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I. EINLEITUNG

Die Myokarditis beschreibt eine entziindliche Erkrankung des Herzens, die oft
junge Erwachsene betrifft. Fiir diese besteht aktuell keine spezifische

Therapiemoglichkeit.

Der Heparin-bindende Wachstumsfaktor Midkine (MK) spielt wéhrend
entziindlicher Prozesse eine entscheidende Rolle, indem er die Adhédsion von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) am Endothel férdern kann.
Die Funktion von MK wiéhrend der akuten Myokarditis sowie der daraus
hervorgehenden inflammatorischen Dilatativen Kardiomyopathie (iDCM) ist

jedoch bisher noch nicht erforscht.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Mausmodells zur Experimentellen
Autoimmunmyokarditis (EAM) die Auswirkung einer Blockade von MK durch
einen spezifischen MK-blockierenden Antikorper (anti-MK) sowohl auf die
zelluldre Immunantwort als auch auf die weitere pathologische Entwicklung der
Erkrankung untersucht. Hierfiir wurden 6 - 8 Wochen alte BALB/c Méuse mit
dem T-Zell-Aktivator Complete Freund’s Adjuvant (CFA) und dem

herzspezifischen Peptid a-Myosin Heavy Chain (aMyHC) immunisiert.

An Tag 21, dem Hohepunkt der kardialen Inflammation, wurde nach Behandlung
der Tiere mit anti-MK von Tag O an eine deutliche Reduktion der
Leukozyteninfiltration in der H&E-Fiarbung am histologischen Préparat
beobachtet. Durchflusszytometrisch zeigte sich nicht nur eine deutlich reduzierte
Anzahl an Leukozyten (CD45+), sondern ebenfalls eine signifikante Reduktion
der PMN (CD45+/CD11b+/Gr-1+) und T-Helferzellen (CD4+). Durch
Immunhistochemie (IHC) konnte auBerdem dargestellt werden, dass die
Stimulation von PMN mit MK zur Formation von Neutrophil Extracellular Traps

(NET) fiihrt.

An Tag 63, dem chronischen Stadium des Modells, schiitzte die Blockade von
MK die Tiere vor myokardialer Fibrose und der damit einhergehenden kardialen

Dysfunktion.

Anti-MK verhinderte die Bindung von MK an isolierte Endothelzellen. Eine

Blockade von MK hatte jedoch keine Auswirkungen auf T-regulatorische Zellen
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aus der Milz.

Diese Arbeit zeigt, dass die Blockade von MK im EAM Modell nicht nur die
Infiltration von Leukozyten und deren Subpopulationen maBgeblich beeinflussen
kann, sondern auch die daraus resultierende pathologische Restrukturierung des

Herzens reduziert.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Myokarditis

Myokarditis ist definiert als eine Entziindung mit Schidigung des
Herzmuskelgewebes. Zum ersten Mal wurde die Myokarditis beim Menschen
1669 als pathologische Verdnderung des Herzens erkannt (TAQUETI et al.,
2006). Die Notwendigkeit eines besseren Verstidndnisses dieser Erkrankung wird
u.a. dadurch deutlich, dass sie oft junge Menschen betrifft und sie daher bei
Patienten unter 40 Jahre den Hauptgrund fiir Herzversagen darstellt (FELDMAN
und MCNAMARA, 2000). Zwar heilt die akute Entziindung laut Studien bei bis
zu 40% der Patienten spontan aus (DEC JR et al., 1985; SCHULTHEISS et al.,
2011), bei Vorliegen eines histologisch positiven Befundes entwickeln jedoch bis
zu 20% der Patienten eine Dilatative Kardiomyopathie (DCM) (FELDMAN und
MCNAMARA, 2000; D'AMBROSIO et al., 2001). Die hohe Variabilitit der
klinischen Symptomatik und die damit einhergehend erschwerte Diagnosestellung
stellen weitere Argumente zur Dringlichkeit des besseren Verstidndnisses dieser
Pathologie dar. Die Symptome der Patienten reichen von Beschwerdefreiheit bis
hin zum kardiogenen Schock. Laut einer Studie mit {iber 3000 Patienten klagen
etwa 72% tiber Atemlosigkeit, 32% iiber Brustschmerzen und bei etwa 18%
konnten Arrhythmien nachgewiesen werden (HUFNAGEL et al., 2000). In
Nordamerika und Europa gelten virale Infektionen durch Adenoviren,
Enteroviren, Influenzaviren, Parvoviren oder Herpesviren als bedeutendste
Ursache der Myokarditis und der DCM (CAFORIO et al., 2007; KINDERMANN
et al., 2008). Die Richtlinien zur Diagnostik der Myokarditis gehen aus den 1986
verOffentlichten ,,Dallas-Kriterien hervor. Diese definieren eine aktive
Myokarditis durch entziindliches Infiltrat im Herzmuskel einhergehend mit
Nekrose bzw. degenerativen Verdanderungen der umliegenden Kardiomyozyten
(ARETZ, 1986), sind jedoch aufgrund fehlender Sensitivitit und der hoheren
diagnostischen und prognostischen Relevanz modernerer immunhistochemischer
Verfahren mittlerweile von untergeordneter Bedeutung (BAUGHMAN, 2006).
Als diagnostischer Goldstandard gelten die endokardiale Biopsie (EMB) und die
immunhistologische Analyse, wobei > 14 Leukozyten/'mm” (vorwiegend T-
Helferzellen und Makrophagen) im Myokard und eine Uberexpression von

Humanem Leukozyten Antigen (HLA) Klasse-Il nachgewiesen werden
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(RICHARDSON et al, 1996; SCHULTHEISS und KUHL, 2008;
KINDERMANN et al., 2012). Interessanterweise scheinen jedoch weder die
histopathologische Analyse nach den Dallas-Kriterien noch der Nachweis von
Virusgenom im Herzgewebe eine verldssliche Aussage iiber die Prognose der
betroffenen Patienten geben zu konnen. Im Gegensatz dazu konnte der
immunhistologische Nachweis entziindlichem Infiltrats aus CD+ Zellen im
Herzmuskelgewebe und eine Uberexpression von MHC-II als unabhingiger
Pradiktor identifiziert werden (KINDERMANN et al., 2008).

Tabelle 1: Ubersicht der méglichen Ursachen fiir Myokarditis modifiziert
nach (KINDERMANN et al., 2012)

Klassifizierung Untergruppen Beispiele
Chlamydien, Corynebakterien,
Legionellen, Mykobakterien,
Bakterien
Mykoplasmen, Staphylokokken,
Streptokokken
Actinomyceten, Aspergillus,
Infektios Pilze
Kryptokokkus, Candida
Adenoviren, Enteroviren, Herpesviren,
Viren
Parvoviren
Parasiten Echinokokken, Trichinen
Riesenzellmyokarditis, Morbus Crohn,
Autoimmunerkrankungen
Dermatomyositis, Rheuma, Sarkoidose
Antibiotika Penicillin, Ampicillin
Allergische Reaktion
Impfungen Pockenimpfung, Tetanusimpfung
Vergiftung Alkohol

1.1. Epidemiologie der Myokarditis
Die Myokarditis ist ein weltweit verbreitetes Krankheitsbild. Aufgrund der sehr

stark unterschiedlich ausgeprdgten Symptomatik ist es jedoch schwer, eine prizise
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Priavalenz und Inzidenz der Erkrankung anzugeben. Aktuell wird die Privalenz
der Myokarditis auf etwa 22 pro 100.000 Patienten jahrlich geschatzt (VOS et al.,
2015).  Grundsdtzlich  leiden  junge  Ménner  haufiger an  einer
Herzmuskelentziindung. Altere Frauen hingegen, entwickeln hiufig schwerere
Verlaufe bis hin zu lebensbedrohlichen Herzrhythmusstéorungen und

Herzversagen (FAIRWEATHER et al., 2013; KYTO et al., 2013).

Was den Ausloser der Erkrankung anbelangt, so scheint es jedoch unerwartete
geographische Unterschiede zu geben. Wihrend beispielsweise in Frankreich
Enteroviren als allein verantwortlicher aktiver viraler Faktor der Myokarditis
gelten (ANDREOLETTI et al., 2007), wurde mittels EMB in Deutschland
regelméfBig und fast ausschlieflich Parvovirus B19 (PVB19) und humanes
Herpesvirus Typ 6 nachgewiesen (PANKUWEIT et al., 2003; PANKUWEIT et
al., 2004; KUHL et al., 2005b; TSCHOPE et al., 2005; MAHRHOLDT et al.,
2006). Diese Diskrepanz wird kontrovers diskutiert (YILMAZ et al., 2008).
Hierbei konnten sowohl die unterschiedliche Ansteckungsgefahr mit
entsprechenden viralen Erregern als auch die Unterschiede diagnostischer
Verfahren eine entscheidende Rolle spielen (MASON JW, 2007). Neben viralen
Auslosern kann die Myokarditis aulerdem durch andere infektidose Erreger,
Hypersensibilititsstorungen nach Arzneimittelgabe, bestimmte Impfungen oder
Autoimmunerkrankungen ausgeldst werden (KINDERMANN et al., 2012). Man
geht davon aus, dass die Myokarditis eine Grundlage fiir die spétere Entwicklung
einer DCM darstellt. Grund zu dieser Annahme geben Daten aus Tiermodellen,
das Vorhandensein von entziindlichem Infiltrat und persistierender viraler RNA
bei EMB von DCM-Patienten. Ein weiteres Indiz fiir die direkte Abhéngigkeit der
DCM von der Myokarditis ist die Ubereinstimmung vieler auslésender Faktoren
beider Erkrankungen (MARON et al., 2006). Bis zu 21% der Patienten mit akuter
Myokarditis entwickeln laut einer Follow-up-Studie iiber drei Jahre eine DCM
(D'AMBROSIO et al., 2001). Zudem lidsst sich bei ca. 30% aller DCM-Patienten
eine chronische Myokarditis nachweisen (FRUSTACI et al., 2009).

1.2. Pathophysiologie der Myokarditis
Die Entstehung der Myokarditis beim Menschen wirft der Wissenschaft weiterhin

Fragen auf und bleibt teilweise ungekldrt. Die wichtigsten Erkenntnisse iiber
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pathophysiologische Vorgidnge dieser meist viral verursachten Herzerkrankung
wurden mit Hilfe von Mausmodellen erarbeitet, die sich beispielsweise mit der
Infektion der Herzen mit Enteroviren wie dem Coxsackievirus B3 (CVB3)
auseinandersetzen oder denen eine durch herzeigenes Myosin induzierte
Myokarditis zu Grunde liegt. Der Verlauf der viralen Myokarditis kann in drei
aufeinander folgende Phasen unterteilt werden (KAWAI, 1999b). Diese sind in
Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Tag 3 7 10 15 30

v

Phase akut subakut chronisch

inflammatorischer Virusreplikation zelluldre Immunantwort Viruseliminierung, DCM mit
Prozess Infiltration persistierende Fibrose, Dilatation,
Immunantwort Dysfunktion,

evtl. Virusgenom

... Virus
zelluldre Infiltration

\ \ Immunantwort
Abbildung 1: Schematische Darstellung des pathologischen Prozess wihrend
der virusbedingten Myokarditis modifiziert nach (KAWALI, 1999a)

Die akute Phase ist charakterisiert durch die Infektion und die darauf folgende
Replikation des Virus. Nachdem das Virus in die Kardiomyozyten eingedrungen
ist, erfolgt in der subakuten Phase eine Immunantwort des Organismus. Trotz
Viruseliminierung kann es im weiteren chronischen Verlauf zu einer
persistierenden Immunantwort und dauerhaften Schidigung des Herzens kommen.

1.2.1. Akute Phase

Die Infektion mit CVB3 stellt eine der haufigsten Ursachen fiir die akute
Myokarditis beim Menschen dar (SHI et al., 2009). Die akute Phase der
Myokarditis beginnt mit dem Eintritt der Viren in die Kardiomyozyten {iber den
spezifischen Transmembranrezeptor Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) und
dauert in der Regel nur wenige Tage an. CAR ist der zelluldre Rezeptor fiir CVB3
und wird von unterschiedlichen Gewebearten, darunter Herz, Gehirn und

Bauchspeicheldriise, exprimiert (BERGELSON et al., 1997; TOMKO et al., 1997,
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CHUNG et al., 2005). Nach der Internalisierung des Virus erfolgt die
Replikationsphase, die mit der Lyse von Myozyten einhergeht und fiir die akute
Phase der Erkrankung pathognomonisch ist (KLINGEL et al., 1992).

1.2.2.  Subakute Phase

Die darauf folgende subakute Phase ist geprigt von humoralen und zelluldren
Abwehrprozessen und kann beim Menschen von wenigen Wochen bis hin zu
mehreren Monaten andauern (KINDERMANN et al., 2012). Die Immunantwort
wird hier u.a. durch die Zytolyse-bedingte Prisentation intrazelluldrer Antigene
der Myozyten, wie beispielsweise kardialem Myosin, ausgelost und hat das Ziel,
eine Eliminierung des Virus im Herzen zu erreichen. Hierbei kommt es zu einer
Infiltration von Makrophagen sowie CD4+ und CD8+ T-Zellen in das
Herzmuskelgewebe (KLINGEL et al., 1992). Die virusspezifische T-Zell-
vermittelte Immunreaktion kann hier moglicherweise durch molekulare Mimikry
zwischen Virusantigen und herzeigenem Antigen den Grundstein filir eine
Autoimmunerkrankung bilden (GAUNTT et al., 1995; LI et al., 2006). In der
subakuten Phase der Erkrankung kommt es weiterhin zur Aktivierung von B-
Zellen und der Antikorperbildung gegen das ursdchliche Virusantigen. Auflerdem
konnten Klingel et al. zeigen, dass auch freigesetzte Zytokine wie Interleukin
(IL)-1, IL-6 oder Tumornekrosefaktor (TNF)-a sowie natiirliche Killerzellen
wihrend der subakuten Phase der Myokarditis von Bedeutung sind (KLINGEL et
al., 2014). Histologisch lédsst sich wiahrend der subakuten Phase die Infiltration
mononukledrer inflammatorischer Zellen in das Myokard beobachten (ARETZ,

1986).

1.2.3. Chronische Phase

Wihrend die akute Phase nur wenige Tage andauert, kann sich die subakute und
chronische Phase von wenigen Wochen bis hin zu mehreren Monaten ziehen
(KINDERMANN et al., 2012). Bei bis zu 40% der Patienten kommt es nach der
Viruseliminierung zu einer Regulierung der Immunantwort und dadurch auch zur
Besserung der kardialen Funktion ohne merkliche Folgeschiden (SCHULTHEISS
et al., 2011). Jedoch wird in Mausmodellen und vermutlich auch beim Menschen

in einigen Féllen selbst nach vollstindiger Viruseliminierung eine postinfektios
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anhaltende Immunreaktion beobachtet, die den Beginn der chronischen Phase
definiert und zu pathologischer Restrukturierung des Myokards sowie zur
Entwicklung einer DCM fithren kann (LIU und MASON, 2001). Diese
Immunreaktion ist hdufig gegen organspezifische Antigene wie beispielsweise

kardiales Myosin gerichtet und besitzt so einen autoimmunen Charakter.

1.3. Autoimmunmyokarditis

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass die Myokarditis héufig einen
autoimmunen Verlauf nimmt. So konnte beispielsweise bei einer Gruppe von
Patienten eine Milderung der Erkrankung durch immunsuppressive Therapien
erreicht werden, was einen indirekten Hinweis auf eine Autoimmunerkrankung
gibt (KUHL et al., 2005a; FRUSTACI et al., 2009; ESCHER et al., 2016). Auch
die Tatsache, dass bei Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie
beispielsweise Lupus erythematodes, das Risiko zusitzlich an einer Myokarditits
zu erkranken um 3 - 15 % erhoht ist, gibt Grund zur Annahme einer autoimmunen
Entwicklung. Zusétzlich zeigen Patienten mit Lupus erythematodes im Verlauf
ihrer Erkrankung oft eine Beteiligung des kardiovaskuldren Systems, die sich in
Form von Ergiissen oder Entziindungen des Perikards duBern kann (CTHAKOVA
und ROSE, 2008). Den jedoch wohl wichtigsten Hinweis auf einen mdglichen
autoimmunen Verlauf der Myokarditis gibt die Anwesenheit von Autoantikorpern
wihrend der Pathogenese der Erkrankung. In den 1980er Jahren konnten zum
ersten Mal herzspezifische Autoantikdrper bei Coxsackievirus-induzierter
Myokarditis im Mausmodell nachgewiesen werden (NEU et al., 1987b). Kurz
darauf zeigten sich auch beim Menschen in 59% der Myokarditis- und DCM-
Patienten freie Autoantikérper im Blut (NEUMANN et al., 1990). Des weiteren
konnten durch die Etablierung einer indirekten Immunfluoreszenz-Analyse
organspezifische Anti-Herz-Autoantikorper (AHA) in etwa einem Drittel der
Myokarditis- und DCM-Patienten bestétigt werden (CAFORIO et al., 2008).
Diese Autoantikorper konnen gegen verschiedene Antigene gerichtet sein. Wie
Rose et al. zeigen konnten, stellt kardiales Myosin eines dieser Antigene dar
(ROSE et al., 1987), worauf in der Folge bei iiber 85% der Patienten mit DCM-
Antikorper gegen kardiales Myosin nachgewiesen werden konnten (CAFORIO et
al., 1992). Die Entstehung dieser AHAs konnte ihren Ursprung bereits in der
subakuten Phase der Myokarditis haben. Hier kann es durch molekulare Mimikry
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zwischen Virusantigen und kardialem Myosin im Zuge der T-Zell vermittelten
Immunantwort und der Antikorperbildung von B-Zellen gegen das Virusantigen
zur Immunreaktion gegen organspezifisches Antigen kommen (GAUNTT et al.,
1995; LI et al., 2006). Autoantikorper sind jedoch nicht nur fiir die Pathogenese
der Myokarditis, sondern auch bei anderen Herzerkrankungen von Bedeutung.
Wie Eriksson et al. berichten, sind Autoantikorper gegen kardiales Troponin-1 in
Patienten mit akutem Koronarsyndrom zu finden (ERIKSSON et al., 2005),
wihrend die Abwesenheit von Autoantikdrpern gegen Troponin-1 bei Patienten
nach Herzinfarkt mit einer Verbesserung der kardialen Funktion einhergehen kann

(LEUSCHNER et al., 2008).

1.4. Myokarditis beim Tier

Auch bei Haustieren ist die Pathologie der Myokarditis durchaus bekannt. Ebenso
wie beim Menschen hat sie ihren Ursprung in den meisten Fillen in einer
systemischen Infektion durch Viren oder Bakterien (NELSON et al., 2014;
BAUMGARTNER und GRUBER, 2015). Eine Ubersicht der hiufigsten Ausloser

einer Herzmuskelentziindung beim Tier ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Klinisch présentiert sich die Myokarditis bei Tieren sehr variabel und dufert sich
meistens durch eine verringerte Leistungsfahigkeit, die zundchst mit schnellem
und kriftigem Puls einhergeht, im weiteren Verlauf jedoch in einer zunehmend
schwicheren systolischen Pumpfunktion des Herzens resultiert (MORAILLON et
al., 2009). Bei der Vorstellung in der Praxis zeigen betroffene Tiere im akuten
Stadium héaufig unerkldrbare Arrhythmien oder Herzversagen. Eine kiirzlich
iiberstandene Infektionskrankheit kann hierbei erste Hinweise auf das Vorliegen
einer Herzmuskelentziindung geben. Da es auch beim Tier keine eindeutig
definierten klinischen Befunde gibt, ist eine definitive Diagnose der Erkrankung
sehr schwierig. Unspezifische Veranderungen im EKG wie beispielsweise T- oder
QRS-Verinderungen oder AV-Uberleitungsstorungen konnen hierbei auf eine
Herzmuskelentziindung hindeuten. Im Ultraschall sind weiterhin hdufig schwache
kardiale Funktion durch reduzierte Wandbewegung oder Perikarderguss zu

diagnostizieren (NELSON et al., 2014).
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Tabelle 2: Ubersicht moglicher Ausléser der Myokarditis beim Tier

Ursache | Tierart Erreger Pathologie
nekrotisierend; Infiltrat aus
Hund Borellia burgdorferi neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen
Pferd Actlonb.aczllus equuli,
. Fusbacterium necrophorum
Bakteriell
' Histophilus somnus, septlkamlsc'h-eltrlg; Infiltrat aus
Rind T Il neutrophilen Granulozyten,
ruepereiia pyogenese Lymphozyten, Plasmazellen
Schwein Erysipelothrix ruszopa.thzae,
Streptococcus suis
nes P . nekrotisierende Myokarditis,
canmes FArvovirus, Myokarddegeneration,
Hund . .
lymphohistozytare
canines Herpesvirus Inflammation, intranukleére
Einschlusskorperchen
Viral multifokal-
: Maul-und-Klauenseuche- lymphozytir/nekrotisierend
Rind .
Virus
Charakteristisches Tigerherz
lymphohistozytire
Schwein Enzephalomyocarditis-Virus Inflammation,
Myokardnekrose
Hund krotisierend/granulomatd
. . nekrotisierend/granulomatose
Mykotisch Aspergillus terreus Myokarditis
Pferd
Neosporum caninum, nekrotisierende Myokarditis
Toxoplasma gondii lymphozytire Myokarditis
Hund
Parasitir Nekrose und Bruch der
Trypanosoma cruzi Myozyten; mononukledres
Zellinfiltrat
Katze Toxoplasma gondii lymphozytire Myokarditis

Um eine Myokarditis am lebenden Organismus mit relativer Sicherheit

eingrenzen zu konnen, ist &hnlich wie beim Menschen auch in der Tiermedizin die

EMB das einzig verfligbare diagnostische Mittel. Hierbei wird analog zur

humanmedizinischen Diagnostik inflammatorisches Infiltrat mit einhergehender

Nekrose und/oder Degeneration der Kardiomyozyten beobachtet (ARETZ et al.,

1987). Die Therapie einer Myokarditis beim Tier ist ebenso wenig spezifisch wie
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deren Ursachen und Symptomatik. Daher wird empfohlen, die Erkrankung je nach
vermuteter Atiologie zu behandeln und weiterhin im Bedarfsfall einer
Herzinsuffizienz oder Herzrhythmusstorungen medikamentds entgegenzuwirken

(MORAILLON et al., 2009).

1.5. Myokarditis im Mausmodell

Tiermodelle stellen eine gute Mdoglichkeit zur Simulation eines zu erforschenden
Pathomechanismus dar. In vielen Féllen ist darauf kaum zu verzichten, da es in
vitro beinahe unmdoglich ist, die komplexen Abldufe eines gesamten Organismus
nachzustellen. Da die Ergebnisse dieser Arbeit mit Hilfe eines Mausmodells zur
Myokarditis erarbeitet wurden, sollen die beiden relevantesten etablierten Modelle

im Folgenden kurz vorgestellt werden.

1.5.1. Coxsackievirus B3 (CVB3) - Infektion

In diesem Modell wird die Myokarditis und DCM bei Médusen durch eine
Infektion mit CVB3 induziert. Um eine entsprechende Entziindungsreaktion
hervorzurufen, wird den BALB/c Méusen intraperitoneal (ip) in Anwesenheit von
Herzantigen kultiviertes CVB3 und kardiales Myosin injiziert. Darauthin bilden
die Tiere zwischen Tag 7 und Tag 14 eine akute Myokarditis aus, die ab Tag 35
bis Tag 56 in eine chronische Myokarditis und DCM {ibergeht (FAIRWEATHER
et al., 2001). Hierbei ist es wichtig, dass fiir die Versuche minnliche BALB/c-
Tiere verwendet werden, da andere Mauslinien wie z.B. C57BL/6 keinen
substantiellen Phinotyp ausbilden. Auch weibliche Tiere sind fiir die Ausbildung
der Myokarditis weniger suszeptibel als ménnliche Tiere (FAIRWEATHER und
ROSE, 2007).

Die akute Phase einer durch eine CVB3-Infektion induzierten Myokarditis ist
charakterisiert durch fokal auftretende Herde von zellulirem Infiltrat
einhergehend mit einem geringen Grad an Nekrose oder Narbenbildung. Dieses
Infiltrat ist zusammengesetzt aus hauptséchlich polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN), Makrophagen, CD4 T-Zellen, CD8 T-Zellen, T-
Killerzellen, Mastzellen und dendritischen Zellen. Bei der akuten Phase dieses

Modells kommt es im Zuge der Erkrankung nur selten zum Tod der Tiere
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(FAIRWEATHER und ROSE, 2007). Eine Virusreplikation in diesem Modell
findet nur auf einem sehr niedrigen Level statt und fiithrt dazu, dass an Tag 14
nach der Infektion keine infektidsen Viren mehr in den Herzen nachgewiesen
werden konnen. Daher kommt es im chronischen Verlauf nicht zu einer
Reaktivierung der Infektion (FAIRWEATHER et al., 2001). Bei Mausstimmen
wie beispielsweise BALB/c, kann aus der akuten eine chronische Phase der
Erkrankung hervorgehen. Hierbei kommt es in etwa an Tag 35 zu einem Infiltrat
aus mononukledren Zellen und damit verbundener groBflichiger Nekrose und
Narbenbildung in den Herzen. Zusétzlich wird die Entwicklung einer DCM und
Perikarditis beobachtet (FAIRWEATHER et al., 2001). Weiterhin bildet das
Immunsystem in dieser Phase Autoantikorpern gegen kardiales Myosin (ROSE
und HILL, 1996). Auch bei anderen, eigentlich resistenten Mausstimmen wie
C57BL/6 kann es in diesem Modell zur Bildung von Autoantikdrpern gegen
kardiales Myosin kommen. Voraussetzung hierfiir ist jedoch die zusétzliche
Stimulation mit TNF-a, Interleukin-1 (IL-1) oder Lipopolysaccharid (LPS)
(LANE et al., 1992).

1.5.2. Immunisierung mit kardialem Myosin

Kardiales Myosin stellt eines der Hauptantigene der autoimmunen Immunantwort
wihrend der chronischen Phase der Myokarditis im Modell der CVB3-
induzierten Myokarditis dar (NEU et al., 1987b). Diese chronische Phase des
bereits beschriebenen Modells kann durch die Immunisierung der Tiere mit
reinem kardialem Myosin ohne deren vorherige Virusinfektion simuliert werden.
Wie Neu et al. zeigen konnten, wird durch die Injektion von kardialem Myosin in
Kombination mit dem starken T-Zell-Aktivator Complete Freund’s Adjuvant
(CFA) bei bestimmten, empfanglichen Mausstimmen eine Myokarditis induziert.
Dabei ist es wichtig zu erwdhnen, dass die Tiere mit der Isoform des kardialen
Myosins immunisiert werden miissen, da Myosin aus der Skelettmuskulatur nicht
den gewiinschten Effekt erzielen konnte. Weiterhin sind bei diesem Modell, wie
auch schon im CVB3-Modell beobachtet, nicht alle Mausstimme suszeptibel fiir
die Ausbildung einer Myokarditis. So scheinen beispielsweise wiederum
C57BL/6-Tiere resistent zu sein, wiahrend méinnliche BALB/c einen deutlichen
Phénotyp ausbilden (NEU et al., 1987a). Durch die Emulsion aus kardialem

Myosin und CFA wird eine Autoimmunreaktion ausgeldst, die bei empfénglichen
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Miusen an Tag 21 ihren Hohepunkt erreicht (AFANASYEVA et al., 2001a;
KANIA et al., 2009). Hierbei konnte die Forschergruppe um Afanasyeva et al.
mittels Durchflusszytometrie verschiedene Subpopulationen eingewanderter
Entziindungszellen in den Herzen identifizieren. Akut erkrankte Tiere wiesen
demzufolge zum einen signifikant erhdhte Anteile an CD45+ Zellen (Gesamtheit
der Leukozyten) im Vergleich zu Herzen nicht erkrankter Tiere auf. Zum anderen
waren auch die Populationen CD3+ (T-Zellen), CD4+ (T-Helferzellen), CD8+
(zytotoxische T-Zellen), CD19 (B-Zellen), CD11b+/Gr-1- (Makrophagen) und
CDI11b+/Gr-1+ (neutrophile Granulozyten) bei diesem Modell bei Tieren mit
akuter Myokarditis deutlich erhoht (AFANASYEVA et al., 2004).

Die Tatsache, dass sich die durch Myosin induzierte Myokarditis ebenso mittels
eines adoptiven Transfers von T-Zellen erkrankter Tiere in gesunde Tiere
iibertragen ldsst, deutet darauf hin, dass es sich bei dieser Erkrankung um einen
hauptséchlich T-Zell gesteuerten Pathomechanismus handeln kénnte (SMITH und
ALLEN, 1991). Interessanterweise konnte ebenso gezeigt werden, dass der
Transfer dendritischer Zellen aus erkrankten Tieren in gesunde Tiere zur

Ausbildung einer Myokarditis fiihrt (ERIKSSON et al., 2003c).

Ein weiterer Versuchsansatz mit dem Ziel, eine experimentelle Myokarditis zu
induzieren, stellt die Applikation von monoklonalen Antikdrpern gegen kardiales
Myosin dar. Voraussetzung hierflir ist allerdings, dass der entsprechende
Mausstamm entweder Myosin selbst oder zumindest ein Myosin &dhnliches
Molekiil in der kardialen extrazelluliren Matrix exprimiert. Dadurch wird
veranschaulicht, dass fiir das Induzieren der Myokarditis nicht nur eine
Aktivierung autoreaktiver Antikorper notwendig ist, sondern zusdtzlich eine
entsprechende Sensitivitdt der Organe fiir diese Autoantikdrper vorhanden sein

muss (LIAO et al., 1995).

Studien zur genaueren Untersuchung der Pathomechanismen zur Induktion und
zur Aufrechterhaltung der EAM legen nahe, dass sowohl das angeborene als auch
das adaptive Immunsystem fiir die Entwicklung der Erkrankung von Bedeutung
sind. Bei diesem Prozess stellen vor allem autoreaktive T-Zellen (SMITH und
ALLEN, 1991), herzspezifische Autoantikorper (NEUMANN et al., 1990;
NEUMANN et al, 1992), verschiedene Zytokine und Chemokine
(AFANASYEVA et al., 2001a; AFANASYEVA et al., 2001b; ERIKSSON et al.,
2003b), T-Killerzellen (FAIRWEATHER et al, 2001) wund das
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Komplementsystem (KAYA et al., 2001) wichtige Bausteine dar.

1.6. Zelluliires Infiltrat wihrend der Myokarditis

Zelluldr entziindliches Infiltrat spielt eine entscheidende Rolle wéhrend der
Entwicklung der Myokarditis. Mit Hilfe von Tiermodellen ist es moglich zu
analysieren, welche Zeitpunkte der Erkrankung fiir die Einwanderung der
verschiedenen Zellpopulationen relevant sind. Wie bereits in 1.4.2. beschrieben,
kommt es wihrend der akuten Phase der Myokarditis zur Extravasation von
Leukozyten und deren Subpopulationen bestehend aus Monozyten, Makrophagen,
zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen und neutrophilen Granulozyten in das
Herzmuskelgewebe (AFANASYEVA et al., 2004). Da in der vorliegenden Arbeit
ein besonderes Augenmerk auf die Rolle von PMN im pathologischen Prozess der
Myokarditis gelegt werden soll, wird diese Zellpopulation in einem separaten

Kapitel behandelt.
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2. Neutrophile Granulozyten (PMN)

PMN gehoren zu den weilen Blutkdrperchen, sind bereits vollstindig
differenziert und kdmpfen im Zuge der primiren Immunantwort des Organismus
an vorderster Front gegen eingedrungene Pathogene. PMN haben im
zitkulierenden Blut eine eher kurze Lebensdauer. Sie besitzen wie andere
Immunzellen die Eigenschaft, im Falle einer Infektion oder Entziindung, durch
das Endothel der Gefde in das entsprechende Gewebe zu migrieren, um dort
beispielsweise Bakterien oder Viren zu phagozytieren. Eosinophile, basophile und
neutrophile Granulozyten bilden zusammen mit Mastzellen die Familie der
Granulozyten (BORREGAARD, 2010; BRINKMANN und ZYCHLINSKY,
2012).

2.1. Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Im Jahr 2004 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass PMN neben der
Eigenschaft, Pathogene zu phagozytieren, die besondere Fdhigkeit besitzen,
sogenannte NETs zu bilden, um Mikroorganismen zu immobilisieren und
abzutdten (BRINKMANN et al., 2004). NETs sind das Ergebnis einer speziellen
und einzigartigen Form des Zelltods von PMN mit der Absicht, eine Vermehrung
der eingedrungenen Erreger zu verhindern. Dabei kommt es u.a. durch Sekretion
von Zytokinen bereits Minuten nach Aktivierung zur Adhdsion und zur
Abflachung von PMN. Einhergehend mit dem Untergang der Zellgranula kommt
es wiahrend der ersten Stunde nach Aktivierung der Zellen in deren Kern zu einer
Dekondensierung der Chromosomen. Dies wird begleitet von einer
voranschreitenden Trennung der inneren und 4uBeren Kernmembranen.
Schlussendlich runden sich die Zellen ab, bevor die Zellmembran reil3t und es
durch Ausschiittung des Zellinhaltes in den extrazelluldren Raum zur Bildung der
NETs kommt (FUCHS et al.,, 2007). Die so ausgeworfenen extrazelluldren
,Pathogenfallen” beinhalten neben Chromatin des Zellkerns auch antimikrobielle
Peptide und Enzyme wie beispielsweise neutrophile Elastase (NE), Cathepsin G
oder Myeloperoxidase (MPO), die aus den Granula der untergegangenen
Granulozyten stammen (BRINKMANN et al., 2004). Eine wichtige Rolle scheint
hierbei die Peptidyl Arginin Deiminase 4 (PAD4) zu spielen. PAD bilden eine

Familie von Enzymen mit der Eigenschaft Arginin zu Citrullin zu konvertieren
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(VOSSENAAR et al., 2003). Diese Citrullinierung ist nach einer Studie von Wang
et al. fiir die Formation von NETs essentiell. Demnach steht die Citrullinierung
von Histonen des Zellkerns durch PAD4 in direktem Zusammenhang mit der
Dekondensierung des Chromatins wéhrend der NET-Bildung (WANG et al.,
2009; LI et al., 2010). Mogliche Stimuli fiir diese spezielle Form des Zelltodes der
PMN sind wu.a. TNF, Interleukin-8 (IL-8) wund Interferon-y (INF-y)
(BRINKMANN et al., 2004; MARTINELLI et al., 2004; NEELI et al., 2008).

Da NETs eine sehr instabile Struktur darstellen, ist es nicht leicht, diese
nachzuweisen und quantitativ zu bestimmen. Eine Moglichkeit hierfiir besteht
allerdings darin, sich deren Eigenschaft zu Nutze zu machen, dass wihrend der
Bildung von NETs Chromatin eng an neutrophile Peptide wie NE oder MPO
gebunden ist. Der Nachweis dieser Bindung gibt daher deutliche Hinweise fiir
eine vorliegende NET-Formation und grenzt eine Fehlinterpretation durch eine
andere Form des Zelltodes weitestgehend aus. So konnen NETs durch
immunhistochemische Farbung von Chromatin des Zellkerns in Verbindung mit
MPO oder NE sowohl in Gewebe als auch in vitro sichtbar gemacht werden

(BRINKMANN et al., 2004; METZLER et al., 2011).

Neben der immunsystemunterstiitzenden Wirkung von NETs durch deren
antimikrobielle Wirkung gibt es jedoch auch Hinweise darauf, dass NETs unter
Umstidnden zu einer Schidigung von Gewebe durch inflammatorische Prozesse
bis hin zu einer Forderung von Autoimmunerkrankungen fiihren konnen
(KAPLAN und RADIC, 2012). So tragt die Bildung von NETs zwar
grundsétzlich dazu bei, dass das Immunsystem in Alarmbereitschaft versetzt wird,
indem DNA-Rezeptoren wie TLR9 aktiviert werden, jedoch kann die Aktivierung
dieser Rezeptoren unter Umstinden auch zu einer Autoimmunitit beitragen

(BRINKMANN und ZYCHLINSKY, 2012).

2.1.1.  NETs bei Erkrankungen
In diesem Abschnitt sollen einige Pathologien beschrieben werden, bei denen das
Auftreten von NETs fiir den Pathomechanismus der Erkrankung von Bedeutung

1st.
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2.1.1.1. Mukoviszidose

Mukoviszidose ist eine streng erbliche Erkrankung der Atemwege, die in Europa
relativ hdufig diagnostiziert wird und durch eine Mutation des Cystic Fibrosis
Transmembrane  Conductance Regulator (CFTR)-Gen verursacht wird
(CUTTING, 2015). Dabei kommt es bei den Betroffenen zur Produktion grof3er
Mengen zéhfliissigen Schleims, der es Krankheitserregern wie Bakterien
vereinfacht, sich in den Atemwegen anzusiedeln und zu vermehren (DAVIS,
2006). Aufgrund dessen leiden die Patienten an einer anhaltenden
Entziindungsreaktion mit starker Beteiligung von PMN. Im Jahr 2012 konnte
Manzenreiter et al. zeigen, dass im Auswurf der Mukoviszidose-Patienten NETs
zu finden sind (MANZENREITER et al.,, 2012). Indem das in den NETs
enthaltene Chromatin zu einer gesteigerten Viskositdt des Auswurfs beitragt,
scheint der DNA-Bestandteil im Speziellen fiir diese Symptomatik verantwortlich
zu sein. Um den Auswurf verfliissigen zu konnen und die Befreiung der
Atemwege zu vereinfachen, werden Mukoviszidose-Patienten daher mit DNA-
spaltenden Enzymen behandelt. Bei diesem Prozess wird jedoch auch die in den
NETs gebundene NE freigesetzt, die wiederum zu einer Schidigung des Gewebes
beizutragen scheint (ROGHANIAN und SALLENAVE, 2008). Andererseits tragt
die fiir die NET-Formation notwendige NE jedoch auch dazu bei, das im Auswurf
vorhandene Chromatin weiter zu dekondensieren und bewirkt dadurch ebenso

eine Verflissigung des Auswurfs (PAPAYANNOPOULOS et al., 2011).

2.1.1.2. Arterielle und venése Thromben

Sowohl bei Arterien als auch bei Venen kann es entweder durch eine Verletzung
des GefdBes oder durch reduzierte Flussgeschwindigkeit des Blutes zur Bildung
von Thromben kommen. Die hierbei vermehrt angesammelten PMN werden u.a.
durch aktivierte Thrombozyten zur Bildung von NETs angeregt (CLARK et al.,
2007; CAUDRILLIER et al., 2012). Diese wiederum konnen nun als eine
Geriiststruktur fiir den sich stetig entwickelnden Thrombus fungieren (FUCHS et
al., 2010). Sowohl NE als auch Cathepsin G sind an diesem Mechanismus
beteilig. Massberg et al. konnten zeigen, dass Méuse ohne diese beiden Enzyme
wihrend der arteriellen Thrombenbildung eine reduzierte Fibrinausschiittung und
eine verringerte Zeitspanne bis zur Koagulation aufwiesen. Zusitzlich konnte

dieser Effekt auch durch Behandlung von Wildtyp-Méusen (WT) mit anti-NET-
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Antikorper erzielt werden (MASSBERG et al., 2010). Bemerkenswert ist hierbei,
dass bei Méusen mit systemischer Escherichia coli-Infektion und normaler NET-
Formation die nachgewiesene Menge von Bakterien in Blutkapillaren der Leber
niedriger war als bei mit anti-NET-Antikdrper behandelten Tieren (MASSBERG
et al., 2010). Diese Beobachtung lisst vermuten, dass die durch NET-Formation
bedingte Bildung von Thromben eine Ausbreitung von Bakterien im Organsystem
eindimmt und NETs somit auch indirekt zur Verteidigung des Organismus gegen

Pathogene beitragen konnen (BRINKMANN und ZYCHLINSKY, 2012).

Jedoch gibt es auch in diesem Zusammenhang Hinweise darauf, dass die NET-
Formation wihrend der Thrombenbildung ebenso negative Auswirkung auf das
GefiaBsystem zur Folge haben kann. So wurde in einem Tiermodell mit Ratten zur
Erforschung abdominaler Aortenaneurysmen nachgewiesen, dass intraluminale
Thromben hohe Mengen an NETs beinhalten, die zu einer Schiadigung des
darunterliegenden Endothels beitragen konnten (DELBOSC et al., 2011). Diese
Behauptung wird durch eine Studie von Gupta et al. untermauert. Daraus geht
hervor, dass die in NETs enthaltenen Enzyme direkt den Zelltod von
Endothelzellen einleiten konnen (GUPTA et al., 2010; SAFFARZADEH et al.,
2012).

2.1.1.3. Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)

SLE beschreibt eine hdufig bei jungen Frauen auftretende Autoimmunerkrankung,
die mit der Bildung von Autoimmunantikérpern gegen Antigene der Zellkerne
einhergeht und so in einer Entziindung von Organen wie beispielsweise Haut,
Nieren oder Gelenken resultieren kann. Es verdichten sich zusdtzlich die
Hinweise, dass die Erkrankung durch ein hoheres Risiko der Betroffenen zur

Entwicklung von  Atherosklerose vermehrt zu Komplikationen des

kardiovaskuldren Systems fithrt (UROWITZ et al., 1976; ROMAN et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass bei einigen SLE-Patienten ein Defizit beim Abbau
von NETs besteht (HAKKIM et al., 2010) und dadurch die Erkrankung in ihrer
Schwere anzusteigen scheint (LEFFLER et al., 2012). Ahnliche Beobachtungen
konnten auch im Jahr 2011 von Villanueva et al. gemacht werden. Die
Forschergruppe konnte darstellen, dass NET-Formation bei SLE-Patienten zu

Schiadigungen des Endothels und zur Inflammation und Infiltration des
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darunterliegenden Gewebes fiihrt (VILLANUEVA et al., 2011). Diese Studien
legen nahe, dass die Blockade der NET-Formation ein mdgliches Ziel zur
Behandlung von SLE darstellen konnte. Eine mogliche Strategie konnte hierbei
die Inhibition von PAD4 darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym
bei der Immunreaktion durch NETs von essentieller Wichtigkeit ist (LI et al.,
2010). Darauf aufbauend konnten Knight et al. in einem SLE-Mausmodell zeigen,
dass die Blockade von PAD4 durch N-a-benzoyl-N5-(2-chloro-1-iminoethyl)-L-
ornithine amide (Cl-amidine) bei den Versuchstieren zu signifikanten
Veranderungen des Autoantikorperlevels im Blut fiihrt. Weiterhin profitierten die
mit Cl-amidine behandelten Tiere von einer verbesserten Funktion des Endothels
und einer Verzogerung der durch fotochemische Verletzung induzierten
arteriellen Thrombenbildung (KNIGHT et al., 2013). Diese Ergebnisse lassen eine
Abschwichung des SLE-Phédnotyps und eine Milderung der Symptomatik durch
die Blockade von PAD4 vermuten und konnten vor allem im Hinblick auf
kardiovaskuldre Risiken bei SLE-Patienten eine interessante Therapiemoglichkeit

darstellen.

2.1.1.4. Myokarditis

Trotz ausgiebiger Literaturrecherche zeigte sich, dass bisher weder beim
Menschen noch im Tiermodell Studien zu einer Beteiligung von NETs im
Rahmen der Myokarditis durchgefiihrt wurden. Die vorliegende Arbeit soll u.a.
einen Teil dazu beitragen, diese spezielle Immunreaktion von PMN in

Zusammenhang mit der Blockade des Wachstumsfaktors MK besser zu verstehen.
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3. Midkine (MK)

Das Zytokin Midkine ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor, der
vorwiegend bei der embryonalen Entwicklung von Bedeutung ist und mit
Pleiotrophin (PTN) eine Familie bildet. Das Molekiil wurde in den 80er Jahren
erstmals beschrieben (KADOMATSU et al., 1988) und zunichst nach seinen
Entdeckern Muramatsu und Kadomatsu MK1 benannt. Als sich im weiteren
Verlauf der Forschung zeigte, dass das Zytokin hauptséchlich wihrend der Mid-
gestation der Embryogenese exprimiert wird, wurde es umbenannt zu Midkine

(TSUTSUI et al., 1991).

Obwohl MK im adulten Organismus unter physiologischen Bedingungen stark
herunterreguliert wird und nur noch eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint,
zeigen Dbeispielsweise diverse Tumorzellen eine hohe Expression des
Wachstumsfaktors. Diese erhdhte Expression wird u.a. bei Blasenkarzinomen
oder Neuroblastomen in direkten Zusammenhang mit einer schlechten Prognose
fiir die betroffenen Patienten gebracht (NAKAGAWARA et al., 1995; O'BRIEN
et al., 1996; MAEDA et al., 2007; RUAN et al., 2007). Wie mehrere Studien
verdeutlichen, scheint MK fiir Tumoren im Hinblick auf Wachstum, Invasion,
Angiogenese und Uberleben eine wichtige Rolle zu spielen (CHOUDHURI et al.,
1997, MURAMAKI et al., 2003). Weiterhin konnte MK auch in gutartigem
Gewebe nachgewiesen werden. So wird der Wachstumsfaktor unter hypoxischen
Bedingungen von PMN, Monozyten und Endothelzellen exprimiert. Eine MK-
Sekretion wihrend Hypoxie konnte interessanterweise jedoch nur von

Endothelzellen beobachtet werden (WECKBACH et al., 2012).

Zusétzlich verdichten sich die Hinweise darauf, dass MK auch bei
inflammatorischen  Prozessen von Bedeutung sein konnte und der
Wachstumsfaktor daher ein mogliches therapeutisches Ziel darstellt. So wurde
eine Rolle von MK beispielsweise bei Nierenerkrankungen (KOSUGI et al.,
2007), rheumatischer Arthritis (MARUYAMA et al., 2004), entziindlichen
Darmerkrankungen (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2010) oder auch bei der
Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose (WANG et al., 2008) nachgewiesen.



II. Literaturiibersicht 21

3.1. Protein und Gen

MK hat ein Molekulargewicht von 13 kDa, enthdlt eine Vielzahl basischer
Aminosduren (TOMOMURA et al., 1990) und besteht hauptsidchlich aus zwei
ungefdhr gleich grolen Dominen, die {iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind (FABRI et al., 1993). Sowohl die N-terminale als auch die C-
terminale Doméne bestehen aus je drei antiparallelen B-Stringen. Die basischen
Aminosduren bilden in der C-terminalen Doméne zwei Gruppen, die
weitestgehend fiir die Heparin-bindende Eigenschaft des Molekiils verantwortlich
sind (ASAI et al., 1997; IWASAKI et al., 1997, AKHTER et al., 1998). Da in der
N-terminalen Doméne zwar auch einige basische Aminosduren zu finden sind,
deren Wirkung jedoch mdglicherweise durch gleichermallen vorhandene
Aminosduren mit saurem Charakter aufgehoben wird, erweist sich diese Doméne
als die biologisch deutlich inaktivere der beiden (IWASAKI et al., 1997). Obwohl
folglich die C-terminale Doméne die wichtigere der beiden zu sein scheint, konnte
gezeigt werden, dass fiir die Funktionalitit des Molekiils die C-terminale Doméne
allein nicht ausreichend ist. Um einen Effekt bewirken zu konnen, muss MK in
seiner vollen Lédnge inklusive der N-terminalen Domine vorhanden sein
(KOJIMA et al., 1995). Der evolutiondre Ursprung der C-terminalen und der N-
terminalen Doméne muss noch gekldrt werden. Betrachtet man die strukturellen
Ahnlichkeiten zwischen den beiden Doménen liegt folgende Vermutung nahe: Ein
urspriingliches Molekiil mit hoher Ahnlichkeit zu MK und PTN kénnte aus der
intrachromosomalen Rekombination eines urspriinglichen Gens, welches die
urspriingliche Doméne kodierte, resultier sein. Daraufhin kdnnten die Molekiile
MK und PTN aus der Rekombination dieses Chromosomenabschnittes entstanden

sein (MURAMATSU, 2014).

Wiéhrend humanes MK-Gen (MDK) auf Chromosom 11 lokalisiert ist, konnte das
MK-Gen der Maus (Mdk) auf Chromosom 2 nachgewiesen werden (SIMON-
CHAZOTTES et al., 1992; KANAME et al., 1993). Sowohl humanes als auch
murines MK besteht jeweils aus vier Exons, die zwischen beiden Spezies eine
hohe Homologie aufweisen. Insgesamt stimmt die Aminoséuresequenz von
humanem und murinem MK zu 87% iiberein (Tab. 2). Dariiber hinaus weist auch
das der Familie der Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren angehorige PTN eine

Ubereinstimmung der Aminoséuresequenz von 50% zu MK auf (LI et al., 1990;

TSUTSUI et al., 1991; UEHARA et al., 1992).
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Tabelle 3: Vergleich der Homologie zwischen Aminosiuresequenzen von
humanem und murinem MK modifiziert nach Weckbach et al. (WECKBACH
et al., 2011). Ubereinstimmungen sind gelb hinterlegt.

Humanes MK | 1 | KKKDKVKKGGPGSECAEWAWGPCTPSSKDCGVGFREGTCGA
Murines MK | 1 | KKKEKVKK-——GSEC TEWAWGPCTPSSKDCGVMFREGTCGA

Humanes MK | 42 | DCKYKFENWGACDGGTGTKVRQQTQR I RCR VPCNWKKEFGA
Murines MK | 39 | DCKYKFE SWGACDG STGTKARQQTQRVHCKVPCNWKKEFGA

Humanes MK | 83 | GTLKKARYNAQCQETIRVTKPCTPKTKAKAKAKKGKGKD
Murines MK | 80 | GTLKKARYNAQCQETIRVTKPCTSKTKS KT KAKKGKGKD

Wie bereits erwdhnt, sind die basischen Aminosduren fiir die Heparin-bindende
Eigenschaft von MK von besonderer Bedeutung. Die hohe Konservierung der
basischen Aminosduren wie beispielsweise Lysin zwischen verschiedenen Spezies
verdeutlicht deren Wichtigkeit fiir die Funktion des Wachstumsfaktors (ASAI et
al., 1997). Die Konservierung von Lysin (K) zwischen Maus und Mensch ist

weiterhin in der Aminoséuresequenz in Tabelle 3 zu erkennen.

3.2 MK-Rezeptoren

MK ist in der Lage, eine Vielzahl von Rezeptoren zu binden (Tab. 4). So konnte
gezeigt werden, dass die Fahigkeiten von MK, beispielsweise Zellwachstum,
Uberleben, Zellwanderung und Genexpression verschiedener Zelllinien zu
fordern, vermutlich iiber Rezeptorkomplexe vermittelt werden, die aus mehreren
Molekiilen bestehen (MURAMATSU, 2010). Einen der wichtigsten Rezeptoren
stellt hier receptor-like protein tyrosine phosphatase zeta (PTP() dar, welches
wihrend der embryonalen Entwicklung im zentralen Nervensystem im Uberfluss
exprimiert wird und dort u.a. Zelladhésion und intrazelluldre Signaliibertragung
vermittelt (BOUYAIN und WATKINS, 2010). PTP{ ist ein membranstindiges
Protein mit einer intrazelluliren Tyrosin-Phospatase-Aktivitit und einer
Koppelung an eine extrazelluldre Chondroitinsulfat-Kette. MK hat die Fihigkeit,
an diese Chondroitsulfat-Proteogykane zu binden (NAKANISHI et al., 1997,
UEOKA et al., 2000). Maeda et al. konnten zeigen, dass nach Entfernen der
Chondroitinsulfat-Kette die Dissoziationskonstante (Kd) fiir die
Bindungsfahigkeit von MK an PTPC von 0,56 nM auf 8,8 nM ansteigt, wodurch
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die Bedeutung der Chondroitinsulfat-Kette fiir die Ligand-Rezeptor-Bindung
verdeutlicht wird. Der Eindruck, dass die C-terminale Doméne die bedeutendere
Rolle der beiden Doménen zu spielen scheint, wird auch hier bestitigt.
Interessanterweise bindet nur die C-terminale und nicht die N-terminale Doméne
an PTPC. Folglich ist es auch die C-terminale Domine, die fiir die Zellmigration
embryonaler Neuronen und deren verlingerte Uberlebensdauer wihrend der
embryonalen Entwicklung verantwortlich ist. Der MK-PTPC-Wirkmechanismus
ist daher in zellulire Differenzierung, Vermehrung, Wanderung und Adhision
wihrend der neuronalen Organentwicklung involviert (MAEDA und NODA,
1998; MAEDA et al., 1999; SAKAGUCHI et al., 2003).

Weitere wichtige MK-Rezeptoren gehdren der Familie der Low Density-
Lipoprotein Receptor-Related Proteins (LRP) an und schlieBen LRP-1, LRP-6,
megalin/brushin und apoE Rezeptor-2 mit ein (MURAMATSU et al., 2000;
SAKAGUCHI et al., 2003). Es konnte dargestellt werden, dass im Speziellen
LRP-1 als MK-Rezeptor von Bedeutung sein konnte. Gebunden an MK fordert
LRP-1 die Uberlebensdauer embryonaler Neuronen und schiitzt embryonale
Stammzellen der Maus vor hypoxischem Schaden. Mit einer Kd von 3,5 nM
besitzt LRP-1 im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der LRP-Familie die
besten Bindungseigenschaften zu MK (MURAMATSU et al, 2000;
SAKAGUCHI et al., 2003; LEE et al., 2012). Aus der Arbeit von Weckbach et al.
geht weiterhin hervor, dass die Blockade von LRP-1 durch Low Density
Lipoprotein Receptor-Related Protein-Associated Protein (LRPAP) in einer
signifikant verringerten Bindung an PMN der Maus resultiert. MK und f3,-
Integrine scheinen hier zu kooperieren, indem MK durch die Bindung an LRP-1
eine Transformation der B,-Integrine in ein hochaffines Stadium vermittelt und so
die Adhidsion wihrend der Rekrutierung von PMN bei akuten entziindlichen

Prozessen begiinstigt.

Anaplastic lymphoma kinase (ALK) konnte ebenfalls als Rezeptor fir MK
identifiziert werden. Hierbei konkurriert MK mit dem zweiten Mitglied der
Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren PTN um die Bindung an ALK. Weiterhin
konnte in ALK-positiven Zellen der Linien WI-38 (humane Fibroblasten),
HUVECs (human umbilical vein endothelial cells), Neuroblastomzellen und
Glioblastomzellen eine MK-abhéngige Signaliibertragung iiber PI3-Kinase und

MAP-Kinase gezeigt werden. Aus ihren Erkenntnissen schlieen Stoica et al.,
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dass MK durch die Bindung an ALK wéhrend der Tumorgenese eine Signalrolle
zukommt, die Wachstum, Uberlebensdauer und Angiogenese des Tumors

unterstiitzt (STOICA et al., 2002).

Wie bereits zuvor beschrieben, kann MK an die Chondroitinsulfat-Kette der PTP(
binden (MAEDA et al., 1999). Neuroglycan C (NGC) ist ein Chondroitinsulfat-
Proteoglykan, das ausschlieBlich im zentralen Nervensystem exprimiert wird und
hier bei der Entwicklung des Gehirns mitwirkt (OOHIRA et al., 2004). NGC
wurde als Rezeptor fiir MK in einer Oligodendroglia-Vorlauferzelllinie bestitigt.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitdt von MK zu NGC
durch Entfernen der Chondroitinsulfat-Kette deutlich reduziert wurde
(ICHIHARA-TANAKA et al., 2006). Die Erkenntnis, dass eine Vielzahl der MK-
bedingten Effekte durch die Gabe von Heparin oder durch Inaktivierung der fiir
die Bindung wichtigen Kohlenhydrate, wie beispielsweise Chondroitinsulfat,
aufgehoben werden kann, verdeutlicht deren Wichtigkeit beim MK-Signalweg
(ZOU et al., 2003).

Auch zum transmembranstindigen Rezeptor Notch2 konnte eine Bindung von
MK gezeigt werden. Notch ist ein Transmembranprotein, bestehend aus einer
Transmembrandomidne und einer extrazelluliren Domidne. Dieses wird
vorwiegend im Embryo exprimiert und kann mdéglicherweise bei Metastasierung
von Tumoren reaktiviert werden (TIMMERMAN et al., 2004). Epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) ist ein Prozess, der ebenfalls wihrend der
Embryogenese und Metastasierung von Tumoren beschrieben ist, und dort durch
Lockerung von Zellverbinden eine Zellmigration erméglicht (HUBER et al.,

2005).

Immortalisierte HaCaT-Keratinozyten, die MK exprimieren oder mit MK
behandelt wurden, zeigten in vitro deutliche morphologische Verdanderungen
dhnlich der EMT und lassen daher auf eine Beteiligung von MK bei der EMT
schlieBen. Diese Verdnderungen sind bedingt durch eine verminderte Expression
epithelialer Marker und eine Anreicherung fibroblastischer Marker (HUANG et
al., 2008).

Bei allgemeiner Betrachtung ldsst sich festhalten, dass MK an eine Vielzahl
verschiedener Rezeptoren bindet und so unterschiedlichste intrazelluldre

Signalwege beeinflussen kann. Spezielle Signalwege, welche die Effekte von MK
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auf inflammatorische Prozesse beschreiben und somit fiir die vorliegende Arbeit
von besonderem Interesse wiren, sind jedoch weitestgehend unbekannt. Dennoch
festigt sich der Eindruck, dass MK beim Verlauf unterschiedlicher entziindlicher

Erkrankungen von Bedeutung sein kann.

Tabelle 4: Ubersicht der MK-Rezeptoren modifiziert nach Weckbach et al.
(WECKBACH, 2011)

Rezeptor- MK-
. Funktion Literatur
Familie Rezeptor
Migration und Uberleben (MAEDA et al., 1999;
PTP PTP( embryonaler Neuronen SAKAGUCHI et al.,
2003)
Uberleben embryonaler
Neuronen, (MURAMATSU et
Schutz embryonaler | al., 2000; LEE et al.,
LRP LRP-1
Stammzellen vor hypoxischem | 2012; WECKBACH
Schaden, etal., 2014)
PMN-Adhésion
Neuronales Wachstum
a.¢fi-Integrin (HUANG et al., 2008)
embryonaler Neuronen
Integrine
4P Integrin | Migration von UMR-106 (MURAMATSU et
osteoblast-like cells al., 2004)
Rezeptor Tyrosin Wachstum, Uberleben,
ALK (STOICA et al., 2002)
Kinase Angiogenese in Tumorzellen
Notch 2 EMT immortalisierter
Notch (HUANG et al., 2008)
Keratinozyten
Kohlenhydrate Neuroglycan C | Zellbindung bei Oligo- (ICHIHARA-
dendroglia-Vorlduferzellen TANAKA etal.,
2006)

3.3. MK bei Erkrankungen

3.3.1. Die Bedeutung von MK bei inflammatorischen Prozessen
Es verdichten sich Hinweise, dass MK mdglicherweise bei einer Vielzahl
entziindlicher Prozesse involviert ist (Tab. 5). Diese Annahme wird u.a. dadurch

gestiitzt, dass immobilisiertes MK iiber einen Integrin-abhéngigen Mechanismus
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in der Lage ist, die Adhdsion von Leukozyten am Endothel und damit die
nachfolgende Extravasation in entziindetes Gewebe zu beglinstigen
(WECKBACH et al,, 2014). Der folgende Uberblick legt organspezifische
entziindliche Pathologien dar, bei denen eine Bedeutung von MK nidher

beschrieben wurde.

3.3.1.1. Niere

Die durch Diabetes Typ 2 bedingte Nephropathie ist eine lebensbedrohliche
Erkrankung. Sie stellt die hdufigste Ursache fiir Niereninsuffizienz im Endstadium
sowie die damit einhergehende Dialysepflicht der Patienten dar (RITZ und
ORTH, 1999). MK, welches im adulten Organismus unter physiologischen
Bedingungen nur sehr restriktiv exprimiert wird, konnte bei Epithelzellen des
proximalen Tubulus der Niere nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde
der Wachstumsfaktor unter pathologischen Bedingungen, wie beispielsweise einer
Nephropathie durch Diabetes oder Ischdmie, hochreguliert (SATO et al., 2005;
KOSUGI et al., 2006; KOSUGI et al., 2007). So konnte sowohl in Glomerula und
Tubuli als auch im Interstitium des entziindeten Nierengewebes betroffener
Patienten eine erhohte MK-Expression im Vergleich zu gesunden Patienten
festgestellt werden (KOSUGI et al.,, 2007). Kosugi et al. konnte in einem
Mausmodell zur Simulation von Diabetes Typ 2 die Rolle von MK wihrend des
entziindlichen Prozesses weiter untermauern. In diesem Modell werden die f3-
Zellen des Pankreas der Tiere durch Applikation von Streptozotocin zerstort und
somit eine Insulin-Produktion zur Regulation des Glukosespiegels verhindert.
Tiere mit > 250 mg/dl Glukose im Blut wurden hierbei als diabetisch erachtet und
zeigten im Versuchsverlauf tubulointerstitielle pathologische Verdnderungen des
Nierengewebes. Die Forschergruppe berichtet, dass MK-defiziente (Mdk™)
Maiuse im Vergleich zum WT zwar einen dhnlich hohen Glukosespiegel im Blut
aufwiesen, die Tiere jedoch einen signifikant milderen Verlauf der Nephropathie
zeigten (KOSUGI et al., 2006; KOSUGI et al., 2007). Weiterhin konnte in einem
in vitro-Versuch dargestellt werden, dass Mesangiumzellen von Mdk”-Miusen
eine verminderte Phosphorylierung von Protein Kinase C aufwiesen, und dass
diese durch eine externe Zugabe von MK wiederhergestellt werden konnte.
Weiterhin flihrte in vitro die Zugabe von MK antisense oligoDNA zu Zellen aus
WT zu einer verringerten Expression von MK (KOSUGI et al., 2006).
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Ein weiteres Krankheitsbild, dessen Pathologie sich u.a. auf Ischdmie-
Reperfusionsschdden im Nierengewebe zuriickfiihren ldsst, stellt das akute
Nierenversagen dar. Die beschriebenen Schidigungen des Organs treten bei
Durchblutungsstérungen auf und sind daher beispielsweise bei einer
Nierentransplantation unumginglich. In einem entsprechenden Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass durch eine 90-miniitige Ligatur der A. renalis die
MK-Expression an Tag 2 des Versuchs signifikant anstieg (SATO et al., 2001;
SATO et al., 2005). Bemerkenswerterweise zeigten sowohl Mdk™"-Tiere als auch
MK antisense o0ligopDNA behandelte Wildtyp-Tiere im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren deutlich geringere Ischimie-Reperfusionsschiden

(SATO et al., 2001; SATO et al., 2005).

Sowohl im beschriebenen Modell zur Nephropathie durch Diabetes Typ 2 als
auch im Ischdmie-Reperfusionsmodell ist zu erkennen, dass der mildere Verlauf
bei Mdk”-Miusen und MK antisense oligoDNA behandelten WT mit einer
Reduktion der Leukozyteninfiltration in das geschiddigte Nierengewebe

korrelierte.

3.3.1.2. Darm

Morbus  Crohn und  Colitis  ulcerosa sind chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, deren Ursache jedoch weitestgehend ungeklért ist MATTAR
et al., 2011). In Tiermodellen konnte bereits gezeigt werden, dass MK bei
entziindlichen Darmerkrankungen hochreguliert sein kann. So wurde MK als
mogliche Folge einer erhohten Expression von TNF-oo und IL-f im
Versuchsmodell fiir Colitis ulcerosa bei Ratten von Fibroblasten der
Darmschleimhaut des Dickdarms vermehrt exprimiert. Yuki et al. konnten
aulerdem in einem in vitro-Modell mit kultivierten Epithelzellen zeigen, dass MK
die Wundheilung beschleunigt (YUKI et al., 2006). Die beiden Zytokine TNF-a
und IL-f werden auch beim Menschen wihrend chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen vermehrt exprimiert (ABRAHAM und CHO, 2009). Bei
klinischen Studien konnte dargelegt werden, dass auch beim Menschen durch die
Entziindung des Dickdarms mit einer erhohten Expression von MK gerechnet
werden kann. Obwohl weitere Studien belegen, dass 16sliches MK im Blut sowohl

bei Patienten mit Colitis ulcerosa als auch bei Patienten mit Morbus Crohn erhoht
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ist (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2009; KRZYSTEK-KORPACKA et al.,
2010), wird eine erhohte MK-Expression in Zellen des Darms jedoch
ausschlieBlich bei Colitis ulcerosa und nicht bei Morbus Crohn beobachtet

(KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2016).

3.3.1.3. Gelenke

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine progressiv fortschreitende, chronisch
entziindliche Erkrankung der Gelenke, die in ihrem Verlauf Schiden und
Deformationen derselben verursachen kann und dadurch die Lebensqualitit der
Betroffenen in erheblichem Mal einschrinkt (FELDMANN et al., 1996). An
dieser Autoimmunerkrankung leiden in etwa 0,5% bis 1% der adulten
Bevolkerung, wobei tendenziell eher Frauen betroffen sind (GABRIEL und
MICHAUD, 2009).

Die Studie von Maruyama et al. verdeutlicht, dass MK auch bei der Pathogenese
dieser Erkrankung eine wichtige Rolle spielen konnte. So wurden bei RA-
Patienten mittels ELISA in den meisten Féllen auch erhohte Werte von MK in
synovialer Fliissigkeit und im Serum der Patienten festgestellt. Zusétzlich zeigte
sich hierbei eine Korrelation Menge an nachgewiesenem MK mit dem Wert des
Rheumafaktors (RF) im Serum (MARUYAMA et al, 2004). Der RF wird
definiert durch Autoimmunantikdrper, welche bei RA-Patienten nachgewiesen
werden konnen und kann daher Anhaltspunkte iiber die Schwere und einen
moglichen Verlauf der Erkrankung geben. Aus den Gelenken der Patienten
entnommene Makrophagen und Fibroblasten konnten mittels anti-MK-Antikorper
und anti-Makrophagen-Antikorper (anti-CD68) angefiarbt werden und konnten
daher den Ursprung fiir nachgewiesenes MK in der synovialen Fliissigkeit

darstellen (MARUYAMA et al., 2004).

Weiterhin konnte nach Induktion der RA im Tiermodell durch die Injektion von
anti-Typ II Kollagen-Antikdrpern und Lipopolisaccharid (LPS) (TERATO et al.,
1992) gezeigt werden, dass MK die Migration inflammatorischer Leukozyten und
die Differenzierung von Osteoklasten reguliert (MARUYAMA et al., 2004). Es
konnte dargestellt werden, dass in den meisten Mdk™-Miusen keine Induktion der
RA moglich war und folglich an Tag 7 des Versuchs eine signifikant geringere

Symptomatik der RA bei Mdk™-Mausen im Vergleich zu WT festgestellt werden
ymp g
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konnte. Weiterhin wurde mittels ELISA gezeigt, dass der MK-Serumspiegel bei
WT bis zu Tag 7 des Modells deutlich anstieg. Dies ldsst darauf schlieBen, dass
der Serumspiegel von MK in direktem Zusammenhang mit der Pathogenese der
Erkrankung stehen konnte (MARUYAMA et al., 2004). Fiir weitere Analysen
wurde Mdk”-Méusen rekombinantes MK intraperitoneal injiziert. Daraufhin
wurde beobachtet, dass die behandelten Tiere nach Injektion ebenfalls eine RA
ausbilden konnten (MARUYAMA et al., 2004). Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass MK im Speziellen bei der Pathogenese der RA, aber auch bei anderen durch
entziindliche Prozesse verursachten Erkrankungen moglicherweise eine

bedeutende Rolle spielen konnte.

3.3.1.4. Zentrales Nervensystem

Eine der am weitesten verbreiteten Erkrankungen des zentralen Nervensystems
(ZNS) ist die Multiple Sklerose (MS). In Europa leiden etwa 500.000 Menschen
an dieser chronisch verlaufenden Autoimmunerkrankung, die primér eine
Zerstorung der Myelinscheiden im ZNS bewirkt und so die Reizleitung tiber
Axone erschwert (HEMMER et al., 2002; FLACHENECKER et al., 2010). Das
Tiermodell der experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) ist ein gut
etabliertes und anerkanntes Modell zur Simulation der MS. Bereits in den 1930er
Jahren gab es erste Versuche, ein solches Tiermodell unter Verwendung von
Affen zu generieren (RIVERS et al., 1933). Dieser Versuch konnte bis Ende des
20. Jahrhunderts so weit verbessert werden, dass es moglich war, auch Nager in
die Versuche mit einzuschlieBen (WEKERLE et al., 1994). Die Induktion der
EAE soll hierbei durch die Immunisierung der Tiere mittels Myelin
Oligodendrozyt Glykoprotein (MOG) Antigen und CFA erreicht werden und fiihrt
in der Folge zu einer TH1- und TH17- vermittelten Entziindungsreaktion im ZNS
(LIU et al., 1994). Liu et al. konnten weiterhin zeigen, dass Ratten im EAE-
Modell erhohte Mdk-mRNA-Expression im Riickenmark aufwiesen und diese
sich mit der Schwere der klinischen Symptome korrelieren lie3. Das Abklingen
der klinischen Symptome fiihrte im Umkehrschluss interessanterweise wiederum
zur Senkung der Mdk-mRNA-Expression im Riickenmark (LIU et al., 1998). Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine Beteiligung von MK beim Verlauf der MS

vermuten.
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Wie bereits zuvor beschrieben, zeigten Studien zur Pathogenese der RA
(MARUYAMA et al., 2004), dass MK bei autoimmun bedingte Erkrankungen
eine wichtige Rolle spielen kénnte und die Verwendung von Mdk”-Méausen im
Versuchsmodell hilfreiche Aufschliisse iiber die zugrunde liegenden
Pathomechanismen geben kann. Auch im Modell der EAE fanden Mdk™-Miuse
Verwendung. So beschreiben Wang et al, dass die durch MOG und CFA
induzierte EAE bei Mdk’-Méiusen einen deutlich abgeschwichten Verlauf
aufwiesen und daher im Vergleich zu WT eine signifikant reduzierte klinische
Symptomatik zeigten (WANG et al, 2008). Diese Ergebnisse korrelierten
zusétzlich mit histologischen Analysen zur Bestimmung des Grades des
entziindlichen Zellinfiltrats im Riickenmark der Tiere. Mdk™-Miuse zeigten
hierbei signifikant weniger entziindetes Gewebe. Bemerkenswert ist, dass sowohl
die mildere klinische Symptomatik als auch die reduzierte Inflammation des
Riickenmarks bei Mdk”-Miusen durch die Administration von rekombinantem
MK aufgehoben werden konnte (WANG et al., 2008). Um nun die Ursache fiir die
beobachteten Effekte genauer eingrenzen zu konnen, sollte die Art der
Immunantwort der Tiere genauer untersucht werden. Hierfiir wurden periphere
Lymphknoten der Tiere analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass sich diese beim
Vergleich von Mdk”-Miusen und WT zwar nicht in deren Menge enthaltener
mononukledrer Zellen unterschieden, sehr wohl jedoch ein Unterschied bei der
genaueren Analyse der Subpopulationen von T-Zellen zu erkennen war (WANG
et al., 2008). Die CD4- und CD8-T-Zell-Populationen der beiden Gruppen wiesen
keine Unterschiede auf und konnen somit keine Erkldarung fiir den milderen
Verlauf der EAE bei Mdk”-Miusen geben. Die Forschergruppe konnte jedoch
darstellen, dass die CD4/CD25-T-Zellen bei Mdk”-Tieren deutlich vermehrt
waren. Diese Zellpopulation ldsst sich definieren als Verbund sogenannter T-
regulatorischer Zellen (Treg) und besitzt die Moglichkeit, autoreaktive TH1- und
TH17-Zellen in ihrer Reifung zu unterdriicken (MILLS, 2004; WANG et al.,
2008). Hier war es ebenfalls mdglich durch Administration von rekombinantem
MK die Expansion der Treg-Zell-Population in Mdk”-Mausen zu verhindern.
Zusitzlich konnte in einem in vitro-Versuch mit isolierten CD4-Zellen aus der
Milz und Stimulation durch MOG gezeigt werden, dass die Inkubation mit MK
die Ausreifung zu Treg-Zellen dosisabhingig hemmen konnte. Auch in vivo war
es moglich, den durch die erhdhte Treg-Zell-Population gewdhrleisteten Schutz

der Mdk”-Miuse vor einer EAE aufzuheben. Dies geschah, indem durch
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Injektion von anti-CD25 eine Inaktivierung von Treg-Zellen erreicht wurde.

Insgesamt konnte veranschaulicht werden, dass die Anwesenheit von MK zu einer
verminderten Population T-regulatorischer Zellen fiihrt und auf diese Weise der
iiber TH1- und TH17-Zellen gesteuerte autoreaktive Mechanismus und die damit
verbundene Zerstorung der Myelinscheiden gefordert werden kann (WANG et al.,
2008). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die Anwesenheit von MK fiir die
Entstehung und Entwicklung der EAE im Tiermodell mit hoher

Wabhrscheinlichkeit von essentieller Bedeutung ist.

3.3.1.5. Kreislaufsystem

Kardiovaskuldre Erkrankungen und ihre mdglichen Konsequenzen sind ein
lebensbedrohliches Risiko, das in industrialisierten Léndern eine der
prominentesten Todesursachen darstellt (HAUSENLOY et al., 2013). Es gibt
bereits vielversprechende Daten dariiber, dass MK eine kardioprotektive Wirkung
bei ischdmisch bedingten Herzerkrankungen entfalten kann. In einem Versuch mit
Ratten, deren Koronararterien experimentell okkludiert wurden, fiihrte die
intravendse Injektion von MK zu einer deutlichen Verringerung der InfarktgrofB3e
(KADOMATSU et al., 2014). Diese Ergebnisse konnten Horiba et al. in einem
Ischimie-Reperfusions-Tiermodell mit Mdk™-Mzusen bestitigen. In WT war
nach Okklusion einer Koronararterie eine deutlich erhohte Expression von MK im
Gewebe nahe des Infarktes zu beobachten, wihrend die Abwesenheit von MK bei
Mdk™”-Méusen zu einer signifikanten VergroBerung des Infarktareals fiihrte
(HORIBA et al., 2006). Wie bereits in anderen Modellen beschrieben, konnte
dieser Effekt auch hier durch die Behandlung der Tiere mit rekombinantem MK
aufgehoben werden. Die InfarktgroBen der Mdk”-Miuse konnten durch
intrakardiomuskuldre Injektion von rekombinantem MK deutlich reduziert
werden. Zusétzlich konnte durch die in vitro-Inkubation von Kardiomyozyten mit
MK eine verringerte Apoptose der Zellen im Hypoxie-Reoxygenierungs-Versuch
beobachtet werden (HORIBA et al., 2006). Auch in einem &hnlichen Ischidmie-
Modell mit Schweinen konnte durch die intrakoronare Injektion von MK eine

Verkleinerung der Infarktgrofe erreicht werden (ISHIGURO et al., 2011).

Atherosklerose beschreibt ein Krankheitsbild, bei dem es durch Fehlfunktionen

des Endothels zu Plaque-Bildung und damit einhergehend zu chronischen
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Entziindungen mittlerer und groBer Arterien kommen kann. Arterien und Venen
exprimieren unter physiologischen Bedingungen zwar kaum MK, nach
experimentellem Setzen eines Stents im Tierversuch mit Kaninchen konnte in den
betroffenen Gefdllen jedoch eine deutlich erhohte Expression von MK gemessen
werden. Diese ist wahrscheinlich durch entziindungsbedingt eingewanderte

Makrophagen zu begriinden (NARITA et al., 2008).

Nicht nur Makrophagen, sondern auch andere Entziindungszellen — insbesondere
Leukozyten — spielen bei der Umstrukturierung des GefdB3es nach Atherosklerose
bedingter Verletzung eine wichtige Rolle. Die durch Leukozyten sezernierten
Zytokine fordern hierbei die Verdickung der GefdBwand durch Initialisierung des
Wachstums glatter Muskelzellen und halten die Entziindungsreaktion so weiter
aufrecht (ROSS, 1999). Auch hier zeigt sich, dass Mdk”-Mause vor diesem
Pathomechanismus geschiitzt zu sein scheinen. Horiba et al. konnten beobachten,
dass sowohl die Leukozyten-Rekrutierung als auch der Prozess der
GefiBumstrukturierung bei Mdk”-Mzusen im Vergleich zum WT deutlich
reduziert bzw. kaum nachzuweisen waren (HORIBA et al., 2000).
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Tabelle S: MK bei entziindlichen Erkrankungen

Organ- Erkrankung/
Rolle von MK Literatur
system Modell
Diabetes Typ2- | Eirdert die tubulointerstitielle (KOSUGl et al,
bedingte Entzlindung in Zellinfiltration, 2006; KOSUGT et al,,
Nephropathie 2007)
Niere
Ischdmie- (SATO L 2001
x o ATO et al., ;
Reperfusions- erhéhte MK-Expression im SATO et 2005
ATO et al., 5
schidden Gewebe
(YUKI et al., 2006;
Erhohte MK-Expression im KRZYSTEK-
Gewebe, KORPACKA et al.,
Colitis ulcerosa
erhihte Werte von freiem MK im | 2009 KRZYSTEK-
Blut KORPACKA et al.,
Darm 2016)
Erhohte Werte von freiem MK im (KRZYSTEK-
Blut KORPACKA et al.,
Morbus Crohn 2010; KRZYSTEK-
keine erhohte MK Expression im KORPACKA ct al.,
Gewebe 2016)
Migration inflammatorischer
Rh tisch MARUYAMA et al.,,
Gelenke eumatische Leukozyten, ( eta
Arthritis 2004)
Differenzierung von Osteoklasten
Fordert die Entziindung des
Nerven- Multiple Sklerose Riickenmarks,
(WANG et al., 2008)
system (EAE) unterbindet Ausreifung von CD4-
zu Treg-Zellen
(HORIBA et al.,
Ischémie- Kardioprotektive Wirkung,
) ) 2006;
Reperfusion verringerte Apoptose von
KADOMATSU et al.,
. (Infarktmodell) Kardiomyozyten
Kreislauf- 2014)
system
Restrukturierung der Gefdf3wand, (HORIBA et al.,
Arteriosklerose Infiltration der GefiBwand durch | 2000; NARITA etal.,
entziindliches Infiltrat 2008)
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4. Fragestellung dieser Arbeit

Mit schidtzungsweise 22 pro 100.000 Patienten jahrlich stellt die Myokarditis zwar
kein ausgesprochen héufiges, aber dennoch ein sehr bedeutendes Krankheitsbild
dar, an dem oft junge Menschen erkranken, und fiir das es auBlerhalb klinischer
Studien keine spezifische Therapiemoglichkeit gibt (KINDERMANN et al., 2012;
VOS et al.,, 2015). Zusétzlich erschwert die grole Inhomogenitdt der klinischen
Symptomatik der Erkrankung eine eindeutige Diagnose (HUFNAGEL et al.,
2000; KINDERMANN et al., 2012). Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass
laut D ’Ambrosio et al. tiber 20% der Myokarditis-Patienten eine DCM entwickeln
konnen (D'AMBROSIO et al., 2001), die wiederum eine der Hauptursachen fiir
Herztransplantationen darstellt, wird die Notwendigkeit zur Forschung an

innovativen Therapiemdglichkeiten der Myokarditis deutlich.

Wie zuvor beschrieben und in Tabelle 5 zusammengefasst, gibt es bereits
zahlreiche Studien iiber eine Rolle von MK wihrend entziindlicher Prozesse.
Welche Bedeutung MK wihrend der Pathophysiologie der Myokarditis
zukommen konnte, ist jedoch bisher nicht ausreichend beschrieben worden. Ziel
dieser Arbeit ist es daher, mit Hilfe eines Mausmodells Erkenntnisse iiber die
Bedeutung von MK wihrend der Myokarditis zu erlangen und weiterhin mogliche
Therapieoptionen aus den Folgen einer Inhibition dieses Wachstumsfaktors

abzuleiten.
Daher sollen bei der vorliegenden Arbeit folgende Fragen im Vordergrund stehen:

* Kann die Inhibition von MK durch spezifische Antikdrper im Mausmodell
der EAM zu einer milderen Ausprigung des Phédnotyps wéhrend der

akuten Phase der Erkrankung fiihren?

* Inwiefern wird durch die Blockade von MK das fiir eine Myokarditis
typische zelluldre Infiltrat sowohl quantitativ als auch qualitativ

beeinflusst?

e Hat eine Blockade von MK im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe auch tiber die akute Phase hinaus einen positiven Einfluss
auf die kardiale Gesundheit, indem die Pumpfunktion weniger

beeintrichtigt und die myokardiale Fibrose reduziert wird?



III. Material und Methoden 35

I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Die Tierversuche der vorliegenden Arbeit wurden an Maiausen gemiBl dem
Tierschutzgesetz § 7 - 9 durchgefiihrt und von der Regierung von Oberbayern
genehmigt (AZ: 55.2-1-54-2532-48-2014). Die Behandlungen sowie die
echokardiographischen Untersuchungen und Organentnahmen wurden in den fiir
diese Experimente ausgestatteten und vorgesehenen Réumen im Forschungslabor
B der Klinik und Poliklinik I der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen am

Campus GrofBhadern durchgefiihrt.

1.1. Verwendete Versuchstiere

Alle Versuche wurden mit 8 bis 19 Wochen alten ménnlichen Maiusen des
Stammes BALB/c durchgefiihrt. Die Méause hatten ein durchschnittliches Gewicht
von 21 g bis 26 g und wurden von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) an den
Tierstall der Medizinischen Klinik und Poliklinik I geliefert. Diese Mauslinie
BALB/c wurde 1913 von Halsey J. Bagg geziichtet und darauthin von
verschiedenen Laboren zu einem Inzuchtstamm weitergeziichtet. Die im Jahr
1935 von George Davis Snell in das Jackson Laboratory iiberfiihrten Tiere
bildeten den Ursprung fiir alle heute verwendeten Méuse dieses Stammes. Bei
BALB/c-Méusen ist es neben wenigen anderen Stimmen mdglich, die EAM zu
induzieren, weshalb dieser Stamm u.a. fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit

ausgewdhlt wurde.

1.2. Haltungsbedingungen

Die verwendeten Tiere wurden sieben Tage vor Versuchsbeginn von Charles
River an den Tierstall der Klinik und Poliklinik I des Klinikums GroBhadern
geliefert und dort unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten. In
GruppengroBBen von 2 bis 4 Tieren wurden die Méuse in durchsichtigen, leicht zu
reinigenden und zu desinfizierenden Standardkéfigen vom Typ II long gehalten.

Als FEinstreu wurden entkeimte, staubarme Spédne verwendet. Zweimal
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wochentlich wurden die Kifige von ausgebildetem Fachpersonal gereinigt und
desinfiziert. Als Riickzugsmoglichkeit diente den Méausen pro Kifig jeweils ein
Kunststofthduschen. Steriler Zellstoff wurde als Nistmaterial zur Verfiigung
gestellt, wihrend Holzklotzchen den Tieren als Beschiftigungsmaterial dienten.
Per Lichtprogramm wurden die Tiere bei einer konstanten Raumtemperatur von
23°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 50% auf einen 12h Tag/Nacht-
Rhythmus eingestellt.

2. Material

2.1. Allgemeine Chemikalien, Losungsmittel, Medien und Peptide
Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in hochstem

Reinheitsgrad bezogen. Die Markennamen der Materialien wurden nicht explizit

erwahnt.

ACK Puffer

Aqua ad injectabilia

Aqua dest.

BSA (bovines Serumalbumin)
Endopan 3

Ethanol 96%, vergillt

FACS Lysing Solution

Fibrinogen, human

Fibrinogen, murine

Formaldehyd 4%
Hanks’ Salt Solution
Interleukin-8, human

Isotone Natriumchloridlosung

ThermoFisher, Frankfurt

B. Braun AG Melsungen, Melsungen
Millipore, Billerica, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg

Innovative Research, Inc.,
Peary Ct, USA

Innovative Research, Inc.,
Peary Ct, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom GmbH, Berlin
PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

B. Braun AG Melsungen, Melsungen
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Liberase

Midkine, human

Midkine, murin
Natriumcitratldsung 0,11 mmol/l
PBS (Phosphate Buffered Saline)
Saponin

Sheath-Fluid

Tween
Ziegenserum
2.2. Immunisierung

CFA (Complete Freund’s Adjuvant)

a-MyHC (Herzpeptid)
(Ac-RSLKLMATLFSTYASADR-OH)

2.3. Antikorper
Isotyp Kontrolle Maus
IgG1 (Klon MOPC-21)

Isotyp Kontrolle Maus
IgG2a (Klon MOPC-173)

Isotyp Kontrolle Ratte
IgG1-APC-Cy7 (Klon A110-1)

Isotyp Kontrolle Ratte
IgG2a-AlexaFluor 488 (Klon RTK2758)

Isotyp Kontrolle Ratte
IgG2a-PB (Klon R35-95)

Isotyp Kontrolle Ratte
IgG2a-PE (Klon R35-95)

Isotyp Kontrolle Ratte
[gG2a-Per-CP (R35-95)

Roche, Mannheim

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA
PeproTech Inc., Rocky Hill, USA
Bioanalytic GmbH, Umkirch Freiburg
Biochrom GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim

Beckman Coulter, Fullerton, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Caslo, Lyngby, Dédnemark

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

BD Bioscience, Heidelberg

BioLegend, San Diego, USA

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg
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Isotyp Kontrolle Ratte
IgG2b-PE (Klon A95-1)

Isotyp Kontrolle Ratte
IgG2b-Per-CP (A35-1)

monoklonaler IgG
Kaninchen-anti-Mensch
Myeloperoxidase-Antikorper
(Klon SP72)

monoklonaler IgG1 Maus-anti-humanes
Midkine-Antikorper

monoklonaler IgG1 Ratte-anti-Maus
CD25-Antikorper APC-Cy7 (Klon PC61)

monoklonaler IgG2a Ratte-anti-Maus
CD4-Antikorper PB (RM4-5)

monoklonaler IgG2a Ratte-anti-Maus
CD4-Antikorper Per-CP (Klon RM4-5)

monoklonaler IgG2a Ratte-anti-Maus
CD127-Antikorper AlexaFluor 488
(Klon A7/R34)

monoklonaler IgG2a Ratte-anti-Maus
Foxp3-Antikorper PE (Klon FJK-16s)

monoklonaler IgG2a Ratte-anti-Maus
Neutrophile Elastase/mELA2
(Klon 887105)

monoklonaler IgG2b Ratte-anti-Maus
CD11b-Antikorper PE (Klon M1-70)

monoklonaler IgG2b Ratte-anti-Maus
CD45-Antikorper Per-CP (Klon 30-F11)

monoklonater IgG2b Ratte-anti-Maus
Gr-1-Antikorper PB (Klon RB6-8C5)

polyklonaler IgG Kaninchen-anti-Maus
Histon H3-Antikorper

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

Abcam, Cambridge, UK

Cellmid, Sydney, Australia

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BioLegend, San Diego, USA

eBioscience, Frankfurt

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

BioLegend, San Diego, USA

Abcam, Cambridge, UK
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polyklonaler IgG Ziege-anti-Kaninchen-
AlexaFluor 488 Sekundérantikorper

polyklonaler IgG Ziege-anti-Kaninchen
AlexaFluor 546 Sekundérantikorper

polyklonaler IgG Ziege-anti-Maus
AlexaFluor 488 Sekundérantikdrper

polyklonaler IgG Ziege-anti-Ratte-
AlexaFluor 488 Sekundérantikdrper

24. Pharmaka
Heparin-Na 2500 I

Ketaminhydrochlorid (Ketamin-Inresa 5%)
Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%)

Isofluran CP

2.5. Firbungen

Eosin
Himatoxylin
Hoechst 33342
Masson

Trichrome

2.6. Operationszubehor

Baktolin wash
Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Chirurgisches Operationsbesteck

Abcam, Cambridge, UK

ThermoFisher, Frankfurt

ThermoFisher, Frankfurt

ThermoFisher, Frankfurt

B. Braun AG Melsungen,
Melsungen

Inresa, Freiburg
Bayer, Leverkusen

CP-Pharma, Burgdorf

BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Life Technologies, Eugene, USA
BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

Bode Chemie, Hamburg
Roche, Grenzach-Wyhlen

FMI Fohr Medical Instruments,
Seeheim
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Durapore 1,25 cm x 9,1 m
Kaltlichtlampe/Quelle KL 1500 LCD
Mehrzweckgefa3 mit Schnappdeckel

Microlance 3 Injektionskaniilen
(21G; 25G; 30G)

OP-Mikroskop Stemi 2000-C
Spritzen (1 ml; 2 ml; 5 ml; 10 ml)
Sterilium

Untersuchungshandschuhe

3M Health Care, Neuss
Carl Zeiss, Jena
Greiner Bio-One, Frickenhausen

BD Bioscience, Heidelberg

Carl Zeiss, Jena
B. Braun AG Melsungen, Melsungen
Bode Chemie, Hamburg

Sempercare, Wien, Osterreich

2.7. Materialien fiir Echokardiographie

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Durapore 1,25 cm x 9,1 m

Roche, Grenzach-Wyhlen

3M Health Care, Neuss

EKG Elektroden Gel C+V Pharma-Depot, Versmold
Haarentfernungscreme Veet, Heidelberg

Ultraschall Gel C+V Pharma Depot, Versmold
Wattestabchen ISANA Rossmann, Burgwedel
2.8. Gerite und sonstige Materialien

Autoklav Varioklav Dampfsterilisation

BD Falcon Cell Strainer (40pum; 70pum)

Dampfkochtopf Silit Sicomatic t-plus
BD Falcon tubes (15ml; 50ml)

Deckgléser (Stirke 1; 24x50mm)

Discofix®-3 Dreiwegehédhne

Eppendorf Cups (1,5ml; 2ml)

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
BD Bioscience, Heidelberg

WMF, Geislingen

BD Bioscience, Heidelberg

Engelbrecht Medizin und
Labortechnik

B. Braun AG Melsungen, Melsungen

Eppendorf, Hamburg
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FACS (Analysegerit) Gallios
FACS Rohrchen (5 ml)
Feinwaage CP64-0CE
Fluorescence Mounting Medium
Heizriihrer Ikamag RCT
Kamera AxioCam MRm
Kamera Olympus DP 72
Kiihl-/Gefrierschrank
Microscale Protein Labeling Kit
Mikroskop Imager.M2

Mikroskop Leica TCS SP8 X

Mikroskop Olympus BX 41

Mikrotom Microm HM 315

Mikrotom-Klingen S35 Type

Objekttrager (76 x 26 x 1 mm)

Petrischalen Steriplan
Pipetten (2,5/10/20/200/1000 pl)
Pipettenspitzen

Paraffin (Spezialparaffin Histologie)

Paraffin-Einbettsystem (TES 99)
Vevo®2100 (Ultraschallgerét)
Vortex-Genie 2

Waage Scout Pro

Xylol

Beckman Coulter, Fullerton, USA
Sarstedt, Niimbrecht

Sartorius AG, Gottingen

DAKO, Carpinteria, USA

IKA, Staufen

Carl Zeiss, Jena

Olympus, Center Valley, USA
Liebherr, Ochsenhausen
ThermoFisher, Frankfurt

Carl Zeiss, Jena

Leica Microsystems CMS GmbH,
Mannheim

Olympus, Center Valley, USA

Microm International GmbH,
Walldorf

Feather, Osaka, Japan

Engelbrecht Medizin und
Labortechnik GmbH, Edermiinde

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach

Medite GmbH, Burgdorf

Toronto, Kanada

Scientific Industries, Bohemia, USA
Ohaus, Gieflen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Zentrifuge EBA 12R

Zentrifuge Multifuge 3 L-R

2.9. Software

Affinity Designer
AxioVision SE64
FlowJo V10

SPSS Statistics 21

Visiopharm Integrator System

Hettich, Bach, Schweiz

Heraeus Holding, Hanau

Serif Europe Ltd., Nottingham, UK
Carl Zeiss, Jena

Trestar, Ashland, USA

IBM, Chicago, USA

Visiopharm, Hoersholm, Déanemark
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3. Methoden

3.1. Versuchsaufbau

Die Induktion der Myokarditis bei entsprechend empfanglichen BALB/c-Méausen
erfolgte mittels des herzeigenen Mauspeptids a Myosin Heavy Chain (oMyHC);
(Ac-RSLKLMATLFSTYASADR-OH) und des starken T-Zell-Aktivators
Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Die Immunisierung durch aoMyHC und CFA
wurde an den Tagen 0 und 7 des Versuchs durch subkutane (s.c.) Injektion
durchgefiihrt, worauthin die Tiere bis Tag 21 eine akute Myokarditis
entwickelten. Im weiteren Verlauf ging diese bis Tag 63 in eine chronische Phase

iiber (Abb. 2).

Die Applikation der anti-Midkine-Antikérper (anti-MK) sowie der
entsprechenden Isotyp-Kontrollantikorper erfolgte zweimal wochentlich von Tag

0 bis Tag 21 durch intraperitoneale (ip) Injektion.

~ anti-MK
—
£ _/;' -_91_ akut ‘ chronisch
P4 /4
Tag0  Tag?7 Tag 21 Tag 63

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Myokarditis-Induktion

Immunisierung der Tiere an Tag 0 und Tag 7. Applikation von anti-MK zweimal
wochentlich bis Tag 21 (Hohepunkt der Inflammation). Das chronische Stadium
der Erkrankung wird an Tag 63 untersucht.

Um die Leukozyteninfiltration mittels Histologie und durchflusszytometrischer
Analyse (FACS) messen zu konnen, wurden die Tiere an Tag 21 schmerzfrei

durch Genickbruch getdtet und deren Herzen anschlieBend entnommen.

Die in den chronischen Verlauf des Versuchsmodells eingeschlossenen Tiere
wurden mit Hilfe eines speziellen Kleintierechokardiographs an Tag 63
untersucht. Danach wurden die Tiere schmerzfrei durch Genickbruch getétet, die

Herzen ebenfalls entnommen und histologisch aufgearbeitet.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Studiendesigns

BALB/c-Méuse wurden an Tag 0 und Tag 7 immunisiert und zweimal
wochentlich bis Tag 21 mit einem spezifischen anti-MK-Antikorper (anti-MK)
behandelt. Als Kontrolle galten entweder unbehandelte oder mit entsprechendem
Isotyp-Kontrollantikdrper behandelte Tiere. Sham-Kontrollen wurden lediglich
mit CFA und nicht mit aoMyHC immunisiert. Um die akute Entziindungsreaktion
des Herzgewebes beurteilen zu kdnnen, wurden die Tiere an Tag 21 geopfert. Die
kardiale Funktion und Fibrose wurde an Tag 63 analysiert.

3.2. Mausmodell

Fiir die vorliegende Arbeit wurde bei den Tieren eine Myokarditis mittels des
herzeigenen Mauspeptids aMyHC und CFA induziert. Das Mausmodell der EAM
ist ein international gut etabliertes Modell, das schon seit vielen Jahren von
verschiedenen Forschergruppen genutzt wird, um die Pathophysiologie der
Myokarditis besser verstehen zu konnen. Bei dieser Fragestellung spielt der
gesamte Organismus eine iibergeordnete Rolle, weshalb Versuche in vitro keine

ausreichende Alternative fiir die Versuchsplanung darstellen.

Die Immunisierung der Tiere erfolgt bei 8 - 10 Wochen alten Tieren. Hierfiir wird
1,6 mg des Herzpeptids aMyHC sorgfiltig in 1,0 ml CFA geldst und in eine 2 ml
Spritze aufgezogen. Uber eine zweite Spritze mit einer 4dquivalenten Menge PBS
und einem Dreiwegehahn konnten nun alle drei Substanzen moglichst ohne

Lufteinschluss sorgfiltig miteinander vermischt werden.
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Dieses Gemisch wurde darauthin den Méusen gewichtsadaptiert an Tag 0 und Tag
7 des Versuchs mit einer Konzentration von 10 ul/g Korpergewicht streng
subkutan in die Kniefalte injiziert. Die Immunisierung der Sham-Kontrolltiere
erfolgte analog, um einen Phédnotyp allein durch Applikation von CFA

auszuschlieBen.

3.2.1. Komplikationen

Beim vorliegenden Versuchsaufbau kam es duflert selten zu Komplikationen. Eine
versehentliche intraperitoneale Injektion des Gemischs zur Immunisierung fiihrt
zu starken Verklebungen der injektionsnahen Organe der Bauchhdhle. In die
statistische ~Analyse wurden nur Tiere einbezogen, bei denen der

Immunisierungsprozess ohne Komplikationen verlief.

3.2.2.  Antikorperbehandlung
Die Applikation der anti-MK-Antikorper (anti-MK) sowie der entsprechenden
Kontrollantikorper erfolgte gewichtsadaptiert zweimal wochentlich (10 pg/g
Korpergewicht ip) von Tag 0 bis Tag 21 des Versuchs. Dabei wurden die MK-
blockierenden Antikorper groBziigiger Weise von CELLMID (Sydney,
Australien) zur Verfligung gestellt.

3.3. Histologie

Die Maéause wurden fiir die histologischen Analysen durch Genickbruch
schmerzfrei getotet, der Thorax erdffnet und das Herz nach Trennung der Gefile
vorsichtig entnommen. Nach sorgfiltiger, retrograder Spiilung mit ca. 10 ml
Natriumchloridlosung wurden die Herzen in 4%igem Paraformaldehyd (PFA)
fixiert. Um das reine Herzgewicht bestimmen zu kénnen, wurden 24 Stunden bis
maximal 48 Stunden nach der Fixierung nicht unmittelbar zum Herzen gehorige
Gewebereste, wie beispielsweise Lungengewebe oder der Herzbeutel, entfernt.
AnschlieBend wurden die Herzen zur Entwésserung des Gewebes in 70%igem
Ethanol eingelegt. Darauthin konnten die Herzen im néchsten Schritt in Paraffin
eingebettet und nach Abkiihlen mit Hilfe eines Mikrotoms 4 pm dicke Schnitte

angefertigt werden. AbschlieBend wurden die Proben auf einen Objekttrager
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aufgenommen und iiber Nacht bei 37°C getrocknet, bevor sie gefirbt werden

konnten.

Die Anfertigung und Auswertung der histologischen Priparate wurde in
Kooperationen mit dem Institut fiir Tierpathologie in Miinchen unter der Leitung
von Herrn Dr. Andreas Parzefall sowie mit dem Zentrum fiir Molekulare
Kardiologie (Universitit Ziirich) unter der Leitung von Prof. Dr. Urs Eriksson,

durchgefiihrt.

3.3.1.  Firbungen

3.3.1.1. Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hématoxylin-Eosin (H&E) Férbung ist die am weitesten verbreitete
histologische Féarbemethode. Himatoxylin wird aus dem Blauholzbaum gewonnen
und mittels Oxidation zu Hé&@malaun weiterverarbeitet. Hédmalaun hat die
Eigenschaft, basische Strukturen wie insbesondere das Chromatin der Zellkerne
blau zu firben. Der Farbstoff Eosin ermoglicht die Differenzierung von
Zytoplasma bis hin zu Bindegewebe und verschiedenen Zelltypen durch das
Anfiarben dieser Strukturen in unterschiedlichen Rosa- bis Orangetonen

(BANCROFT und LAYTON, 2013).

3.3.1.2. Immunhistochemie (IHC)

Die IHC ist eine histologische Farbemethode der Medizin und Biologie, mit deren
Hilfe es moglich ist, gewiinschte Antigene wie beispielsweise Proteine oder
andere Zellstrukturen durch markierte Antikdrper sowohl auf der Zelloberfldche
als auch intrazelluldr sichtbar zu machen. Durch Markierung der Antikorper
mittels spezieller Fluoreszenzfarbstoffe kann die Immunfluoreszenz an einem

entsprechenden Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden.

3.3.1.3. Masson-Trichrom-Firbung
Die Trichrom-Férbung nach Masson ist eine histologische Methode zur

Darstellung von Bindegewebsstrukturen. Wéhrend Keratin des Muskelgewebes
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typischerweise kréftig rot erscheint, werden Kollagen und Knochen in

unterschiedlichen Blautdnen sichtbar.

3.3.2.  Bestimmung des Leukozyteninfiltrationsgrades

Der Grad der Infiltration durch inflammatorische Zellen in das Herz an Tag 21
wurde mittels eines semiquantitativen Analyseverfahrens — dem sogenannten
EAM-Score — bestimmt. Die Analyse der verblindeten Proben wurde von unseren
Kooperationspartnern aus dem Institut fiir Molekulare Kardiologie der Universitét
Zirich vorgenommen. Hierfiir wurden pro Herz je 4 bis 6 H&E-gefirbte
Querschnitte lichtmikroskopisch untersucht und der Grad der Infiltration bestimmt
(0: keine Infiltration; 1: kleine Bereiche mit inflammatorischen Zellen zwischen
Kardiomyozyten; 2: mehrere Bereiche mit >100 inflammatorischer Zellen
zwischen Kardiomyozyten; 3: >10% des Herzens von inflammatorischen Zellen
infiltriert; 4: >30% des Herzens von inflammatorischen Zellen infiltriert

(ERIKSSON et al., 2003a; MARTY et al., 2006).

3.3.3.  Bestimmung muriner NET-positiver PMN in vitro

Um den moglichen Einfluss von MK auf die NET-Formation zu untersuchen,
wurden murine PMN isoliert und in vitro sowohl mit immobilisiertem MK also
auch mit I6slichem MK (msMK) stimuliert. Murine PMN werden aus dem
Knochenmark (KM) von Femur, Tibia und Humerus gewonnen. Hierfiir wurden
die entsprechenden Knochen zunéchst pripariert und die Gelenkfldchen mit einem
Skalpell abgetrennt. Anschlieend wurde das KM mit Hilfe einer Spritze und PBS
sorgfiltig aus dem Knochen iiber ein 70 pm Zell-Sieb in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen gespiilt. Wihrend die isolierten Zellen bei 300 g fir 10 min
zentrifugiert wurden, konnten die Percoll-Gradienten aus 4 ml 72%igem, 3 ml
64%igem und 3 ml 52%igem murinem Percoll in einem 15 ml Rd&hrchen
hergestellt werden. Fiir die erfolgreiche Isolierung der Zellen war es wichtig, klare
Abgrenzungen zwischen den verschiedenen Gradienten zu erkennen. Nach
abgeschlossenem Zentrifugieren der KM-Zellen wurde der Uberstand abgekippt
und das Pellet in 2 ml PBS gelost. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
vorsichtig auf die hergestellten Gradienten gegeben und fiir 30 min bei 4°C und

1000 g zentrifugiert. Aufgrund der spezifischen Dichte muriner PMN konnten
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diese nach dem Zentrifugieren zwischen der 72%igen und der 64%igen Percoll-
Phase entnommen werden. Um eine Differenzierung der unreifen Zellen des KM
zu PMN zu bewirken, wurden die Zellen im Anschluss iiber Nacht bei 37°C und
5% CO, mit Interleukin-6 (IL-6) stimuliert.

Wiéhrenddessen wurden [Ibidi 8 well slides nach folgendem Schema bei 4°C
ebenfalls liber Nacht beschichtet.

mFibrinogen
mFibrinogen mMK 100pg/ml
100pg/ml 20pg/ml + msMK
- 20ug/ml
o
S
mFibrinogen
mFibrinogen mMK 100pg/ml
100pg/ml 20pg/ml + msMK
20ug/ml

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Beschichtung der Ibidi 8 well
slides und Stimulation muriner PMN

Mit murinem Fibrinogen (mFibrinogen) und murinem MK (mMK) wurden die
Kammern tiber Nacht bei 4°C beschichtet. Losliches murines MK (msMK) diente
erst am folgenden Tag als Stimulus.

Nach abgeschlossener Beschichtung wurden murine PMN zunéchst gezéhlt und
anschlieend in Adhisionsmedium (500 pul BSA 10%; 400 ul HEPES-Puffer; 200
ul Glukoselosung 10%; 200 pl Ca*/Mg*" und 18,7 ml Hanks’ Puffer)
aufgenommen. Auf beschichtete und sorgfiltig mit PBS gewaschene Ibidi § well
slides konnten nun je Kammer 3 x 10° murine PMN gegeben werden. Da
untersucht werden sollte, inwiefern sich die Beschichtung mit mMK und die
Stimulation mit msMK unterscheiden, wurde msMK zusammen mit murinen
PMN in den entsprechenden Kammern inkubiert. Nach Stimulation iiber 16 h
wurden die Zellen im Uberstand vorsichtig abgenommen und die adhirenten
PMN mit 4% PFA fiir 5 min fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen
zunichst mit PBS/Tween 0,1% dreimal je 5 min gewaschen und im Anschluss mit
200ul pro Kammer Blocklosung (PBS; Ziegenserum 10%; BSA 1%) fiir 60 min

bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Im néchsten Schritt wurde anti-



III. Material und Methoden 49

Histon-H3-Primédrantikérper und anti-neutrophile Elastase-Antikorper je 1:200 in
Blocklosung verdiinnt und in einem Volumen von 200 pl pro Kammer 60 min in
Dunkelheit mit fixierten PMN inkubiert. Nicht-gebundene Antikérper wurden
durch anschlieflendes erneutes Waschen mit PBS/Tween 0,1% entfernt. Nun
wurde Alexa Fluor 546-markierter goat-anti-rabbit-Sekundirantikorper und
Alexa Fluor 488-markierter goat-anti-rat-Sekundirantikorper jeweils 1:200 in
PBS/BSA 1% gelost und zur Fiarbung in einem Volumen von 200 pl pro Kammer
45 min mit den Primédrantikdrpern inkubiert. Parallel zur Inkubation mit
Sekundérantikdrpern erfolgte die Zellkernfarbung durch Hoechst mit der
Konzentration 1:1000. In einem abschlieBenden Waschgang mit PBS/Tween 0,1%
wurden die Proben von nicht-gebundenem Sekundirantikorper befreit und mit
DAKO Fourescence Mounting Medium und Deckglidschen versiegelt. Nach
Aushirten des Mediums bei 4°C wurden die Priparate mit Hilfe eines geeigneten

Fluoreszenzmikroskops untersucht.

3.3.4. Bestimmung humaner NET-positiver PMN in vitro

Analog zu 3.3.3. sollte durch einen in vitro-Versuch gepriift werden, ob die
Anwesenheit von MK auch im menschlichen Organismus die Fahigkeit der NET-
Formation durch PMN beeinflussen konnte. Zundchst wurden einem freiwilligen
Probanden zur Isolierung humaner PMN 60 ml Blut abgenommen. Um eine
Koagulation bereits wihrend des Abnehmens zu verhindern, wurden in 20 ml
Spritzen jeweils 2 ml Natriumcitratlosung 0,11 mol/l vorgelegt. Im néchsten
Schritt wurde das gewonnene Vollblut in 10 ml Rohrchen iiberfithrt und
anschlieBend 60 min bei Raumtemperatur belassen. Wéhrend dieser
Sedimentationsphase wurde ein Percoll-Gradient aus 4 ml 74%igem und 3 ml
55%igem humanem Percoll hergestellt. Fiir eine reine Zellpopulation aus PMN ist
es wichtig, dass eine klare Trennlinie zwischen den Percoll-Gradienten zu
erkennen ist. Der sich durch Sedimentation gebildete Uberstand konnte nun
abgenommen und vorsichtig auf den Gradienten pipettiert werden. AnschlieBend
wurde die Probe bei 2200 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Aufgrund der fiir humane
PMN spezifischen Dichte war, dhnlich wie zuvor bei murinen PMN beschrieben,
eine klar abgegrenzte Zellschicht zwischen den Gradienten zu erkennen. Die so
isolierten PMN wurden sorgfiltig mit einer Pipette entnommen, mit PBS

gewaschen, gezihlt und in 1 ml Adhdsionsmedium (siehe 3.3.3.) geldst.
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Zur Untersuchung der NET-Formation wurden /bidi 8 well slides vorbereitet und

iiber Nacht bei 4°C wie folgt beschichtet:

hFibrinogen
hFibrinogen|| 100pg/ml hMK IL-8
100pg/ml + hsMK 20ug/ml 10pg/ml
- 20ug/ml
=
=
hFibrinogen
hFibrinogen|| 100pg/ml hMK IL-8
100pg/ml + hsMK 20ug/ml 10pg/ml
20ug/ml

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Beschichtung der Ibidi 8 well
slides und Stimulation humaner PMN

Beschichtung der Kammern mit humanem Fibrinogen (hFibrinogen), humanem
MK (hMK) und Interleukin-8 (IL-8) iiber Nacht bei 4°C. Losliches humanes MK
(hsMK) diente erst am folgenden Tag als Stimulus.

Nach Beschichtung der Kammern iiber Nacht mit unterschiedlichen Stimuli
wurden diese sorgfiltig mit PBS gewaschen und im Anschluss darauf pro
Kammer 3 x 10’ frisch isolierte PMN gegeben. Um einen moglichen Unterschied
des Stimulus von immobilisiertem humanem MK (hMK) und 16slichem humanem
MK (hsMK) in Bezug auf die NET-Formation zu untersuchen, wurde hsMK erst
nach abgeschlossener Beschichtung zeitgleich mit isolierten PMN in die
entsprechenden Kammern gegeben. Nach 90 min wurde der Uberstand mit nicht
adhérenten Zellen vorsichtig abgenommen und die in den Kammern
verbleibenden PMN mit 4% PFA {iber 5 min fixiert. AnschlieBend wurden die
Proben sorgfiltig dreimal 5 min mit PBS/Tween 0,1% gewaschen. Im néchsten
Schritt wurde in jede Kammer je 200 pl Blocklosung (PBS; Ziegenserum 10%;
BSA 1%) gegeben und 60 min bei Dunkelheit inkubiert. Zuvor 1:200 verdiinnter
anti-MPO-Primérantikdrper konnte nun gelost in jeweils 200 pl Blockldsung in
den Kammern fiir weitere 60 min bei Dunkelheit mit adhdrenten PMN inkubiert
werden. Um nicht-gebundene Antikorper zu entfernen, folgte erneut drei mal 5
min sorgfiltiges Waschen mit PBS/Tween 0,1%. Daraufhin wurden die Proben
mit entsprechendem in PBS/BSA 1% gelostem, 1:200 verdiinntem Alexa Fluor

488-markiertem goat-anti-mouse-Sekundédrantikorper iiber 45 min gefarbt. Die
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Zellkernfarbung erfolgte wie zuvor beschrieben durch Hoechst in einer
Konzentration von 1:1000. AbschlieBend wurden die Kammern erneut mit
PBS/Tween 0,1% gewaschen und mit DAKO Flourescence Mounting Medium

und Deckglischen versiegelt.

Nach Trocknen des Mediums bei 4°C iiber Nacht konnten die Préparate mit Hilfe

eines Fluoreszenzmikroskops untersucht werden.

3.3.5. Bestimmung der myokardialen Fibrose

An Tag 63 des vorliegenden Versuchsmodells wurden die Versuchstiere
schmerzlos durch Genickbruch getotet und deren Herzen entnommen, um den
Grad der myokardialen Fibrose wihrend des chronischen Stadiums der
Herzmuskelentziindung bestimmen zu konnen. Hierfiir wurden jeweils 4 bis 6
Querschnitte der Masson-Trichrom-gefarbten Herzen lichtmikroskopisch
untersucht und mittels Morphometrie und dem Programm Visiopharm der relative
Volumenanteil von fibrotischem Myokard berechnet. Zwei Punkteraster, die
visuell liber die histologischen Priparate gelegt wurden, dienten als Grundlage der
Kalkulation (Abb. 4): ein grobes Raster zur Bestimmung des Anteils von
Herzmuskelgewebe im gesamten Herzen (Vwyokaramerz) Und ein feines Raster zur
Bestimmung des Anteils von fibrotischem Gewebe im Myokard (VFibrose/Myokard)-
Das grobe Raster umfasste hierbei 64 Kreuze pro Bildausschnitt. Kreuze, die
beispielsweise auf Perikard oder in groBlumigen Gefdlen zu liegen kamen,
wurden hierbei nicht als Myokardanteil gezdhlt. Das feine Raster umfasste 900
Kreuze pro Bildausschnitt. Physiologisches Bindegewebe, wie es beispielsweise
um GefdBe oder an den Herzklappen auftritt, wurde hierbei nicht als Fibrose
gewertet. Mit Hilfe des Programms Visiopharm wurden zunichst alle
vorhandenen Herzscheiben der entsprechenden Priparate eingegrenzt, um
anschlieBend durch ein automatisches und randomisiertes Verfahren 50% der
insgesamt erfassten Fliche zu analysieren. Daraus ergaben sich pro Herz in etwa
35 bis 40 Bildausschnitte (Abb. 6). Aus der Analyse jedes einzelnen
Bildausschnittes ergab sich dadurch eine Gesamtzahl an Kreuzen fiir Myokard
und Fibrose. Da sich das grobe und das kleine Muster in der Anzahl der Kreuze
unterscheiden, musste fiir die Bestimmung des prozentualen Anteils der Faktor

900/64 beriicksichtigt werden.
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Der so berechnete prozentuale Anteil von Fibrose an Myokard wurde weiterhin in

einen semiquantitativen Score zum Grad der Fibrose tibertragen (0: 0-1% Fibrose;
1: 1 - 2% Fibrose; 2: 2 - 3% Fibrose; 3: 3 - 4% Fibrose; 4: 4 - 5% Fibrose; 5: >5%
Fibrose).
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Abbildung 6: Reprisentatives Beispiel eines Bildausschnittes zur Messung
der myokardialen Fibrose

Schwarze, groflere Kreuze (64/Bildausschnitt) dienten der Bestimmung des Anteils von
Myokard an Herzgewebe. Griine, kleine Kreuze (900/Bildausschnitt) dienten der
Beurteilung des fibrotischen Muskelgewebes im Myokard.

34. Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS)

3.4.1. Prinzip der FACS-Analyse

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Moglichkeit, eine qualitative
und quantitative Analyse von unterschiedlichsten Zelltypen und Subpopulationen
anhand extrazelluldrer und intrazelluldrer Strukturen automatisiert durchfithren zu

konnen. Hierfiir werden die spezifischen Oberflichenmolekiile und intrazelluldren
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Proteine der Zellen mittels Fluorochrom-konjugierter monoklonaler Antikdrper
markiert und so fiir die Analyse sichtbar gemacht. Die Zellsuspension der
Probelosung wird aus einem Glasrohrchen in eine Stahlkapillare gesaugt und
darauthin im Mikrokanal einer Quarz- oder Glas-Kiivette von einer zellfreien
Tréagerfliissigkeit umgeben. Durch starke Beschleunigung von Zellsuspension und
Tragerfliissigkeit beim FEintritt in die Messkammer, liegen die Zellen
hintereinander wie an einer Perlenkette aufgereiht vor und konnen so einzeln
nacheinander von einem monochromatischen Laserstrahl der Wellenldnge 488 nm
erfasst werden. Diesen Vorgang bezeichnet man als hydrodynamische
Fokussierung (Abb. 7). Die GroBe der erfassten Zellen kann nun mit dem
Vorwirtsstreulicht (FSC = Forward Scatter), die Granularitit mit dem
Seitwirtsstreulicht (SSC = Sideward Scatter) ermittelt werden. Die durch den
Laser angeregten Elektronen der Fluorochrome fallen im Anschluss an die
Anregung wieder in ihren urspriinglichen Zustand zuriick und emittieren dabei
Licht in einer spezifischen Wellenldnge. Dieses Fluoreszenzlicht wird je nach
technischer Ausstattung des entsprechenden Gerétes in verschiedene Intensitdten
(z.B. FL1 — FL9) eingeteilt und nach elektronischer Verstirkung durch
Photomultiplier und Photodetektoren erfasst (Abb. 8). Nun ist es moglich, durch
GroBe, Granularitit und Emission die Qualitit und die Quantitdt der Zellen in der

Probeldsung entsprechend zu bestimmen.

Tragerfliissigkeit

Probe

Flussgeschwindigkeit

Laser 488 nm 5 &

Abbildung 7: Schematische Darstellung der hydrodynamischen Fokussierung

Die Probe wird mit der Tragerfliissigkeit durch die Verjiingung so weit
beschleunigt, dass der Laser die einzelnen Zellen erfassen kann.
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[]

Laser 488 nm

Abbildung 8: Schematische Darstellung der durchflusszytometrischen
Analyse modifiziert nach (SACK et al., 2007)

Der Laser regt in der Messkiivette die an Zellen gebundenen Fluorochrome an.
Das darauthin emittierte Licht wird abhidngig von der Wellenldnge erfasst und
iiber den Signalwandler als Bild auf den Monitor tibertragen.

3.4.1.1. MK-Blockade in vitro

Fir diesen Versuch wurden aus der Nabelschnur isolierte humane vendse
Umbilikalvenenendothelzellen (HUVEC) bei 37°C und 5% CO;, mit Endopan 3
Medium in einem Brutschrank kultiviert. Nach mehreren Passagen wurden die
Zellen gezihlt und jeweils 1 x 10° Endothelzellen in 96-well Platten mit anti-MK
oder entsprechendem Isotyp IgGl Kontrollantikorper 20 Minuten bei

Raumtemperatur dunkel inkubiert.

Reines humanes MK wurde, wie im Protokoll des Microscale Protein Labeling
Kit (ThermoFisher, A3006) vorgeschrieben, markiert. Hierfiir sollte das Protein in
einer Konzentration von 1 mg/ml in Natriumchloridldsung vorliegen. Die Férbung
eines Proteins mit Alexa Fluor 488 ist abhiingig von dessen molarer Masse (MM)
und dem fiir diese Masse optimalen Grad der Alexa Fluor 488-Markierung. Beide
Parameter bilden die sogenannte protein molar ratio (MR). Mit folgendem Term

kann nun die bendtigte Menge von Alexa Fluor 488-Stammlosung berechnet
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werden.

[(ug Protein/Protein MM)x1.000]xMR
11,3

= ul Alexa Fluor 488

Hierbei entspricht ug Protein der zu markierenden eingesetzten Masse an Protein,
Protein MM der molaren Masse des eingesetzten Proteins in Dalton (Da). Die MR
des eingesetzten Proteins kann mit einer im Protokoll des Microscale Protein
Labeling Kit enthaltenen Vergleichstabelle ermittelt werden. Fiir die Markierung
von 50 pg MK mit dem Fluorochrom Alexa Fluor 488 gilt demnach folgender

Term:

[(50/13.000)%x1.000]x5
11,3

= 1,70ul Alexa Fluor488

Das in Natriumchlorid geloste MK (50 pg in 50 pl) wurde nun mit 5 pl
Natriumbikarbonatldsung sorgfiltig gemischt und mit dem zuvor errechneten
Volumen der Alexa Fluor 488 Stammldsung 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zentrifugieren konnte nun das Alexa Fluor 488-markierte MK
mit Hilfe eines speziellen Filtergels von ungebundenem Alexa Fluor 488 getrennt

werden.

Die zuvor mit anti-MK, respektive entsprechendem Isotyp IgGl
Kontrollantikorper inkubierten HUVECs wurden im néchsten Schritt mit Alexa
Fluor 488-markiertem MK fiir weitere 20 Minuten bei 37°C und Dunkelheit
inkubiert, um anschlieBend in 1 ml Eppendorf-Cups iiberfiihrt zu werden. Um
nicht-gebundenes MK aus der Probe zu waschen, wurden die Cups mit PBS
aufgefiillt und bei 2000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das entstandene Pellet in PBs mit 1% BSA resuspendiert und

unverziiglich mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.4.1.2. Messung inflammatorischer Zellen in den Herzen

An Tag 21 des Versuchsmodells wurden die Tiere schmerzfrei durch Genickbruch
getotet, der Thorax erdffnet und die Herzen nach vorsichtiger Trennung der
GefdBBe entnommen. Um so viel Blut wie moglich aus dem GefdaBBsystem der
Herzen entfernen zu kdnnen, wurden die Herzen anschlieBend retrograd mit ca. 10

ml physiologischer Natriumchloridlosung gespiilt. Die Analyse des Herzgewebes
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mittels Durchflusszytometrie stellt eine besondere Herausforderung dar, da
Kardiomyozyten eine enge Verbindung untereinander und mit dem umliegenden
Gewebe eingehen. Dies macht es schwierig, eine geeignete Suspension aus
einzelnen Zellen zu generieren. Die Herzen wurden daher zunichst sorgfaltig von
nicht dem Herzen zuzuordnendem Gewebe gesdubert, mit einem Skalpell so klein
wie moglich zerschnitten und darauthin ca. 45 min bei 37°C mit Liberase 0,1%
inkubiert. Die Suspension mit den so verdauten Herzen wurde im nichsten Schritt
durch sorgfiltiges Auf- und Abpipettieren weiter zerkleinert und im Anschluss
durch ein 70 um Zellsieb und ein 40 pm Zellsieb in 15 ml Roéhrchen gefiltert.
Durch das Filtern sollte erreicht werden, dass groe Kardiomyozyten aussortiert
werden und so in der spiteren FACS-Analyse keine Probleme bereiten wiirden.
Die erhaltene Einzelzellsuspension wurde nun mit PBS bis auf 12 ml aufgefiillt
und 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgekippt, das verbliebene Zellpellet erneut in PBS resuspendiert und die Losung
in die einzelnen Cups fiir die Antikdrperfarbung iiberfiihrt. Die Zellen wurden nun
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit FITC-konjugiertem anti-CD11b, PE-
konjugiertem anti-Gr-1, PerCP-konjugiertem anti-CD45 und PB-konjugiertem
anti-CD4-Antikorper inkubiert. Passende Isotyp-Kontrollantikdrper dienten als
Kontrolle. Im letzten Schritt wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen, in
PBS mit 1% BSA resuspendiert und unverziiglich mittels Durchflusszytometrie

analysiert.

3.4.1.3. Messung von T-regulatorischen Zellen in der Milz

Um aus der Milz eine Einzelzellsuspension vorzubereiten, wurden diese zunédchst
mit einem Skalpell angeschnitten und mit dem Stempel einer Spritze durch ein
zuvor mit PBS angefeuchtetes 40 um Zellsieb gepresst. Erythrozyten wurden
lysiert, indem die erhaltenen Zellsuspensionen zunidchst mit Ammonium-Chlorid-
Kalium (ACK)-Puffer fiir 2 Minuten inkubiert, mit PBS aufgefiillt, 5 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert und das so entstandene Zellpellet im Anschluss in PBS
resuspendiert wurde. Die so isolierten Zellen wurden gezdhlt, fiir die
Antikorperfarbung in entsprechende Cups verteilt und mit PerCP-konjugiertem
anti-CD4-Antikorper und PE-konjugiertem anti-FoxP3-Antikoper inkubiert.
Passende Isotyp-Antikdrper dienten als Kontrolle fiir die Versuche. Nach

beendeter Inkubation wurden die Zellen gewaschen, in PBS mit 1% BSA
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resuspendiert und im direkten Anschluss mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.5. Echokardiographie

3.5.1.  Prinzip der Echographie

Die Sonographie ist ein bildgebendes, nicht-invasives diagnostisches Mittel der
inneren Medizin. Durch die Untersuchung kénnen im lebenden Organismus u.a.
die Lage und Funktion der untersuchten Organe beurteilt werden. Hierfiir sendet
ein Schallkopf flir das menschliche Gehdr nicht wahrnehmbare Schallwellen mit
Frequenzen von 20 kHz bis 1 GHz in das entsprechende Gewebe aus. Fiir die
Schallausbreitung ist der Widerstand eines Materials (Impedanz) von
entscheidender Bedeutung. Durch die unterschiedlichen Impedanzen
verschiedener oder inhomogener Materialien beziehungsweise Gewebearten wird
der Schall an deren Grenzflichen unterschiedlich stark reflektiert. Da die
Impedanz zwischen Luft und Hautoberfldche besonders stark ausgeprigt ist, muss
mittels eines wasserhaltigen Gels eine direkte Verbindung zwischen dem
Schallkopf und der zu untersuchenden Oberfldche hergestellt werden. So werden
Lufteinschliisse zwischen Ultraschallkopf und Gewebe vermieden. Die
ausgesendeten Schallwellen werden vom Gewebe reflektiert und daraufthin
wiederum vom Ultraschallkopf empfangen. Je mehr Zeit zwischen Senden und
Empfangen des Signals am Schallkopf vergeht, desto weiter ist die reflektierende
Struktur von der Sonde entfernt. Die Stirke der Reflexion wird auf dem Monitor
des Gerites liber Graustufen dargestellt. Je heller die Struktur zu sehen ist, desto

stirker ist deren Schallreflexion (Echogenitit) ausgepragt.

3.5.2.  Vorbereitung und Durchfiihrung der Untersuchung

Die fiir diese Arbeit vorliegenden echokardiographischen Untersuchungen wurden
mit dem speziellen Kleintierechokardiograph Vevo 2100 durchgefiihrt. Nach
Induktion der EAM durch Immunisierung und der Behandlung der Tiere mit anti-
MK oder entsprechenden Kontrollantikérpern bis Tag 21, wurde der Thorax der
Miuse an Tag 63 des Versuchs mit einer Haarentfernungscreme zunéchst
groBziigig enthaart. Hierfiir wurde eine etwa erbsengrof3e Menge der Creme im

entsprechenden Bereich mit einem Wattestdbchen vorsichtig verteilt und nach
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ungefdhr zwei Minuten Einwirkzeit zusammen mit den geldsten Haaren sorgfaltig

entfernt.

Die Untersuchung erfolgte unter Inhalationsnarkose durch Isofluran. Nach
Anflutung der Narkose (3% Isofluran) in einer speziellen Box wurden die Tiere
riicklinks auf eine Wérmeplatte positioniert und mit Klebestreifen fixiert. Um die
Augen vor Austrocknung zu schiitzen, wurde Augensalbe aufgetragen. Die
Aufrechterhaltung der Narkose (2% Isofluran) wurde im Folgenden bis zum Ende
des Versuchs {iiber eine Inhalationsmaske sichergestellt. Durch spezielle
Elektroden auf der Wairmeplatte konnte iiber Elektrodengel wihrend der
Sonographie ein Elektrokardiogramm (EKG) abgeleitet werden. Auerdem wurde
die Korpertemperatur der Tiere zu jeder Zeit der Untersuchung fiiber eine
Analsonde kontrolliert und stets zwischen 36 - 37°C gehalten. Nach groBziigigem
Auftragen des Ultraschallgels auf den enthaarten Bereich des Thorax wurden die
Mause in der parasternalen kurzen Achse untersucht, um die Parameter Fractional
Shortening (FS), Left Ventricular Ejection Fraction (LVEF) und Stroke Volume

Index (SVI) berechnen zu konnen.

Abbildung 9: Vevo 2100
Ultraschallgerdt zur Untersuchung der kardialen Funktion an Tag 63.
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3.6. Statistische Analyse

Jede Gruppe wurde vor weiteren statistischen Analysen mit dem Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung, und innerhalb der Gruppen eines jeweiligen
Vergleichs auf gleiche Varianzen mit dem Levene-Test, getestet. Beim Vergleich
zweier Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test flir nicht-normalverteilte Daten
sowie der Student’s t-Test fiir unabhéngige, normverteilte Stichproben eingesetzt.
Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen untereinander wurde eine

Univarianz-Analyse mit anschlieBendem Post Hoc Tukey’s b test vorgenommen.






1v. Ergebnisse 61

IV. ERGEBNISSE

1. MK-Blockade

Die Moglichkeit, MK mittels eines spezifischen Antikorpers gegen MK (anti-MK)
blockieren zu konnen, stellt eines der grundlegenden Elemente der vorliegenden
Arbeit dar und ist Voraussetzung fiir die Beurteilung der Bedeutung von MK
wiahrend der Myokarditis im Modell der EAM. Mittels Durchflusszytometrie
konnte gezeigt werden, dass anti-MK im Vergleich zu Isotyp IgGl-
Kontrollantikdrper (Kontrolle) die Bindung von Alexa Fluor 488-markiertem
humanem MK an HUVECs: signifikant reduzierte (Abb. 10, 58,2 +/- 4,9 vs. 98,2
+/- 1,0, p <0,001).
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Abbildung 10: anti-MK reduziert MK-Bindung an Endothelzellen

Alexa Fluor 488-markiertes humanes MK bindet nach Inkubation mit IgGl-
Kontrollantikorper (Kontrolle) an HUVECs. Durch Inkubation von MK mit anti-
MK-AK (anti-MK) wird die Bindung signifikant reduziert. Als Negativkontrolle
dienten Endothelzellen ohne Alexa Fluor 488-markiertes MK (Basiswert). n = 6;
Werte von p <0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.
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2. Ergebnisse der akuten Phase

2.1. Histologie (H&E)
Da zu diesem Zeitpunkt ein Maximum an Inflammation zu erwarten ist, und somit

auch ein Maximum an zelluldrem Infiltrat beobachtet werden kann, wurden die

Herzen der Versuchstiere an Tag 21 des Versuchs entnommen.

Abbildung 11: Die Blockade von MK verringert den Grad der
Leukozyteninfiltration

Représentative H&E-gefdrbte Querschnitte des Herzgewebes an Tag 21, sowohl
der Kontrollgruppen aus Sham-immunisierten Maiusen (A, B) und
immunisierten/unbehandelten Maiusen (C, D) als auch der Gruppe aus
immunisierter/anti-MK behandelter Tiere (E, F). n = 10 fiir Sham-immunisierte
Maiuse; n = 25 fiir die immunisierte/unbehandelte Kontrollgruppe und die
immunisierte/anti-MK behandelte Gruppe. Referenzbalken entsprechen 1 mm in
der Ubersichtsaufnahme und 100 pm in der VergroBerung.

2.1.1. EAM-Score

Der EAM-Score ist ein semiquantitatives Analyseverfahren, mit dessen Hilfe der
Grad der Infiltration durch Leukozyten in das Herzgewebe beurteilt werden kann.
Um den Einfluss von MK auf diesen Prozess untersuchen zu kénnen, wurden
sowohl Herzen der Sham-immunisierten Tiere (Abb. 11 A, B) als auch der
vollstindig immunisierten Tiere ohne (Abb. 11 C, D) und mit Behandlung durch
anti-MK (Abb. 11 E, F) analysiert. Hierbei dienten die Tiere der Sham-Gruppe als
Negativkontrolle und die unbehandelten Tiere als erkrankte Kontrollgruppe.
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Durch H&E-Firbung der Prdparate konnte die leukozytdre Infiltration in das
Herzmuskelgewebe deutlich sichtbar gemacht werden. Wie bereits erwartet,
wiesen immunisierte/unbehandelte Tiere im Vergleich zu Sham-immunisierten
Tieren eine deutliche Leukozyteninfiltration auf (Abb. 12: 2,5 +/- 0,3 vs. 0,2 +/-
0,1; p < 0,001). Der optische Eindruck, dass durch die Blockade von MK durch
anti-MK im Vergleich zur immunisierten/unbehandelten Gruppe eine
Verringerung des Infiltrationsgrades in den Herzen bewirkt werden konnte, wurde
durch den EAM-Score bestitigt (Abb. 12: 1,4 +/- 0,3 vs. 2,5 +/- 0,3; p < 0,01).
Die Ergebnisse legen nahe, dass MK fiir die Leukozyteninfiltration wihrend des

Entziindungsprozesses von Bedeutung sein konnte.
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Abbildung 12: Die Blockade von MK reduziert den EAM-Score deutlich

Die semiquantitative Analyse der experimentellen Autoimmunmyokarditis (EAM)
mittels EAM-Score zeigt die deutlich erhohte kardiale Entziindung
immunisierter/unbehandelter Kontrolltiere (Kontrolle) im Vergleich zu Sham-
immunisierten Tieren (Sham). Die Therapie mit anti-MK von Tag 0 bis Tag 21
filhrt zu einem signifikant reduzierten EAM-Score der entsprechenden Herzen
(anti-MK).  FEinzelne Punkte reprdsentieren individuelle Tiere. Zur
Veranschaulichung repriasentieren Querbalken die jeweiligen Mittelwerte
innerhalb der Gruppen. n = 10 fiir Sham-immunisierte Méuse; n = 25 fiir die
immunisierte/unbehandelte Kontrollgruppe und die immunisierte/anti-MK
behandelte Gruppe. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

2.1.2. Verhiltnis Herz-/Korpergewicht
Die im EAM-Score beschriebenen Ergebnisse gehen einher mit dem jeweils

erhobenen Verhiltnis von Herzgewicht zu Korpergewicht der betroffenen
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Versuchstiere (Abb. 13). Es wurde bereits zuvor beschrieben, dass dieser
Parameter einen Mafstab fiir die kompensatorische Hypertrophie der Herzen
darstellt (STULL et al., 2000). Immunisierte/anti-MK behandelte Tiere zeigten im
Vergleich zu immunisierten/unbehandelten Tieren ein signifikant reduziertes
Verhiltnis von Herzgewicht zu Korpergewicht (Abb. 13: 0,64 +/- 0,03 vs. 0,74 +/-
0,02; p < 0,05). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es zwischen
immunisierten/anti-MK behandelten Tieren und der Sham-Kontrollgruppe keinen
statistisch signifikanten Unterschied gab (Abb. 13: 0,64 +/- 0,03 vs. 0,56 +/- 0,01;
p = 0,280).
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Abbildung 13: Die Blockade von MK normalisiert Herz-/Korpergewicht-
Verhiiltnis

Durch die Immunisierung kommt es zu einem deutlichen Anstieg des
Verhéltnisses von Herz- zu Korpergewicht (Kontrolle). Dieses Verhéltnis wird bei
immunisierten/anti-MK behandelten Tieren (anti-MK) im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reduziert. Durch die anti-MK-Therapie kann kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der anti-MK-Gruppe und Sham-Kontrolltieren
(Sham) festgestellt werden. n = 10 fiir Sham-immunisierte Mause; n = 25 fiir die
immunisierte/unbehandelte Kontrollgruppe und die immunisierte/anti-MK
behandelte Gruppe. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.
n.s. = nicht signifikant.

2.2. Durchflusszytometrie
Da die H&E-gefirbten, histologischen Priparate lediglich Aufschluss iiber die

absolute Menge an Infiltrat durch inflammatorische Zellen geben kdnnen, wurden
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verdaute Herzen an Tag 21 des Versuchs zusitzlich  mittels
durchflusszytometrischer ~ Analyse evaluiert. Abbildung 14 zeigt ein

reprasentatives Beispiel der Gating-Strategie wihrend der Analyse.

Abbildung 14: Gating-Strategie

Zunichst wurden mit Hilfe von Forward Scatter
(FSC) und Side Scatter (SSC) die fiir die

1 Analyse relevanten Zellpopulationen
Ul e eingeschlossen.  Erythrozyten, Kardiomyozyten
F8e und Zellfragmente sollten dadurch

weitestgehend ausgeschlossen werden. Pfeile
illustrieren die weitere Unterteilung der
Lymphozyten (CD45+) und deren
+ | Subpopulationen  neutrophile  Granulozyten
| | (CD45+/CD11b+/Gr-1+) und  Monozyten/
| Makrophagen (CD45+/CD11b+/Gr-1-).

o e Zusitzlich wurde die Menge an T-Helferzellen

(CD4+) in den Herzen bestimmt.
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2.2.1. FACS-Analyse des inflammatorisch verinderten Herzens

2.2.1.1. CDA45+ Zellen

Wie nach den Ergebnissen des EAM-Scores in der Histologie bereits zu erwarten
war, konnte auch in der FACS-Analyse gezeigt werden, dass die Gabe von anti-
MK im Vergleich zu Isotyp IgGl-behandelten Kontrolltieren zu einer
signifikanten Verringerung der in die Herzen eingewanderten CD45+ Zellen

fithrte (Abb. 15: 2,1 +/- 0,42 vs. 5,3 +/- 0,76; p < 0,001).
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Abbildung 15: anti-MK reduziert Leukozyteninfiltration

Immunisierte/anti-MK behandelte Tiere (anti-MK) weisen einen signifikant
reduzierten prozentualen Anteil von CD45+ Zellen im Vergleich zu
immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Méusen (Kontrolle) auf. n = 18; Werte
von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

2.2.1.2. CD45+/CD11b+/Gr-1+ Zellen

Die Blockade von MK fithrte im Vergleich zu Isotyp IgGl-behandelten
Kontrolltieren  weiterhin  zu  einer  signifikanten  Verringerung  der
CD45+/CD11b+/Gr-1+ in das Herz eingewanderten Zellen (Abb. 16: 0,2 +/- 0,04
vs. 0,8 +/- 0,28; p < 0,05). Diese Reduktion deutet darauf hin, dass die MK-
Blockade in diesem Modell mdglicherweise einen Einfluss auf die Rekrutierung

von PMN wiéhrend des akuten Entziindungsprozesses hat.
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Abbildung 16: anti-MK reduziert Infiltration durch PMN

Immunisierte/anti-MK behandelte Tiere (anti-MK) weisen einen signifikant
reduzierten prozentualen Anteil von CD45+/CD11b+/Gr-1+ Zellen im Vergleich
zu immunisierten/Isotyp behandelten Méusen (Kontrolle) auf. n = 18; Werte von p
< 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

2.2.1.3. CD45+/CD11b+/Gr-1- Zellen

Die hauptsidchlich aus Monozyten und Makrophagen bestehende Zellpopulation
der CD45+/CD11b+/Gr-1- Zellen wurde durch die Blockade von MK nicht
statistisch verdndert. Zwar weisen die Herzen der immunisierten/anti-MK
behandelten Tiere im Gegensatz zu den immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten
Kontrolltieren einen deutlichen Trend zur Reduktion dieser Population auf,
signifikant ist der Unterschied allerdings nicht (Abb. 17: 1,4 +/- 0,29 vs. 1,8 +/-
0,41; p=0,14).
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Abbildung 17: anti-MK reduziert Infiltration von Monozyten/Makrophagen
nicht signifikant

Immunisierte/anti-MK behandelte Tiere (anti-MK) weisen einen Trend zur
Reduktion des prozentualen Anteils von CD45+/CDI11b+/Gr-1- Zellen im
Vergleich zu immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Miusen (Kontrolle) auf. n =
18; Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. n.s. = nicht
signifikant.

2.2.14. CD4+ Zellen

Weiterhin konnte mittels FACS-Analyse gezeigt werden, dass die Blockade von
MK die Menge an CD4+ Zellen im Herzen verringert. Beim Vergleich der
immunisierten/anti-MK  behandelten Tiere mit immunisierten/Isotyp IgGl
behandelten Kontrolltieren wurde diese Zellpopulation signifikant reduziert (Abb.
18: 1,0 +/- 0,07 vs. 1,9 +/- 0,23; p < 0,01). Dieses Ergebnis legt nahe, dass MK
einen direkten Einfluss auf die Rekrutierung und Einwanderung in das Gewebe

von T-Helferzellen hat.
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Abbildung 18: anti-MK reduziert Infiltration von T-Helferzellen

Immunisierte/anti-MK behandelte Tiere (anti-MK) weisen einen signifikant
reduzierten prozentualen Anteil von CD4+ Zellen im Vergleich zu
immunisierten/Isotyp behandelten Mausen (Kontrolle) auf. n = 18; Werte von p <
0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

2.2.2.  FACS-Analyse Milz

2.2.2.1. T-regulatorische Zellen (Treg)

Um die Bedeutung von MK auf die Rekrutierung von Treg-Zellen zu untersuchen,
wurde die Milz der Versuchstiere an Tag 21 entnommen und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Sowohl die Lymphozytenpopulation der Milz,
die mittels Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) identifiziert wurden, als
auch die CD4+ Zellpopulationen zeigten sich durch die Blockade von MK
unverdndert (Abb. 19A: 66 +/- 2,1 vs. 64 +/- 2,3; p = 0,476; Abb. 19B: 69 +/- 0,6
vs. 67 +/- 2,0; p = 0,899). Zwar wiesen die Tiere durch Blockade von MK
signifikant hohere Werte von Treg-Zellen im Vergleich zu Isotyp IgGl-
behandelten Tieren auf (Abb. 19C: 19,6 +/- 0,4 vs. 18,0 +/- 0,6; p = 0,018), da
dieser Effekt jedoch relativ gering ist, scheint eine Erkldrung des ausgepriagten
Phénotyps durch Beeinflussung der Treg-Population durch anti-MK als eher

unwahrscheinlich.
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Abbildung 19: Die Blockade von MK hat keinen hinreichenden Einfluss auf
die Leukozytenexpansion in der Milz

(A) Mit Hilfe von FSC/SSC der Durchflusszytometrie ermittelter prozentuale
Anteil der Lymphozyten in der Milz von immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten
Kontrolltieren (Kontrolle) und immunisierten/anti-MK behandelten Tieren (anti-
MK) an Tag 21 der induzierten Myokarditis. (B) Subpopulation der T-
Helferzellen (CD4+) sowie (C) T-regulatorischer Zellen (FoxP3+/CD4+). n = 18;
Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. n.s. = nicht
signifikant.

2.3. NET-Formation

2.3.1. Immunfluoreszenz in vitro

In Abschnitt 2.2.1.2. wurde gezeigt, dass die Blockade von MK mit einer
signifikanten Reduktion von PMN im Myokard einhergeht. Ob die Fahigkeit der
NET-Formation durch PMN moglicherweise ein von MK beeinflusster
Mechanismus ist, sollte weiterhin mit Hilfe von in vitro-Versuchen mit murinen
und humanen PMN untersucht werden. Zusétzlich war es interessant zu
untersuchen, inwiefern Unterschiede zwischen der Stimulation durch

immobilisiertes und 16sliches MK bestehen.

2.3.1.1. NET-Formation muriner PMN

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass murines immobilisiertes MK ein
moglicher Stimulus fiir die NET-Formation sein konnte. Wie zu erwarten war,
zeigte die mit murinem Fibrinogen beschichtete Negativkontrolle keinerlei
Anzeichen von NETs (Abb. 20: mFibrinogen). Die Beschichtung der Ibidi 8 well
slides mit murinem MK fiihrte hingegen zu einer ausgepriagten NET-Formation
der PMN (Abb. 20: mMK), wihrend zusétzlich dargestellt werden konnte, dass
die PMN-Stimulation durch murines 16sliches MK bemerkenswerterweise keinen

Einfluss auf diesen Prozess zu haben scheint (Abb. 20: msMK).
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Abbildung 20: MK stimuliert murine PMN und fordert NET-Formation

Immunfluoreszenz-Farbung des Histon-H3 (H3; magenta), der neutrophilen
Elastase (NE; griin) und der Zellkerne (Hoechst; grau) von murinen PMN nach
Beschichtung/Stimulation mit murinem Fibrinogen (mFibrinogen), murinem
immobilisiertem MK (mMK) und murinem Fibrinogen mit 16slichem murinen
MK (Fibrinogen + smMK). Zu sehen sind die jeweiligen Einzelfirbungen
Hoechst, NE, H3 sowie ein entsprechend iiberlagertes Gesamtbild. Stimulation
iber 16 h. Referenzbalken entsprechen jeweils 50 pm.
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2.3.1.2. NET-Formation humaner PMN

In 2.3.1.1. konnte dargestellt werden, dass MK im murinen System einen Einfluss
auf die NET-Formation der PMN haben kann. Inwiefern diese Beobachtung auf
den menschlichen Organismus {ibertragbar ist, sollte durch einen analogen
Versuchsaufbau mit humanen PMN untersucht werden. Als Negativkontrolle
sollten PMN auf humanem Fibrinogen dienen. Wie bereits bei murinen PMN zu
sehen, kommt es hier ohne fehlenden Stimulus nicht zur NET-Formation (Abb.
21: hFibrinogen). Auch durch zusétzliche Stimulation mit 16slichem humanem
MK (hsMK) auf humanem Fibrinogen konnte keine NET-Formation beobachtet
werden (Abb. 21: hFibrinogen + hsMK). Durch Beschichtung der Kammern mit
hMK, und somit durch Immobilisation des Wachstumsfaktors kam es jedoch wie
auch beim murinen Versuch beobachtet zu einer deutlich ausgepridgten NET-
Formation der PMN (Abb. 21: hMK). Auch bei der mit Interleukin-8 (IL-8)
beschichteten Positivkontrolle ist diese spezielle Form des Zelltodes der PMN
eindeutig zu erkennen (Abb. 21: IL-8).
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Abbildung 21: MK stimuliert PMN und fordert NET-Formation

Immunfluoreszenz-Farbung der Myeloperoxidase (MPO; griin) und der Zellkerne
(Hoechst; grau) von humanen PMN nach Beschichtung/Stimulation mit humanem
Fibrinogen (Fibrinogen), humanem Fibrinogen und 16slichem MK (Fibrinogen +
sMK), humanem immobilisiertem MK (MK) und Interleukin-8 (IL-8). Zu sehen
sind die jeweiligen Einzelfirbungen Hoechst und MPO sowie ein entsprechend
liberlagertes Gesamtbild. Stimulation iiber 60 min. Referenzbalken entsprechen
jeweils 50 pm.
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3. Ergebnisse der chronischen Phase

Tag 63 dient in diesem Modell als definierter Zeitpunkt zur Untersuchung des
chronischen Verlaufs der Myokarditis nach Immunisierung der Tiere. Mit den
Ergebnissen von Tag 21 konnte gezeigt werden, dass die Blockade von MK die
Leukozyteninfiltration in das Myokard der Versuchstiere verringert und somit den
Phénotyp der Myokarditis im akuten Stadium abschwicht. Wie sich diese
verringerte Leukozyteninfiltration durch Blockade von MK im weiteren Verlauf
des Versuchsmodells auswirkt und ob daraus auch im chronischen Stadium eine
Abschwichung des Phinotyps resultieren kann, sollte im Folgenden mittels
Echokardiographie und erneuter histologischer Untersuchung der Herzen beurteilt

werden.

3.1. Echokardiographie

Mit Hilfe des speziellen Kleintierechokardiographen (Vevo 2100) wurden die
Versuchstiere in der parasternalen kurzen Achse transthorakal sonographiert. So
sollte die kardiale Funktion bezugnehmend auf die Parameter Fractional
Shortening (FS), Left Ventricular Ejection Fraction (LVEF) und Stroke Volume
Index (SVI) bestimmt werden. Diese wurden im M-Mode anhand der systolischen
und diastolischen Diameter errechnet (Abb. 22).

Kontrolle anti-MK _

Abbildung 22: anti-MK-Behandlung reduziert kardiale Dysfunktion

An Tag 63 nach Induzieren der Myokarditis wurde an den Tieren mittels Vevo
2100 eine echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt
repriasentative Aufnahmen der jeweiligen Gruppen immunisiert/Isotyp IgGl
behandelt (Kontrolle) und immunisiert/anti-MK behandelt (anti-MK) in der
kurzen parasternalen Achse der Herzen im M-Mode.
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3.1.1. Fractional Shortening (FS)

FS beschreibt den prozentualen Wert, um den sich der enddiastolische Diameter
des linken Ventrikels wihrend der Systole verkiirzt, und kann somit Aufschliisse
iiber die Pumpfunktion der Herzen geben. Wir konnten zeigen, dass die Blockade
von MK eine signifikante weniger stark ausgeprigte Dysfunktion der Herzen
bewirkt. Die immunisierte/anti-MK behandelte Gruppe zeigte im Vergleich zur
immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Kontrollgruppe signifikant bessere Werte
des FS (Abb. 23 A: 28 +/- 1 vs. 24 +/- 1; p <0,05).

3.1.2. Left Ventricular Ejection Fraction (LVEF)

Die LVEF beschreibt den prozentualen Anteil an Blut im Herzen, der bei jeder
Systole aus dem linken Ventrikel in das GefdB3system des Kdrpers gepumpt wird.
Damit ist die LVEF ein wichtiger Parameter fiir die kardiale Funktion. Auch hier
zeigte sich durch die Blockade von MK eine Verdnderung des Phinotyps. Die
immunisierte/anti-MK  behandelte Gruppe profitiert im Vergleich zur
immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Kontrollgruppe signifikant (Abb. 23 B:
54 +/- 2 vs. 49 +/- 2; p < 0,05).

3.1.3. Stroke Volume Index (SVI)

Der SVI beschreibt die absolut ausgeworfene Menge Blut wéhrend der Systole
pro Gramm Korpergewicht. Die Tiere der immunisierten/anti-MK behandelten
Gruppe zeigten signifikant bessere Werte auch im Hinblick auf diesen Parameter
im Vergleich zu immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Kontrolltieren (Abb. 23
C: 1,4 +/- 0,04 vs. 1,3 +/- 0,05; p < 0,05).
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Abbildung 23: Die Blockade von MK mildert kardiale Dysfunktion

Durch die anti-MK-Behandlung (anti-MK) zeigten die Tiere bei den Parametern
(A) FS, (B) LVEF und (C) SVI im Vergleich zu immunisierten/Isotyp IgGl
behandelten Kontrolltieren (Kontrolle) signifikant weniger Beeintrdachtigung. n =
25; Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

3.2 Histologie

Mittels Echokardiographie konnte gezeigt werden, dass die Versuchstiere im
Verlauf der EAM ausgeprigte Defizite in der kardialen Funktion aufweisen und
diese Defizite durch die Blockade von MK signifikant reduziert werden konnten.
Da davon ausgegangen wird, dass diese Ergebnisse in direktem Zusammenhang
mit dem Grad der myokardialen Fibrose der Herzen stehen, wurden die Herzen
der Versuchstiere nach Beendigung der Echokardiographie und nach
schmerzfreier Totung durch Genickbruch in Narkose entnommen und histologisch
aufgearbeitet (Abb. 24). Neben der immunisierten/Isotyp behandelten Gruppe
(Abb. 24 C, D) und der immunisierten/anti-MK behandelten Gruppe (Abb. 24 E,
F) wurde eine zusitzliche Kontrollgruppe Sham-immunisierter Tiere (Abb. 24 A,
B) verwendet. So sollte eine durch CFA ausgeloste myokardiale Fibrose

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 24: Die Blockade von MK schiitzt die Miuse vor kardialer
Fibrose

Die Abbildung zeigt reprisentative Masson-Trichrome-gefarbte Querschnitte von
Mauseherzen an Tag 63 nach Induzieren der Myokarditis. Es sind sowohl
Ubersichten als VergroBerung der Priparate (A, B) Sham-immunisierter Tiere,
(C,D) immunisierter/Isotyp IgGl  behandelter Tiere und (E, F)
immunisierter/anti-MK behandelter Tieren zu sehen. n = 10 fir Sham-Kontrollen,
n = 25 fiir immunisierte/Isotyp IgG1 behandelte Tiere und immunisierte/anti-MK
behandelte Tiere. Referenzbalken entsprechen 1 mm bei Ubersichtsaufnahmen
und 100 pm bei VergroBerungen.

3.2.1. Bestimmung der myokardialen Fibrose

Der im histologischen Prédparat bereits optisch entstandene Eindruck, dass die
Blockade von MK zu einer Verminderung der Narbenbildung in den
entsprechenden Herzen filihrt, konnte mittels eines semiquantitativen
Analyseverfahrens zur Bestimmung des Grades der myokardialen Fibrose
bestitigt werden. Die Tiere der immunisierten/anti-MK behandelten Gruppe
wiesen im Vergleich zur immunisierten/Isotyp IgG1 behandelten Gruppe einen
signifikant geringeren Fibrose-Score auf (Abb. 25: 0,8 +/- 0,2 vs. 1,7 +/- 0,3; p <
0,05). Weiterhin ist erwdhnenswert, dass zwischen den Sham-immunisierten
Kontrolltieren und den immunisierten/anti-MK behandelten Tieren kein
statistische signifikanter Unterschied zu beobachten war (Abb. 25: 0,02 +/- 0,01
vs. 0,8 +/- 0,2; p = 0,250).
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Abbildung 25: Die Blockade von MK reduziert den Grad der myokardialen
Fibrose

Die semiquantitative Analyse der Herzen an Tag 63 mittels Fibrose-Score zeigte
die deutlich erhohte myokardiale Fibrose immunisierter/Isotyp IgG1 behandelter
Kontrolltiere (Kontrolle) im Vergleich zu Sham-immunisierten Tieren (Sham).
Die Behandlung immunisierter Tiere mit anti-MK (anti-MK) von Tag 0 bis Tag
21 fiihrte zu einem signifikant reduzierten Fibrose-Score in den entsprechenden
Herzen. Zur Veranschaulichung reprisentieren Querbalken die jeweiligen
Mittelwerte der Gruppen. Einzelne Punkte reprasentieren individuelle Tiere n = 9
fiir Sham-Kontrollen; n = 25 fiir die immunisierte/Isotyp IgG1l behandelte
Kontrollgruppe und die immunisierte/anti-MK behandelte Gruppe. Werte von
p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. n.s. = nicht signifikant.
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V. DISKUSSION

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die biologische Blockade von MK
durch einen spezifischen anti-MK-Antikorper zu einer verringerten Einwanderung
von Leukozyten wund deren verschiedenen Subpopulationen in das
Herzmuskelgewebe fiihrt. Dadurch konnten im weiteren Verlauf der EAM die
kardiale Funktion geschiitzt und pathologische Umbauprozesse im Herzen

reduziert werden.

Zundchst wurden hierfir H&E-gefiarbte Querschnitte der Méiuseherzen
histologisch untersucht und mittels semiquantitativer Analyse der Grad der
Leukozyteninfiltration (EAM-Score) an Tag 21 untersucht. Dieser Zeitpunkt stellt
im Versuchsmodell der EAM den Hohepunkt der Entziindung dar und ist
charakterisiert u.a. durch zelluldres Infiltrat verschiedener Subpopulationen von
Leukozyten (AFANASYEVA et al., 2001a; KANIA et al, 2009). In der
vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass die Blockade von MK die kardiale
Inflammation im Vergleich zu Kontrolltieren deutlich reduzieren konnte. Auch
die Tatsache, dass ebenso das Verhiltnis von Herz-/Korpergewicht durch die MK-
Blockade signifikant reduziert wurde, deutet darauf hin, dass bei diesen Tieren
eine weniger stark ausgeprdgte Entziindungsreaktion innerhalb des Myokards
stattgefunden hat. Der Effekt eines angestiegenen Verhiltnisses von Herz-
/Korpergewicht bei immunisierten/unbehandelten Mausen im Vergleich zu Sham-
immunisierten Tieren wurde bereits zuvor beschrieben und ldsst sich laut der
Autoren vermutlich auf eine kompensatorische Hypertrophie der entziindeten
Herzen zuriickfithren (STULL et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung der Tiere mit anti-MK dabei helfen konnte, diese kompensatorische

Hypertrophie zu minimieren.

Um jedoch nicht nur die absolute Menge an Infiltrat beurteilen zu konnen,
sondern auch die darin enthaltene zellulire Zusammensetzung genauer zu
analysieren, wurden im ndchsten Schritt mittels Durchflusszytometrie
unterschiedliche Subpopulationen von Leukozyten im beobachteten Infiltrat
definiert. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD45+ Zellen bei
immunisierten/anti-MK behandelten Maiusen im Vergleich zZu

immunisierten/Isotyp IgGl behandelten Kontrolltieren. Die Reduktion der
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Subpopulation von CD45+/CD11b+/Gr-1+ Zellen in den Herzen von
immunisierten/anti-MK behandelten Tieren deutet darauf hin, dass PMN bei den
entziindlichen Prozessen und der Infiltration des Myokards wéhrend der akuten
Phase der Erkrankung eine tragende Rolle zukommen konnte. Die Vermutung,
dass MK hierbei einen direkten Einfluss auf die Rekrutierung von PMN hat, wird
durch die Beobachtungen von Weckbach et al. unterstiitzt. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass die Leukozytenadhdsion in postkapilliren Venolen des M.
cremaster in Mdk™"-M#usen im Vergleich zu Wildtyptieren deutlich reduziert war.
Interessanterweise konnte dieser Effekt durch die Administration von
rekombinantem MK aufgehoben werden (WECKBACH et al, 2014).
Erwédhnenswert ist hierbei, dass nur an Endothel gebundenes MK in der Lage ist
eine Rekrutierung von PMN zu initialisieren. So fordert immobilisiertes MK die
Adhésion und die darauffolgende Transmigration von PMN am Endothel wéihrend
entziindlicher Prozesse, indem es [-Integrine in ein hochaffines Stadium
versetzen kann und so iiber den MK-Rezeptor LRP-1 auf PMN eine Bindung an
das Endothel fordert (Abb. 26) (WECKBACH et al., 2014).

Rolling Adhésion Transmigration

’
.
1 PB2-Integrin

ICAM-1

Abbildung 26: Schema der moglichen Rolle von MK wihrend der
Rekrutierung von PMN modifiziert nach (HERTER und MAYADAS, 2014)

Immobilisiertes MK versetzt (,-Integrine in ein hochaffines Stadium und
begiinstigt so iiber einen MK-Rezeptor des neutrophilen Granulozyten dessen
Adhésion und Transmigration am Endothel.

Dieser funktionelle Mechanismus konnte bisher nicht fiir Monozyten oder T-

Zellen gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte weiterhin eine spezifischere Rolle von PMN
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wihrend der Myokarditis, ndmlich deren Fihigkeit NETs zu bilden, untersucht
werden. Da in der FACS-Analyse deutlich wurde, dass das Infiltrat, u.a. bestehend
aus PMN, in den Herzen durch die Blockade von MK signifikant reduziert war,
war auch zu erwarten, dass die histologische Analyse mittels IHC-Farbung dieser
Zellpopulation dhnliche Ergebnisse zeigen wiirde. Da die Darstellung der NET-
Formation in vivo im Herzen jedoch schwer umzusetzen ist, sollte MK als
Stimulus fiir diese spezielle Form des Zelltodes in vitro untersucht werden.
Hierfiir wurde einem Versuch mit humanen PMN und MK beschichteten /bidi 8
well slides durchgefiihrt. Wiahrend bei Negativkontrollen weder Dekondensation
der Zellkerne noch NE gezeigt werden konnte, wiesen die auf MK stimulierten
PMN deutliche NET-Formation auf. Auch bei der Positivkontrolle durch
Stimulation mit IL-8 konnten NETs identifiziert werden. Unter Beriicksichtigung
der Tatsache, dass eine der Hauptfunktionen der NET-Formation die
Immobilisierung und Abtétung von Pathogenen wie Bakterien oder Viren darstellt
(BRINKMANN et al., 2004), scheint es gerade bei Pathologien mit autoimmunem
Charakter ohne nachweisbaren Erreger sinnvoll, die Formation von NETs zu
unterbinden (KNIGHT et al., 2013). Dies wird weiterhin durch mehrere Studien
verdeutlicht, aus denen hervorgeht, dass das Auftreten von NETs nicht nur
funktionell der Erregereliminierung dient, sondern auch in Verbindung mit
pathologischen Prozessen gebracht wird (ROGHANIAN und SALLENAVE,
2008; DELBOSC et al., 2011). Da die Rolle von NETs wihrend der Pathogenese
der Myokarditis bisher nicht ausreichend beschrieben wurde, stellen die
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit moglicherweise einen Ansto3 zu weiteren
Untersuchungen dieses Mechanismus dar. Die Ergebnisse der in vitro-Versuche
zur NET-Formation in dieser Arbeit unterstreichen die Aussage von Weckbach et
al., wonach nur immobilisiertes MK und nicht 16sliches MK wihrend der
Rekrutierung von PMN eine Rolle spielt (WECKBACH et al., 2014). Durch diese
Beobachtungen wire es weiterhin interessant im Mausmodell der EAM zu
untersuchen, ob eine MK-Blockade durch anti-MK nicht nur zu einer reduzierten
Infiltration durch PMN fiihren kann, sondern ob PMN durch MK-Blockade in
ihrer Fahigkeit der NET-Formation eingeschrénkt sind.

Weiterhin offenbarte die FACS-Analyse der Herzen in dieser Arbeit, dass die
Subpopulation aus CD45+/CD11b+/Gr-1- Zellen, die hauptsiachlich aus
Monozyten und Makrophagen besteht, nach Behandlung der Tiere mit anti-MK
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zwar einen Trend zur Reduktion aufwies, welcher statistisch jedoch nicht
signifikant war. Eine signifikante Reduktion von CD4+-Zellen nach anti-MK
Behandlung ldsst auBerdem auf eine Rolle von MK bei der Rekrutierung von T-
Helferzellen schlieBen. Ein besseres Verstdndnis des Mechanismus hierzu kdnnte
beispielsweise durch einen Adhésionsversuch mit T-Zellen auf Endothel unter
Blockade von MK oder mittels eines T-Zell-Proliferationsversuchs aus der Milz
von anti-MK behandelten und Isotyp IgGl behandelten Versuchstieren erlangt
werden. Bei einem Adhésionsversuch wire interessant zu wissen, ob die Adhésion
dhnlich wie auch bei PMN iiber den MK-bedingten hochaffinen Status von
Integrinen und die darauffolgende Bildung der Zellen an Zelladhdsionsmolekiile
(CAM) auf dem Endothel reguliert werden kann (WECKBACH et al., 2014). Die
Beobachtung, dass eine Blockade von MK zu signifikant weniger T-Zellen in den
entsprechenden Herzen der Maiuse fiihrt, legt nahe, dass der T-Zellaktivierung
beim Verlauf der Erkrankung eine Schliisselrolle zukommen konnte und stiitzt die
These, dass die Autoimmunmyokarditis eine hauptsdchlich T-Zell-vermittelte
Pathologie darstellt (SMITH und ALLEN, 1991). Wang et al. konnten in einer
anschaulichen Arbeit im Versuchsmodell der Experimentellen
Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) zeigen, dass Mdk”-Mause deutlich weniger
entziindliches Zellinfiltrat im Vergleich zu WT-Tieren in Gehirn und Riickenmark
aufwiesen (WANG et al., 2008). Mdk”-Miuse zeigten hier auflerdem eine
signifikant gréfere Population von CD4+/CD25+/FoxP3+ Zellen, woraus die
Forscher schlieen, dass die erhohte Menge T-regulatorischer Zellen (Treg) einen
der Hauptmechanismen fiir den kaum ausgeprigten Phinotyp bei Mdk”-Mausen
darstellen konnte. AuBerdem konnten Wang et al. beobachten, dass durch die
Abwesenheit von MK ein deutlich geringerer Anteil an autoreaktiven TH1- und
THI17-Helferzellen in der Milz zu messen ist (WANG et al., 2008). Diese
Zellpopulation ist wie bei der EAE auch bei der EAM fiir den Progress des
Phénotyps verantwortlich (VALAPERTI et al., 2008; BALDEVIANO et al.,
2010). Obwohl zusétzlich von Lee et al. dargestellt werden konnte, dass der Treg-
Population auch im Modell der EAM eine Beteiligung beim Verlauf der
Erkrankung zukommt (LEE et al., 2014), konnten diese Effekte durch die
vorliegende Arbeit nicht weiter bestétigt werden. Zwar wurde bei der Population
CD4+/FoxP3+ Zellen aus der Milz gezeigt, dass diese sich durch Blockade von
MK signifikant vergrofert, jedoch ist dieser Effekt so gering, dass er den

ausgeprigten Phanotyp der Erkrankung vermutlich nicht erkléren kann.
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In dieser Arbeit konnte veranschaulicht werden, dass die Blockade von MK zu
einer Abschwéchung der akut entziindlichen Prozesse an Tag 21 der EAM fiihrte.
Wie sich dieser Effekt nun im weiteren Verlauf des Versuchsmodells auf die
kardiale Funktion und die pathologische Umstrukturierung der Herzen auswirkt,
wurde an Tag 63 nach Immunisierung der Tiere beurteilt. Zundchst konnte durch
Analyse der kardialen Funktion mittels der Parameter FS, LVEF und SVI zu
diesem Zeitpunkt eine deutliche Einschrinkung bei immunisierten/Isotyp IgG1-
behandelten Mdusen beobachtet werden. Durch die Blockade von MK konnte bei
den entsprechenden Tieren jedoch eine signifikante Verbesserung der genannten
Parameter erzielt werden. Zwar entsprachen die Werte der immunisierten/anti-
MK-behandelten Gruppe nicht den bei gesunden Tieren zu erwartenden
Normwerten (GAO et al., 2011), dennoch konnte die kardiale Dysfunktion durch
Behandlung mit anti-MK im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant reduziert
werden. Die Vermutung, dass die beobachtete Beeintrachtigung der gemessenen
Parameter in direktem Zusammenhang mit dem Grad der myokardialen Fibrose
steht, konnte darauthin mittels semiquantitativer Analyse der histologischen
Priparate gestiitzt werden. So wurde bei von Tag 0 bis Tag 21 mit anti-MK
behandelten Tieren signifikant weniger myokardiale Fibrose gemessen als bei

immunisierten/Isotyp IgG1-behandelten Kontrolltieren.

Es liegt nahe, dass der verringerte Grad an Fibrose und die weniger stark
ausgeprigte kardiale Dysfunktion bei anti-MK-behandelten Tieren nicht direkt auf
die Blockade von MK zuriickzufiihren ist, sondern eher als Folge der deutlich
reduzierten Entziindungsreaktion an Tag 21 zu werten ist. Ein dhnlicher Effekt
konnte von Leuschner et al. beobachtet werden, wonach eine reduzierte
Infiltration und Rekrutierung von Monozyten durch die Inaktivierung des
Chemokin-Rezeptors 2 mit small interfering RNA zu einer positiven
Beeinflussung der kardialen Funktion und weniger ausgepragten pathologischen
Umstrukturierung der Herzen im chronischen Verlauf der Erkrankung fiihrte

(LEUSCHNER et al., 2015).

Obwohl die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Splenozyten an
Tag 21 in dieser Arbeit nicht dafiir sprechen, kann als mechanistische Erkldrung
des Phinotyps jedoch auch beim Modell der EAM ein direkter Einfluss der anti-
MK-Behandlung auf die T-Zell-gesteuerte Immunantwort wie bei der EAE
(WANG et al., 2008) nicht ausgeschlossen werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Grund zur Annahme, dass die Blockade von
MK die Leukozyteninfiltration wéihrend der akuten Phase der EAM erheblich
beeintrdchtigt und dadurch im chronischen Stadium deren Folgeschiden wie
kardiale Dysfunktion und myokardiale Fibrose im chronischen Stadium deutlich
abschwicht. Was MK als therapeutisches Ziel weiterhin durchaus interessant
machen konnte, ist die Tatsache, dass dieser Wachstumsfaktor in physiologischem
Gewebe eines adulten Organismus kaum exprimiert wird (TSUTSUI et al., 1991).
Da eine Behandlung mit AK gegen MK folglich keine Wirkung in gutartigem
Gewebe hitte, konnte die Blockade dieses Heparin-bindenden Wachstumsfaktors

daher moglicherweise nur wenige Nebenwirkungen zur Folge haben.

Fiir ein verbessertes Verstandnis der Rolle von MK wihrend der Pathogenese der
Myokarditis wire es sinnvoll, in einem neuen Versuchsansatz die Auswirkungen
einer Blockade des Wachstumsfaktors zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der
Erkrankung zu untersuchen. Mit der Behandlung der Versuchstiere ab Tag 0
wurde nur in eingeschrinkter Weise eine Therapiemdglichkeit simuliert, da eine
prophylaktische Blockade von MK in der Klinik sowohl beim Menschen als auch
beim Tier nicht realistisch ist. Daher konnte der Therapiestart in einem
Folgeversuch im EAM-Modell beispielsweise an Tag 14 definiert werden, da sich
zu diesem Zeitpunkt bereits ein entziindliches Infiltrat in den Herzen zu etablieren
beginnt. Interessant wére, hierbei zu untersuchen, inwiefern die Blockade von MK
auch zu dieser spiteren/akuten Phase der Myokarditis zu einer Verbesserung der

kardialen Funktion und pathologischen Umstrukturierung der Herzen fiihren kann.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden mit dem Ziel durchgefiihrt,
ein besseres Verstindnis fiir die Pathologie der Myokarditis zu entwickeln und
daraus gegebenenfalls Ansdtze fiir neue Therapieoptionen abzuleiten. Da eine
Rolle von MK bereits bei verschiedenen chronisch entziindlichen Erkrankungen
beschrieben werden konnte, und im Speziellen die Autoimmunmyokarditis die
Folge eines chronisch entziindlichen Prozesses darstellt, liegt es nahe, die
Bedeutung des Wachstumsfaktors MK wiéhrend der Entwicklung dieses

Krankheitsbildes genauer zu untersuchen.

Durch die Blockade von MK mit Hilfe spezifischer anti-MK-AK im Mausmodell
der EAM konnte gezeigt werden, dass MK bei der Rekrutierung von
inflammatorischen Zellen, insbesondere PMN, wihrend der akuten Phase der
Myokarditis von essentieller Bedeutung sein konnte. Der verminderte Grad an
Infiltration durch verschiedene Subpopulationen inflammatorischer Zellen im
Herzmuskelgewebe ldsst erkennen, dass die Inhibition von MK in einem
signifikant schwicher ausgepridgten Phénotyp der Erkrankung an Tag 21 des
Modells resultiert.

Da akute Myokarditiden jedoch sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Tiermedizin oft unerkannt bleiben und Patienten erst bei anhaltenden
Beschwerden vorstellig werden, sollte in dieser Arbeit auch Bezug auf mogliche
Spédtfolgen einer nicht vollstindig ausgeheilten akuten Herzmuskelentziindung
genommen werden. Hierbei konnte erfolgreich gezeigt werden, dass eine
Blockade von MK auch charakteristische pathologische Verdnderungen wie
myokardiale Fibrose und kardiale Pumpfunktion positiv beeinflusste. Zwar wird
vermutet, dass die Ergebnisse der Analysen im chronischen Stadium als Folge des
abgeschwichten Phénotyps wihrend der akuten Phase der Erkrankung zu
interpretieren sind, der Nachweis einer direkten Wirkung der MK-Inhibition auf
Pathomechanismen wéhrend der chronischen Phase wire jedoch noch zu fithren

und kann daher nicht ausgeschlossen werden.
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VII. SUMMARY — THE ROLE OF MIDKINE IN THE MOUSE MODEL OF

EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE MYOCARDITIS

The experiments described in this study were performed with the aim to obtain a
better understanding of the pathology of myocarditis and to possibly create a new
option of therapy for patients suffering from this disease. The role of MK in
multiple other chronic inflammatory diseases was already described in detail,
however, not in context with myocarditis. Because especially the autoimmune
myocarditis represents the result of a persisting inflammatory process it was
interesting to investigate the part of the growth factor MK during the pathological

mechanisms of this disease.

By blocking MK with a specific anti-MK antibody in the mouse model of EAM it
was shown in this work that MK plays a critical role during recruitment of
inflammatory cells like PMN at the acute stage of myocarditis. The alleviated
degree of infiltration of different subpopulations of inflammatory cells in the
myocardial tissue on day 21 of the EAM model reveals that inhibition of MK
results in a significantly less developed phenotype at the acute stage of this

disease.

However, because acute myocarditis in both humans and animals often remains
undetected, and patients only request for medical advice after persisting disorders
this study also refers to the long-term consequences of an incomplete recovery

after acute myocarditis.

Here, it was shown successfully that blocking MK not only impairs the phenotype
of acute myocarditis but beyond that also leads to a positive outcome regarding

fibrotic alteration of myocardial tissue and cardiac function.

Although it is supposed that the results during the chronic stage of the disease
may possibly be the effect of a less distinct phenotype on day 21 of the EAM
model, nevertheless a direct impact of blocking MK on the pathological

mechanisms during the chronic development cannot be excluded.
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