Behandlung kann sich darin
erkldren, das IL-4 nicht in der Lage, ist eine schon bestehende Polarisierung von TH-0 zu TH-
1 aufzuheben und somit bei der Entwicklung der Immunantwort die Gabe von IL-4 in den
ersten Tagen den groften Effekt hat um die T-Lymphozytenpolarisierung in Richtung der TH-
2-Antwort zu bewegen. Auf der anderen Seite ist IL-2 selber ein Zytokin, welches die TH-1
Antwort stimulieren und zu einer erhohte Makrophageninfiltration fiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von IL-4 die IL-2 Expression der nativen T-Zelle blocken kann, aber
nicht die IL-2 Produktion der bereits polarisierten TH-1 Zelle. Auch hier spiegeln sich die
signifikanteren Werte in der Reduktion der IL-2 Expression, verbunden mit der reduzierten
Infiltration von Makrophagen, durch die frithe IL-4-Behandlung im Gegensatz zur spaten IL-
4-Behandlung wieder. Auf die Reduktion der MMP-Expression in dieser Studie konnen
mehrere Einfliisse diskutiert werden. Einerseits kann die reduzierte Expression
proinflammatorischer Zytokine und die reduzierte Infiltration mit Makrophagen zu einer
verminderten Expression der MMP’s fiihren. Andererseits konnte in fritheren Untersuchungen
gezeigt werden, dass IL-4 selber in der Lage ist, die Expression von MMP’s aus
Makrophagen und Monozyten zu inhibieren. In dieser Studie konnte aufgezeigt werden, das
die IL-4 Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der MMP-Expression und Aktivitit
fiihrt, welche mit einer verbesserten linksventrikuldren Funktion einhergeht. Die Reduktion
der MMP-Expression und Aktivitit ereichte durch die frithe IL-4 Behandlung, im Gegensatz
zur spiten 1L-4 Behandlung, deutlich signifikantere Werte, welches sich in der Verbesserung
der linksventrikuldren Pumpfunktion wiederspiegelt.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie aufgezeigt werden, dass die frithe IL-4-Behandlung
zu immunmodulatorischen Verdnderungen fiihrt, in dem die TH1-Response vermindert wird.
Es resultiert eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine und eine Erhdéhung anti-
inflammatorischer Zytokine mit einer signifikanten Reduktion der MMP-Expression und
Aktivitdat. Durch die Korrelation zur verbesserten linksventrikuldren Pumpfunktion ist auch
hier wieder die Verbindung zum reduzierten Kollagenturnover mit verbesserter struktureller

Integritit des Myokards durch die IL-4-Behandlung zu sehen.



Ergebnisse Studie 3: In dieser Studie zeigte sich am 4. postinfektiosen Tag eine deutliche

diastolische Dysfunktion gemessen am signifikant erhdhten LVEDP (198%). Uber den 7.

postinfektiosen Tag bis zum 28. postinfektiosen Tag entwickelte sich eine deutliche
linksventrikuldre Dysfunktion, gemessen am linksventrikuldren endsystolischen Volumen (7.
Tag 180%, 28. Tag 182%), linksventrikuldren enddiastolischen Volumen (7. Tag 121%, 28.
Tag 121%) und signifikant reduzierter linksventrikularer Pumpfunktion (7. Tag 63%, 28. Tag
68%). Das CVB-3-Genom konnte in allen infizierten Médusen am 4. und 7. postinfektidsen
Tag nachgewiesen werden. Am Tag 28. konnte nur noch in 4 von 10 Médusen CVB-3 Genom
detektiert werden. Am 4. Tag p.i. zeigte sich eine signifikante Erhohung der mRNA-
Expression von IL-1beta (290%), INF-gamma (200%), IL-6 (200%), IL-10 (208%), MMP-3
(376%), EMMPRIN (163%), TIMP-1 (335%) und tPA (147%). Am 7. Tag p.i. zeigte sich
eine signifikante Erhéhung der mRNA-Expression von IL-1beta (154%), INF-gamma
(208%), IL-6 (276%), IL-10 (271%), TNF-Alpha (193%), MMP-2 (124%), MMP-3 (452%),
MMP-8 (305%), TIMP-1 (409%), uPA (173%) und tPA (149%). Am 28. Tag p.1. zeigte sich
eine signifikante Erhohung der mRNA-Expression von INF-gamma (153%), IL-6 (148%), IL-
10 (150%) und MMP-2 (142%). Die Expression von TIMP-1 zeigte sich im chronischen
Stadium signifikant reduziert (73%). Die mRNA-Expression der Zytokine IL-6 und INF-
Gamma konnte mittels ELISA im Bereich der Proteinexpression bestitigt werden. Die MMP-
2-Aktivitit zeigte sich vom 7. Tag (129%) bis zum 28. postinfektiosen Tag (143%) signifikant
erhoht. Der myokardiale Kollagengehalt, gemessen mit Sirius red staining, zeigte sich ab dem
7. postinfektiosen Tag (208%) bis zum 28. Tag (208%) signifikant erhoht. Durch die
Immunhistochemie konnte iiber die Zeit eine signifikante CD-3-T-Lymphozyteninfiltration
im Myokard nachgewiesen werden, welche auch im chronischen Stadium signifikant erhoht
blieb (Tag 7 1345%, Tag 28 247%). Ein Zusammenhang zwischen Inflammation, MMP-
Expression und linksventrikuldrer Dysfunktion konnte durch die signifikante Korrelation
zwischen IL-6, IL-10, INF-gamma und die CD3-Infiltration mit MMP-3, MMP-8 und TIMP-
1, als auch zwischen MMP-8 und dem linksventrikuldren endsystolischen Volumen und der
linksventrikuldren Auswurfsfraktion aufgezeigt werden. Zusdtzlich zeigte sich eine
Korrelation der MMP-Aktivitdt mit der reduzierten Auswurfsfraktion und den erhdhten
endsystolischen und enddiastolischen Diametern.

Diskussion Studie 3: In dieser Studie konnte aufgezeigt werden, dass es nach der akuten

Phase der Infektion zu einem anhaltenden Immunprozess kommt mit persistierender
myokardialer Infiltration und Inflammation mit Viruspersistenz. Diese sind assoziiert mit

einer deutlichen Imbalanze im myokardialen Proteasensystem, Strukturverlust der



extrazelluliren Matrix und Entwicklung einer linksventrikuldren Dilatation mit reduzierter
Funktion.

Schon 1999 wurde ein triphasisches Modell der Pathogenese der Myokarditis beschrieben, in
dem es iiber die akute Phase, mit einer erhdhten Expression inflammatorischer Zytokine, zur
subakuten und chronischen Phase iibergeht, mit zelluldrer Infiltration und Persistenz dieser.
Auch wir konnten in der akuten Phase eine erhohte Expression proinflammatorischer
Zytokine aufweisen, welche noch nicht mit einer zelluléren Infiltration einhergingen. Uber die
subakute Phase zeigte sich dann eine signifikante Infiltration mit CD-3-T-Lymphozyten,
welche auch noch in der chronischen Phase erhoht waren, verbunden mit erhéhter Expression
proinflammatorischer ~ Zytokine und einer Viruspersistenz. Der Einfluss der
proinflammatorischen Zytokine spiegelte sich im Proteasensystem wieder. Sowohl in der
subakuten als auch in der chronischen Phase konnten erhohte Expressionen von Matrix-
Metalloproteinasen gemessen werden. Durch die verminderte Expression derer Inhibitoren
(TIMPs) konnte am Tag 28 eine deutliche Imbalanze im MMP/TIMP-Systm aufgezeigt
werden zugunsten der MMP’s. Diese Resultate gingen parallel mit einer deutlich erhohten
MMP-Aktivitdt. Schon 2002 konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass diese Imbalanze
zu einem Strukturverlust der extrazelluliren Matrix fiihrt mit Erhdhung des 16slichen
Kollagen und resultierendem Zusammenbruch des dreidimensionalen Netzwerkes des
Kollagengeriistes. Da die erhohte MMP-Expression und insbesondere die erhohte MMP-
Aktivitdt signifikant korreliert mit der Entwicklung der linksventrikuldren Dilatation und
Dysfunktion ist der Einfluss des extrazelluliren Matrixremodeling auf die progrediente
Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion deutlich dargestellt.

In dieser Studie konnte erstmalig der Einfluss des myokardialen Proteasensystems in der
Entwicklung der progredienten linksventrikuldren Dilatation, wie der humanen
dilatativen/inflammatorischen Kardiomyopathie, aus der akuten Myokarditis aufgezeigt
werden. Durch die chronische Aktivierung der MMP’s und die Reduktion der Inhibitoren ldsst
sich ein pathologischer Kollagenturnover vermuten mit einem strukturellen Integritatsverlust
des Myokards und progredienter linksventrikuldrer Dilatation. Eine mogliche direkte
Beeinflussung des Proteasensystems konnte neue therapeutische Ansidtze bieten, um die
progressive linksventrikuldre Dysfunktion aus der Entwicklung der akuten Myokarditis zu

unterbinden.
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