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Zusammenfassung 
 
Die Myokarditis ist eine Sammelbezeichnung aller akuten oder chronischen 

entzündlichen Prozesse des Herzmuskels und wird in den meisten Fällen durch 

kardiotrope Viren verursacht. Coxsackieviren der Gruppe B (CVB3) stellen dabei 

nachgewiesene Erreger einer viral initiierten Myokarditis dar. Die fundamentale 

Bedeutung der NK-Zellen hinsichtlich einer effizienten Immunkontrolle der CVB3 

Myokarditis wurde bereits durch frühere Arbeiten belegt, welche jedoch nur wenig 

Information über die potentielle Rolle der NK-Zellen offenbaren. Wir stellen die 

Hypothese auf, dass individuell ausgeprägte NK-Zellfunktionen und ein spezifisches 

NK-Zellrezeptorrepertoire großen Einfluss auf den Verlauf einer CVB3-Infektion haben.  

In dieser Arbeit wurden anhand eines etablierten CVB3 Mausmodells, welches humane 

Charakteristika bezüglich des Krankheitsverlaufs implementiert, die immunologischen 

Prozesse infolge einer Enterovirus-induzierten Myokarditis hinsichtlich einer NK-

Zellantwort analysiert. Dieses Modell umfasst zum einen permissive A.BY/SnJ Mäuse, 

die infolge einer CVB3-Infektion eine chronische Myokarditis entwickeln, die mit 

Viruspersistenz assoziiert ist und zum anderen immunkompetente C57BL/6 Mäuse, die 

das Virus während der akuten Infektion vollständig aus dem Organismus eliminieren 

und keine Chronifizierung der Erkrankung ausbilden.  

Wir konnten zeigen, dass die Resistenz gegenüber einer CVB3-induzierten chronischen 

Myokarditis in C57BL/6 Mäusen mit der Präsens des aktivierenden Rezeptors NKG2D 

auf NK-Zellen und effizienter NKG2D-induzierter Effektorfunktionen, wie Zytotoxizität 

und IFN-γ Sekretion, assoziiert ist. Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass 

resistente C57BL/6 Tiere eine größere Frequenz an reifen (CD11bhigh) splenogenen und 

kardialen NK-Zellen aufweisen, während permissive A.BY/SnJ Mäuse einen unreifen 

NK-Zellphänotyp zeigen. Die protektive Wirkung von NKG2D gegenüber einer CVB3-

induzierten Myokarditis konnte durch die in vivo Neutralisation bzw. NKG2D Depletion 

bestätigt werden. Schließlich wurde, durch einen adoptiven Transfer immunkompetenter 

C57BL/6 NK-Zellen in suszeptible A.BY/SnJ Mäuse, der schützende Einfluss dieser 

Lymphozytenpopulation gegenüber einer CVB3-induzierten Myokarditis bewiesen.  

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass eine frühe kardiale Infiltration reifer 

NK-Zellen und insbesondere die Funktionalität des aktivierenden Rezeptors NKG2D 

eine fundamentale Rolle in der Immunkontrolle einer CVB3 Myokarditis spielen. 

 



                  II
                  
               
Abstract 

 

Myocarditis is a collective term for all kinds of acute and chronic inflammations of the 

heart and is in most cases induced by cardiotropic viruses. Group B Coxsackieviruses 

(CVB3) are well known to trigger a virally caused myocarditis. The functional 

involvement of NK cells in this disease has been already described more than a decade 

ago. However, limited information about the functional involvement of NK cells is 

available. We hypothesized that the individual NK cell function as well as their receptor 

repertoire determines the outcome following CVB3 infection. 

To elucidate susceptibility factors and especially the role of NK cells in the different 

forms of disease progression in viral myocarditis we used an established mouse model 

of CVB3 myocarditis mimicking the human disease progress. In this model 

immunocompetent C57BL/6 mice develop acute myocarditis followed by complete 

elimination of the virus. In contrast, susceptible A.BY/SnJ mice develop following an 

acute infection a chronic myocarditis with virus persistence.  

We were able to prove that the resistance to CVB3 induced chronic myocarditis in 

C57BL/6 mice is associated with the presence of activating NK cell receptor NKG2D 

and efficient NKG2D functions like cytotoxicity and IFN-γ secretion. The examination of 

the maturation status of NK cells revealed an immature CD11blow phenotype in 

A.BY/SnJ mice whereas the mature CD11bhigh NK cells were at higher amount in 

C57BL/6. Furthermore the protective effect of NKG2D against a CVB3 induced 

myocarditis was proven by an in vivo neutralisation respectively depletion of NKG2D. 

Finally, in an adoptive transfer system naive NK cells from immunocompetent C57BL/6 

mice had the potential to protect A.BY/SnJ mice from progressive course of a CVB3 

infection.    

Our results indicate an early infiltration of mature NK cells in association of potent 

activation of cytolytical functions by NKG2D in resistant C57BL/6 mice after CVB3 

infection leading to an effective viral clearance compared to susceptible A.BY/SnJ mice 

emphasizing the functional importance of NK cells in this infection model.     
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Einleitung  1 

 

1 Einleitung 

 

Der Begriff Myokarditis findet sich bereits Anfang des 19. Jahrhunderts in der 

medizinischen Literatur. Damals wurden unter diesem Begriff Erkrankungen des 

Herzens, die nicht mit einer Veränderung der Herzklappen einhergingen sowie 

Entzündungen des Brustkorbs zusammengefasst (1). Dazu zählte unter anderem eine 

Myokarditis sowie eine Perikarditis, Pneumonie, Pleuritis und vermutlich auch das akute 

Koronarsyndrom. 1806 beschrieb Corvisart eine kardiale entzündliche Erkrankung, die 

zu progressiver Verschlechterung der Herzfunktion führen konnte, und fand erste 

Hinweise auf einen möglichen Zusammenhang zwischen chronischer Herzerkrankung 

und Infektion (2). Sobernheim benutzte die Bezeichnung Myokarditis erstmalig 1837 

ausschließlich für Entzündungen des Myokards (3). 

Ein Großteil der Myokarditiden wird durch kardiotrope Viren, wie beispielsweise das 

Coxsackievirus der Gruppe B (CVB3), verursacht. Klinisch verlaufen virale 

Herzmuskelentzündungen meist inapparent. Symptomatische Formen reichen von 

grippeartigen Krankheitsbildern mit Lymphadenitis und Myalgien bis zum plötzlichen 

Herztod bei fulminanter Myokarditis oder ventrikulärer Arrhythmie. In der Aufklärung 

immunologisch protektiver Mechanismen der Myokarditis haben sich in den letzten 

Jahrzehnten zahlreiche Fortschritte ergeben. Bereits im Jahr 1986 konnten durch 

Godeny et al. eine essentielle Beteiligung von NK-Zellen an der Immunantwort einer 

CVB3-induzierten Myokarditis nachgewiesen werden (4). NK-zelldepletierte Mäuse 

zeigten nach CVB3-Infektion einen progressiveren Verlauf der Erkrankung, 

gekennzeichnet durch hohe Virustiter und umfangreiche kardiale Nekrosen im Vergleich 

zu Wildtyp-Tieren (wt). Über die zugrundeliegenden Mechanismen der protektiven 

Wirkung dieser Lymphozyten auf eine CVB3 Elimination und Infektionseindämmung ist 

bisher wenig bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit soll im Besonderen die Rolle der NK-

Zellen in immunologischen Prozessen infolge einer CVB3 Myokarditis am Tiermodell im 

Detail analysiert werden.  

. 

 
 
 
 



Einleitung  2 

1.1 Myokarditis 
 
Als Myokarditis werden alle akuten oder chronischen entzündlichen Prozesse des 

Herzmuskels bezeichnet. Sie ist gekennzeichnet durch Nekrose der Myozyten und 

vermehrte Infiltration von Entzündungszellen. Obwohl eine Myokarditis in vielen Fällen 

symptomlos verläuft, kann sie doch zu lebensbedrohlichen Herzrhythmusstörungen und 

zum plötzlichen Herztod führen (5). Die Entstehung einer Myokarditis kann 

verschiedene Ursachen haben. Man unterscheidet zwischen einer toxischen, 

autoimmunen und einer infektiösen Form. Eine toxische Myokarditis kann 

beispielsweise durch übermäßigen Alkoholkonsum, Schwermetalle, Medikamente wie 

Chemotherapeutika und Antipsychotika, sowie durch Barbiturate ausgelöst werden. Bei 

einigen Autoimmunerkrankungen wie der Sarkoidose, dem systemischen Lupus 

erythematodes und der Sklerodermie kann das Myokard betroffen sein. Die häufigsten 

Ursachen einer Myokarditis sind jedoch infektiöse Agenzien. In Europa und der USA 

sind in 50% der Fälle Enteroviren, insbesondere Coxsackieviren B1-B5 beteiligt. Aber 

auch Parvovirus B19, Adenoviren, Influenzaviren und Mumpsviren konnten aus dem 

Myokard isoliert werden (6-8).  

 

1.1.1   Epidemiologie 
 
Die Epidemiologie der Myokarditis in der Bevölkerung ist aufgrund der variablen 

Symptomatik und der erschwerten Diagnosestellung weitgehend unbekannt. 

Schätzungen zu folge beträgt die Inzidenz in den USA 1-10/100.000 Einwohner pro 

Jahr. Weiterhin wird angenommen, dass 1-5% aller viralen Infektionen mit einer 

myokardialen Beteiligung einhergeht. Eine über 12.000 Routineautopsien umfassende 

schwedische Studie zeigte, dass in 1% der Fälle die histologische Diagnose einer 

Myokarditis gemäß Dallas-Kriterien (histopathologische Diagnoserichtlinien der 

Myokarditis (9)) gestellt werden konnte (10). In Japan ließ sich, in einer Serie von 

380.000 Autopsien, eine Myokarditis nur in 0,1% der Fälle histologisch 

nachweisen (11). 

 

1.1.2   Ätiologie 
 
Ätiologisch ist die Myokarditis als Sammelbezeichnung für entzündlich myokardiale 

Erkrankungen verschiedener Ursachen zu verstehen (12). In den industrialisierten 
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Ländern werden hauptsächlich Virusinfektionen für die Entstehung einer Myokarditis 

verantwortlich gemacht. Häufigste kardiotrope Viren sind dabei Enteroviren, 

insbesondere Coxsackieviren der Gruppe B (13) aber auch Adenoviren (7), 

Coxsackieviren der Gruppe A, Hepatitis-C-Viren (14) Influenzaviren und Parvovirus B19 

(8) konnten nachgewiesen werden. Seltener sind Medikamente, Chemikalien oder 

Systemerkrankungen Ursache einer Myokarditis. Betrachtet man die 

Myokarditisätiologie weltweit, so wird die in Mittel- und Südamerika, durch das 

Protozoon Trypanosoma cruzi hervorgerufene Chargas-Krankheit, als häufigste 

Ursache einer Myokarditis angesehen (15). Abgesehen von dieser Serie 

identifizierbarer Agenzien wird eine Myokarditis in 50% der weltweiten Fälle als 

ideopatisch zu klassifizieren sein, obwohl auch hier virale Ursachen vermutet werden, 

jedoch nicht nachgewiesen werden können (16). 

 

1.1.3   Diagnostik 
 
Die Diagnose einer Myokarditis wird in erster Linie über Anamnese, klinische 

Untersuchung und Echokardiographie bzw. Elektrokardiogramm (EKG) gestellt. Dabei 

sind die Veränderungen im EKG oft unspezifisch. Neben Sinustachykardie, als 

Ausdruck der Entzündungsreaktion bzw. der Herzinsuffizienz, und AV-Blockierungen 

können auch Endstreckenveränderungen mit infarktähnlicher Präsentation auftreten. 

Seltener sind tachykarde oder brachykarde Rhythmusstörungen zu finden. 

Labordiagnostisch können serologische Entzündungsparameter wie Leukozyten, C-

reaktives Protein und Blutsenkungsgeschwindigkeit erhöht sein. Serologische 

Antikörper-Titer-Bestimmungen auf Viren finden nur in einigen Fällen Anwendung, da 

sie oft unspezifisch, selten aussagekräftig und kostenintensiv sind. 

In Röntgenuntersuchungen können Zeichen einer links- oder biventrikulären Dilatation 

und Stauungszeichen festgestellt werden. Über die Koronarangiographie lässt sich eine 

stenosierende koronare Herzerkrankung ausschließen. Eine sichere Diagnose der 

Myokarditis kann jedoch nur durch eine Endomyokardbiopsie gestellt werden. Die 

Entnahme myokardialer Biopsien und anschließender Auswertung wurde bereits 1956 

durch Sutton et al. durchgeführt. Dabei wurde Gewebe mit einer Nadel durch einen 

transthorakalen Zugang entnommen (17). Die heute meist angewandte Methode ist die 

Entnahme aus dem rechten Ventrikel im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung oder 

durch einen Zugang über die Vena Jugularis interna (18). Die entnommenen 



Einleitung  4 

Gewebeproben werden anschließend einer histologischen, immunhistologischen und 

molekularbiologischen Analyse unterzogen und komplettieren so die myokardiale 

Diagnostik. Durch Slot-Blot-Technik (19), in-situ-Hybridisierung (20) und PCR (21) ist 

der Virusnachweis im Myokardgewebe möglich. Durch die Verwendung von Antikörpern 

gegen diverse Antigene der am Entzündungsprozess beteiligten Zellen (z.B. 

Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen) können diese identifiziert, 

charakterisiert und quantifiziert werden (22). Zudem kann eine erhöhte Expression 

zellunabhängiger Immunmarker wie Adhäsionsmoleküle des Gefäßendothels und von 

Histokompatibilitätsantigenen nachgewiesen werden und zu diagnostischen Zwecken 

herangezogen werden.  

 

1.1.4   Verlauf und Prognose 
 
Die Hälfte bis zwei Drittel der Myokarditiden verlaufen gutartig und heilen ohne 

Residuen spontan aus (23). Selten kommt es zu einem fulminanten Verlauf mit akuten 

Herzrhythmusstörungen, Überleitungsstörungen oder Pumpversagen des linken 

Ventrikels (24). Myokarditiden, die sich als akutes Koronarsyndrom darstellen haben 

eine günstige Prognose während Erstmanifestationen, die als Synkope, mit Zeichen 

einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz oder mit einer deutlich eingeschränkten 

linksventrikulären Funktion einhergehen, einen ungünstigen Verlauf hinsichtlich der 

Mortalität nehmen. Der Übergang einer akuten Myokarditis in eine chronische 

Verlaufsform mit Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) wird vermutet, 

konnte bisher aber noch nicht bewiesen werden. Obgleich in Studien am Tiermodell die 

Entwicklung einer akuten Myokarditis in eine DCM gezeigt werden konnte (25).  

 

1.1.5   Dilatative Kardiomyopathie 
 
Die dilatative Kardiomyopathie ist gekennzeichnet durch eine starke, pathogene 

Erweiterung, zunächst des linken Ventrikels, im Endstadium auch aller Herzhöhlen. 

Infolge kommt es zu systolischen Funktionseinschränkungen oft kombiniert mit 

asynchronem Kontraktionsablauf der Kammer. Die DCM ist neben der koronaren 

Herzerkrankung die bedeutendste Indikation für Herztransplantationen (26). Sie ist mit 

einer jährlichen Inzidenz von 5-10/100.000 Einwohnern und einer Prävalenz von 36 

Fällen pro 100.000 Einwohner die häufigste Form unter den Kardiomyopathien (27). 

Ätiologisch sind ca. 50% der Erkrankungen auf eine idiopathische DCM zurückzuführen. 
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Die anderen 50% verteilen sich auf ein weites Spektrum unterschiedlicher Ursachen wie 

autoimmunologische Vorgänge, Gendefekte, toxische Indikation oder infektiöse 

Agenzien. In den industrialisierten Ländern wird eine virusinduzierte chronische 

intramyokardiale Entzündung, insbesondere mit Enteroviren der Coxsackievirus B-

Gruppe als wesentlicher Auslöser angesehen (5, 25). 

 

1.1.6   Virusinfektion als Auslöser einer Myokardit is 
 
Viren sind mit 50% die häufigste Ursache einer infektiösen Herzmuskelentzündung, 

wobei kardiotrope Viren wie Enteroviren (z.B. Coxsackievirus, Parvovirus B19), 

Adenoviren und Herpesviren als ursächlich diskutiert werden (7, 8). Virusinduzierte 

Myokarditiden manifestieren sich entweder durch direkte virusbedingte Schädigung des 

Herzmuskels oder durch Kreuzantigenität, wobei es zu einer Kreuzreaktion des 

Immunsystems zwischen viralen Strukturen und Herzmuskelzellen kommt (28).  

Einer initialen Virusinfektion folgt eine antivirale Immunantwort mit dem Ziel einer 

effizienten Viruseliminierung. Ein ineffizientes Virusclearing kann dabei zu 

Viruspersistenz und einer sich daraus ableitenden chronischen Entzündung führen (29). 

Durch die anhaltende virusbedingte Schädigung der Kardiomyozyten kommt es im 

Verlauf zu einer progredienten Verschlechterung der Herzfunktion, welche in einer 

Herzinsuffizienz resultieren kann.  

 

1.2 Enteroviren 
 
Enteroviren gehören neben Hepatoviren, Cardioviren, Rhinoviren und Aphtoviren zur 

Familie der Picornaviridae. Der Name Picorna ist eine Abkürzung und verweist auf zwei 

molekulare Eigenschaften der Virusfamilie: die geringe Größe der Viren (pico, 22-30nm) 

und die Art der Nukleinsäuren des Virusgenoms (RNA) (30). Sie bilden unbehüllte 

ikosaedrische Partikel, die sich aus zwölf Pentameren zusammensetzen. Ein Pentamer 

besteht wiederum jeweils aus fünf Untereinheiten (Protomeren), die durch 4 

Virusproteine (VP1–VP4) gebildet werden. Während die Strukturproteine VP1-VP3 an 

der Oberfläche des Kapsids lokalisiert sind, befindet sich VP4 an der Innenseite der 

Partikel und ist über positiv-geladene Aminosäurereste mit dem RNA-Genom assoziiert 

(31). 
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1.2.1   Coxsackievirus B3 
 
Das Coxsackievirus B3 gehört neben Polioviren und Echoviren, zum Genus der 

Enteroviren. Es handelt sich dabei um kleine unbehüllte Viren mit einem Einzel-Strang-

RNA-Genom von positiver Polarität, d.h. es entspricht der messenger RNA (mRNA) und 

kann direkt translatiert werden. CVB3 ist ein säurestabiles Virus, dessen natürlicher Wirt 

der Mensch ist. Eine Übertragung auf andere Spezies ist möglich. Die Infektion erfolgt 

fäkal–oral oder per Tröpfcheninfektion. Der Krankheitsverlauf bei Maus und Mensch ist 

nahezu identisch (32). 

 

1.2.1.1 Das Genom von CVB3 
 
Das einzelsträngige Genom von CVB3 hat eine Größe von 7,4 kb und besteht aus 

einem einzelnen offenen Leserahmen (ORF) (33), welcher am 3`- und am 5`- Terminus 

von untranslatierten Regionen (UTR) begrenzt wird. Im aminoterminalen Bereich 

befinden sich die Sequenzen der viralen Kapsidproteine (VP1-VP4), in den 

carboxyterminal orientierten Regionen die der Nichtstrukturproteine (2A-3D). Das 5`- 

Ende des CVB3-Genoms ist kovalent mit einem kurzen viruskodierten VPg (viral protein 

genome-linked 3B) verknüpft, während das 3´-Ende polyadenyliert vorliegt.  Zusätzlich 

verfügt CVB3 über eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) am 5`-Ende. Diese 

erlaubt die Bindung von zellulären Ribosomen zur Translations-Initiation unabhängig 

von einer, für eukaryotische mRNA typischen, 5’ Cap-Struktur. Das Genom kodiert ein 

Polyprotein, welches über verschiedene Zwischenstufen proteolytisch in 11 

Einzelproteine gespalten wird (34). 

 

       

Kapsidproteine

5`UTR 3`UTR

 

Abbildung 1: Organisation des CVB3-Genoms und Struk tur des Viruspartikels  (modifiziert nach  

Hober, 2013 (34)). 
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1.2.1.2 Replikationszyklus von CVB3 
 
Die Infektion permissiver Zellen durch CVB3 beginnt mit der Adsorption des Virus´ an 

den zellulären Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) und der dadurch initiierten 

Endozytose des Partikels in das Zellinnere (35). Im anschließenden Prozess des 

Uncoatings wird, durch eine membranständige ATP-abhängige Ionenpumpe, die 

Ansäuerung des Vesikelinneren bewirkt. Dieser Vorgang führt zur Umlagerung der 

Kapsidstruktur und der Freisetzung des viralen Genoms in das Zytoplasma der 

Wirtszelle. Aufgrund der positiven Orientierung des Einzelstrang-RNA-Genoms kann 

dieses direkt intrazytoplasmatisch, unter Verwendung der zellulären Translations-

maschinerie, in ein Vorläuferprotein übersetzt werden. Dieses Polyprotein wird noch 

während der Translation durch Aktivität der virusspezifischen Proteasen 2A und 

3C/3CD in die einzelnen Struktur- und Nichtstrukturproteine gespalten. Dabei entstehen 

auch, die für die Genomreplikation notwendige, RNA-abhängige RNA Polymerase 3D 

sowie das VPg, welches als Protein-Primer für die Initiation der RNA-Synthese fungiert. 

Die Polymerase schreibt das Positivstranggenom in einen komplementären 

Negativstrang um, welcher als Matrize für neue positive RNA-Genomstränge dient. Die 

synthetisierten viralen Proteine und Genome lagern sich an intrazellulären 

Membrankompartimenten wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER) durch spontane 

Aggregation (self-assembling) zu infektiösen Virionen zusammen. Die Freisetzung der 

Viruspartikel erfolgt aufgrund einer Änderung der Membranpermeabilität im Zuge der 

infektionsbedingten Lyse der Wirtszelle (34). 
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        Abbildung 2:         Replikationszyklus von CVB3  (modifiziert nach Hober, 2013 (34)). 
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1.2.1.3 Pathogenese der CVB3-induzierten Myokarditi s 
 
Während eine CVB3 Myokarditis bei der Mehrzahl der Patienten ohne klinisch relevante 

Folgen ausheilt, manifestieren 21% der Patienten innerhalb von 33 Monaten eine DCM 

(23). Die Mechanismen, die der Entwicklung einer DCM aus einer Virusmyokarditis 

zugrunde liegen sind weitestgehend unbekannt. Nach heutigem Erkenntnisstand wird, 

in Bezug auf eine viral induzierte DCM, davon ausgegangen, dass eine initial starke 

zelluläre Immunantwort im Rahmen einer akuten Myokarditis zur schnellen 

Viruselimination und Ausheilung führt, während eine verlängerte oder abgeschwächte 

Immunantwort in einer Erregerpersistenz mit Chronifizierung der Entzündung resultiert. 

Neben direkt virustoxischen Effekten kann sich sekundär durch humorale und zelluläre 

Immunmechanismen eine zusätzliche Chronifizierung der antikardialen Immunantwort 

mit Entwicklung einer Autoimmunität herausbilden (36, 37). Es manifestiert sich eine 

chronische Herzinsuffizienz.  

Eine Infektion mit CVB3 führt zunächst zu einer lokalen Ansiedlung und Vermehrung in 

den Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Organen des Oropharynx und des 

Gastrointestinal-Trakts. Von hier aus erfolgen eine hämatogene Ausbreitung mit 

ausgeprägter Virämie und schließlich die sekundäre Ansiedlung der Viruspartikel in den 

Zielorganen wie dem Pankreas (38) und insbesondere dem Herz (39).  

Experimentell verläuft eine virale Myokarditis in drei Phasen: 1 akute Phase, 2 

inflammatorische/ subakute Phase, 3 chronische Phase (24, 36). In der akuten Phase 

der Infektion tritt die direkt zellzerstörende Wirkung des Virus` in den Vordergrund. Die 

intrazelluläre Virusvermehrung führt zu morphologischen Veränderungen der Wirtszelle 

und schließlich zur infektionsbedingten Lyse dieser (40). Zusätzlich trägt die direkte 

proteolytische Interaktion viruseigener Proteasen mit Wirtsproteinen z.B. der 

Proteinbiosynthese (41) oder des Zytoskeletts (42) zur Zytopathogenität des Virus` bei. 

Im Anschluss an das akute Stadium der Infektion folgt die inflammatorische Phase, die 

mit einer starken Aktivität des Immunsystems einhergeht. Die Immunabwehr erfolgt 

zunächst durch die angeborene Immunantwort, in deren Folge es zu einer 

infektionsbedingten Inflammationsreaktion mit starker Gewebsinfiltration durch reaktive 

Entzündungszellen, wie Makrophagen und Natürliche Killerzellen (NK) kommt (43). 

Zusätzlich werden proinflammatorische Enzyme wie Interleukin 1ß (IL-1ß), Interleukin 2 

(IL-2), Interferon γ (IFN-γ) Tumornekrosefaktor α (TNF-α) sowie Perforin und Granulysin 

ausgeschüttet (39). Aufbauend auf diese ersten Abwehrmechanismen der angeborenen 
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Immunität folgt eine zweite spezifisch adaptive Immunreaktion durch T-Helfer (TH) 

Lymphozyten und zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) (37, 44). Schließlich führen 

anhaltende inflammatorische Prozesse, in Verbindung mit negativen inotropen Effekten 

durch Zytokine wie TNF-α und IL-1 (45) und die Zerstörung der extrazellulären Matrix 

(46) sowie T-Zellvermittelte kontraproduktive Immunreaktionen (44, 47) zu einer 

fulminanten Myokardzerstörung. In dieser Phase findet man im Herzmuskel diffus 

verteilte Läsionen von Immunzellinfiltraten. Durch die zunehmende positive Wirkung der 

adaptiven Immunantwort kann in vielen Fällen das Virus eliminiert und so die Infektion 

eingedämmt und eine vollständige Rekonvaleszenz hervorgerufen werden (48). In 

einigen Fällen gelingt die Viruseliminierung, aus bisher noch ungeklärter Ursache nicht 

vollständig, es kommt zu Viruspersistenz mit Entwicklung einer chronisch entzündlichen 

Myokarditis (chronische Phase) (49). Die anhaltende intrakardiale Inflammation 

verbunden mit einer progredienten Fibrose kann zur Dilatation und 

Funktionseinschränkung des linken Ventrikels mit Ausbildung einer inflammatorischen 

dilatativen Myokarditis (DCMi) führen.  

 

1.3 Natürliche Killerzellen  
 
Natürliche Killerzellen (NK) sind der angeborenen Immunantwort zuzuordnen und 

wurden erstmals 1975 in Mäusen beschrieben (50). Sie bilden einen Anteil von ca. 10 – 

15% der im peripheren humanen Blut zirkulierenden mononukleären Zellen (51) und 

sind wichtige Komponenten der Immunkontrolle entarteter Zellen. NK-Zellen 

sezernieren große Mengen proinflammatorischer Zytokine, wie IFN-γ und TNF-α, und 

sind in der Lage abnorme Zellen ohne vorherige Sensibilisierung zu lokalisieren und zu 

eliminieren.   

Im humanen System werden NK-Zellen durch die Expression der Rezeptoren CD56 

und CD16 bei gleichzeitiger Abwesenheit des CD3 T-Zellrezeptors charakterisiert (52). 

Murine NK-Zellen exprimieren neben CD122, NK1.1 und DX5 den NK-zellspezifischen 

Rezeptor NKp46 (51, 53). Die NK-zellinduzierte Lyse von Zielzellen basiert auf zwei 

verschiedenen Mechanismen; zum einen durch direkte zytotoxische Aktivität über die 

Sekretion von zytolytischen Proteinen, wie Perforin und Granzym B (54), und zum 

anderen über einen nicht sekretorischen, indirekten Signalweg durch Interaktion 

zwischen dem Fas-Ligand (FasL) auf NK-Zellen und dem Fas-Rezeptor (Fas) auf 

Zielzellen (55). Des Weiteren spielen NK-Zellen eine bedeutende Rolle bei der 
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Regulation des Immunsystems im frühen Stadium der Immunabwehr. Sie bilden die 

erste Verteidigungslinie bei der Abwehr von intrazellulären Pathogenen und der 

Kontrolle von Tumorzellen (50, 56). Die Bedeutung Natürlicher Killerzellen für eine 

effektive CVB3-spezifische Immunantwort konnte bereits in NK-zelldepletierten 

Mausmodellen gezeigt werden (4, 57). Infolge einer CVB3-Inokulation zeigten diese 

Tiere einen erhöhten Virustiter im Myokard sowie einen progredienten Verlauf der 

Infektion. Die Aktivierung der NK-Zellen unterliegt dabei einer Regulation durch 

inhibitorische als auch aktivierende Rezeptoren (58). 

 

1.3.1   NK-Zellrezeptoren 
 
NK-Zellen exprimieren eine Vielzahl inhibierender und aktivierender Rezeptoren, 

welche überwiegend autologe HLA-Klasse I Moleküle erkennen und binden. Man 

unterscheidet zwei große MHC-reaktive NK-Zellrezeptorfamilien: die Immunglobulin-

ähnlichen (Ig-ähnliche) und die C-Typ-Lektin-ähnlichen (59, 60). Unter die Ig-

Superfamilie fallen die killer cell immunglobuline-like receptors (KIR), welche 

ausschließlich im humanen System exprimiert werden (Chromosom 19) (61). Zur C-

Typ-Lektinfamilie gehören die CD94/NKG2 Rezeptoren und die Ly49 Rezeptorfamilie, 

wobei letztere ausschließlich im murinen System nachgewiesen wurden (Chromosom 

6) (62). Ly49- und KIR-Rezeptoren stellen trotz ihres unterschiedlichen strukturellen 

Aufbaus funktionelle Homologe dar. In beiden Familien gibt es sowohl inhibierende als 

auch aktivierende Rezeptoren. Die Inhibition wird dabei über immunoreceptor tyrosin-

based inhibitory motifs (ITIM) im intrazellulären Anteil der Rezeptoren vermittelt (63) 

während die aktivierenden Rezeptoren über die Assoziation mit DAP12 das 

entsprechende aktivierende Motiv (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif, 

ITAM) erhalten (64). 

Die Regulation der NK-Zelle erfolgt durch ein präzise abgestimmtes Gleichgewicht 

zwischen Signalen der aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren (65). Dominiert 

dabei das inhibitorische Signal über dem aktivierenden bleibt die NK-Zellaktivierung 

blockiert. Existiert jedoch kein entsprechender Ligand für inhibierende Rezeptoren oder 

überwiegen Liganden für aktivierende Rezeptoren, wird die NK-Zelle in ihren 

Effektorfunktionen aktiviert. NK-Zellen sind im Gegensatz zu B- und T-Zellen sofort 

aktivierbare Effektoren und können nur durch permanente inhibitorische Signale in ihrer 

Aktivität gehindert werden. Auf gesunden Zellen dominieren inhibitorische Signale und 
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die NK-Zelle bleibt inaktiv. Im Falle von abnormen Zellen bei malignen Tumoren (66) 

oder Virusinfektion (67) fehlen entsprechende inhibierende Liganden (MHC-Moleküle) 

auf körpereigenen Zellen, sodass aktivierende Signale überwiegen und die Lyse der 

Zelle eingeleitet wird (Missing Self Hypothese) (68). Viele Viren sind in der Lage, im 

Zuge des molekularen Mimikrys, die Antigenpräsentation durch Akkumulation von 

MHC-I Molekülen zu verhindern. Sie können so der Registrierung durch T-Zellen, die 

zur Aktivierung auf die Präsentation von Antigenen durch MHC-Rezeptoren angewiesen 

sind, entkommen, nicht aber der zytotoxischen Aktivität der NK-Zellen. 

 

     

NK-Zelle

aktivierender Rezeptor

virusinfizierte Zelle

MHC-I fehlt

Zelllyseinhibierender Rezeptor

 

                         

1.3.2      Das humane NK-Zellsystem 
 
Im humanen System zählen die HLA-abhängigen KIRs zu den wichtigsten Rezeptoren 

auf NK-Zellen. KIR Rezeptoren und HLA Antigene (Human Leucocyte Antigen) sind 

jeweils sehr polymorph und werden unabhängig voneinander auf unterschiedlichen 

Chromosomen (KIR: Chromosom 19, HLA: Chromosom 6 und 15) kodiert (61, 69). Die 

Klassifikation der KIR Rezeptoren erfolgt aufgrund der Anzahl an extrazellulären 

Immunglobulindomänen (2D oder 3D) und das Vorhandensein langer (L) oder kurzer 

(S) zytoplasmatischer Domänen. KIR-Rezeptoren mit einer langen zytoplasmatischen 

Domäne übermitteln inhibitorische Signale, während KIR-Proteine mit kurzer 

zytoplasmatischer Domäne eine aktivierende Funktion haben.  

In jüngster Zeit wurde die Relevanz der KIR Rezeptoren für viele klinische Phänomene 

untersucht. Einzelne Arbeiten belegen, dass der definierte KIR Genotyp eines Patienten 

mit dem Verlauf einer Viruserkrankung assoziiert werden konnte. So wurde gezeigt, 

dass bei einer Hepatitis C (HCV) Infektion das Vorhandensein des inhibitorischen 

Abbildung 3 : Schematisch e Darstellung 

der Missing Self Theorie.  

(Modifiziert nach wikipedia.org.) Die Regu-

lation der NK-Zelle beruht auf einem 

Gleichgewicht aktivierender und inhibierender 

Rezeptoren.  Die Abwesenheit inhibierender 

Signale aufgrund fehlender Präsentation 

körpereigener Moleküle führt zur Aktivierung 

der NK-Zelle. 
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Rezeptors KIR2DL3 und des korrespondierenden HLA Liganden (HLA-C1) im Genotyp 

die Viruselimination positiv beeinflussen kann (70). In zwei weiteren Arbeiten konnte 

nachgewiesen werden, dass der aktivierende Rezeptor KIR3DS1 und sein 

korrespondierender Ligand HLA-Bw4 zu einem verzögerten Verlauf einer AIDS-

Erkrankung führt. Hingegen resultiert die Abwesenheit des Liganden HLA-Bw4 im 

Genotyp in einer rapiden Verschlechterung des Krankheitsverlaufs (71).  

 

1.3.3      Das murine NK-Zellsystem 
 
Im murinen System gehören die Rezeptoren der C-Typ Lektin-Familie Ly49 und 

CD94/NKG2 zu den wichtigsten NK-Zell-Rezeptoren. Ähnlich dem humanen System 

existieren neben inhibitorischen Rezeptoren eine Reihe von aktivierenden Rezeptoren. 

Die NK-Zellrezeptoren der Ly49 Familie werden auf dem NK-Genkomplex (NKC) auf 

Chromosom 6 kodiert (62). Sie treten als kovalent gebundene Homodimere auf der 

Zelloberfläche von NK-Zellen auf und erkennen Antigene der MHC-Klasse I Moleküle 

(62, 72). Bisher sind 17 Ly49 Rezeptoren beschrieben (Ly49 A-P, W) (73, 74). Die 

murine NK-Zelle trägt meist 2 – 3 verschiedene Ly49 Rezeptoren auf der Oberfläche 

(75). Die Verteilung erfolgt, unabhängig vom Vorhandensein eines Liganden, zufällig 

und monoallelisch (76). Zusätzlich kann die murine NK-Zelle CD94-NKG2 auf ihrer 

Oberfläche exprimieren. Diese Rezeptorfamilie umfasst 7 Mitglieder NKG2A, B, C, D, E, 

F, H und wird ebenfalls auf dem NKC auf Chromosom 6 kodiert. Es handelt sich um  

Transmembran-verankerte Typ II Glykoproteine, welche in den meisten Fällen 

dimerisiert mit CD94 vorliegen (77).  

 
1.3.4      Der aktivierende Rezeptor NKG2D 
 
Aus der Gruppe der CD94/NKG2 Rezeptoren stellt das NKG2D (Natural Killer Group 2 

Member D) den am besten charakterisierten NK-Zellrezeptor dar (77). In Mäusen und 

im Menschen wird NKG2D auf NK-Zellen, CD8+ T-Zellen und Subpopulationen von 

Natürlichen Killer T-Zellen (NKT) exprimiert. Im Gegensatz zu humanen CD8+ T-Zellen, 

welche NKG2D konstitutiv exprimieren, konnte murines NKG2D nur auf aktivierten 

CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (78). NKG2D wird strukturell als homodimeres 

Typ II Transmembranprotein exprimiert, welches keine Dimerisierung mit CD94 eingeht. 

Die Ausbildung eines stabilen Immunrezeptorkomplexes und die Aktivierung der 

Signaltransduktion ist ausschließlich durch Assoziation über Disulfidbrücken mit den 
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Adapterproteinen DAP10 (DNAX-aktivierendes Protein von 10 kD) und DAP12 möglich 

(79). Während das humane NKG2D lediglich in einer Variante, die mit einem DAP10-

Dimer assoziiert ist, vorliegt werden im murinen System zwei unterschiedliche 

Isoformen des NKG2D durch alternatives Spleißen synthetisiert. Die lange Variante 

NKG2D-Long kommt hauptsächlich auf ruhenden NK-Zellen vor und wird durch 

Bindung von DAP10 gebildet, während die kurze Form NKG2D-Short sowohl mit 

DAP10 als auch mit DAP12 interagiert und bei Aktivierung induzierbar ist (80). Während 

DAP10 kostimulatorisch wirkt ist DAP12 in der Lage NK-Zellen direkt zu aktivieren. 

DAP10 enthält ein Tyr-x-x-Met (YxxM) Motiv und bindet nach Phosphorylierung dieses 

an Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) und die p85 Untereinheit der 

Phosphatidylinositol (PI)-3-Kinase (PI3K), welche über den MAP-Kinaseweg ein 

aktivierendes Signal vermittelt (81). Das ITAM-haltige DAP12 Protein hingegen aktiviert 

in NK-Zellen die Tyrosinkinasen Syk und ZAP70, die, durch Phosphorylierung 

verschiedener Moleküle,  die Signaltransduktion in Gang setzen (64).  
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Abbildung 4:      Schematische Darstellung des aktivierenden Rezeptor s NKG2D  (modifiziert nach 

Spear (86)). Murine und humane NK-Zellen, CD8+ T-Zellen und NKT-Zellen exprimieren die lange mit 

DAP10 assoziierte Form des NKG2D. Murine NK-Zellen exprimieren auch die kurze Isoform, die sowohl 

mit DAP10 als auch mit DAP12 assoziiert sein kann.  

 

Bisher konnten diverse Liganden für NKG2D (NKG2DL) mit ähnlichen Funktionen in 

verschiedenen Spezies nachgewiesen werden. In der Maus wurden die zur RAET-1 

Familie gehörenden retinoic acid earlyinducible genes (RAE-1α-ε) (82), die Liganden 

H60 a, b, c (83) und das kürzlich entdeckte murine UL-16 bindende protein-like-
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transcript 1 (MULT1) identifiziert (84). Im humanen System sind zwei Ligandenfamilien 

bekannt. Die MHC-I ähnlichen Proteine A (MICA) und B (MICB) sowie die UL-16 

bindenden Proteine 1-6 (ULBP1-6). Alle sechs Mitglieder der ULBP Familie werden 

offiziell als RAET-1 Gene bezeichnet und sind Orthologe der murinen RAE-1 Gene (85). 

Obwohl diese Liganden entfernte HLA-I Homologe sind spielen sie keine Rolle in der 

Antigenpräsentation (86). Über die Transkriptionsregulation der NKG2DL ist bisher 

wenig bekannt. Jedoch sind einige, wie auch die oben benannten, als Antwort auf 

zellulären Stress wie DNA-Schädigung, Tumore oder Infektionen (87-89) induzierbar. 

Diese stressbedingte, Antigenpräsentation-unabhängige Regulation von NKG2DL hat 

einen besonderen Stellenwert in der Immunkontrolle viraler Infektionen. 

 

1.3.5     Der MHC-unabhängige, aktivierende Rezepto r NKp46  
 
Neben den bisher beschriebenen MHC-I-reaktiven NK-Zellrezeptoren konnten durch 

Moretta et al. drei weitere Rezeptorproteine identifiziert werden (90). NKp30, NKp44 

und NKp46 werden allgemein in der Gruppe der NCRs (natural cytotoxicity receptors) 

zusammengefasst. NKp30 und NKp46 werden auf allen NK-Zellen exprimiert während 

NKp44 nur auf aktivierten NK-Zellen nachweisbar ist. Dabei korreliert die 

Expressionsdichte mit dem zytotoxischen Potenzial der NK-Zelle (91). Bisher konnten 

im murinen System die Homologe zu NKp30 und NKp46 identifiziert werden. Während 

NKp30 (NCR3) in den meisten Mausstämmen nur als Pseudogen existiert wird das 

Homolog zu NKp46 (NCR1) in Mäusen exprimiert und seine zytotoxische Aktivität ist 

nachweisbar (92). Strukturell ist NKp46 evolutionär konserviert und besteht aus zwei 

C2-Typ-Immunglobulin ähnlichen Domänen, einer Transmembranregion und einer 

kleinen intrazellulären Domäne. Er bindet über Salzbrücken an zwei Moleküle dem 

CD3ζ und dem Fcγ-Rezeptor, welche über eine intrazelluläre Region mit einem ITAM 

Motiv verfügen. Die Aktivierung erfolgt über die Tyrosinkinaseaktivität von Syk (54, 93). 

Die zellulären Liganden der NCRs sind noch weitestgehend unbekannt. Jedoch weiß 

man heute, dass virales Hämagglutinin als funktionelle Bindungsstelle für NKp46 

fungiert und zytotoxische Aktivität in NK-Zellen induziert (94). Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass eine reduzierte Membranexpression von NCR1 mit progredienten 

Verläufen von Tumorwachstum (95) und bakteriellen Infektionen (96) einhergeht sowie 

die Entstehung von Diabetes Typ 1 (97) negativ beeinflusst. 
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1.4      Mausmodell der CVB3-induzierten Myokarditi s 
 
Studien mit immundefizienten Mäusen haben gezeigt, dass die Pathogenese einer 

CVB3 Myokarditis von der Virusspezifität und von der individuellen immunologischen 

Konstitution abhängt (99-101). Mit der Etablierung von Tiermodellen der Enterovirus-

induzierten Myokarditis konnten wichtige Erkenntnisse bezüglich der Pathogenese der 

chronischen Herzerkrankung gewonnen werden (102). Interessant ist dabei, dass 

parallel zur humanen DCM männliche CVB3-infizierte Mäuse eine schwerer verlaufende 

akute Myokarditis ausbilden als weibliche Tiere (103). In diversen Studien mit Mäusen 

konnten verschiedene immunologische Defekte, die mit einer Minderung der 

Viruselimination einhergehen und zur Etablierung einer Myokarditis führen, detektiert 

werden. Unter anderem zeigen die Mausstämme A.CA/SNJ (H-2r), A.BY/SnJ (H-2b), 

SWR/J (H-2q) (102) eine Disposition zur Entwicklung einer chronischen Herzerkrankung 

infolge einer CVB3-Infektion, die mit Viruspersistenz und chronischer Entzündung im 

Myokard einhergeht. Im Gegensatz dazu sind DBA/I (H-2q), C57BL/6 (H-2b) (104), und 

B10.A (H-2k) (105) resistente Stämme, die über immunologische Strategien verfügen 

das Virus während des akuten Stadiums der Erkrankung zu eliminieren. Woodruff et al. 

zeigten bereits 1974 eine Beteiligung der T-Zellen an CVB3-induzierten 

immunologischen Prozessen (106). Weitere Studien an Mäusen haben gezeigt, dass 

eine experimentell induzierte Autoimmunmyokarditis immunologisch zu einer 

Differenzierung der CD4+ T-Zellantwort in eine IL-2 und IFN-γ produzierende T-Helfer 1 

(TH1) und eine IL-4, IL-10 und IL-13 produzierende TH2 Antwort führt. Dabei 

Abbildung 5 :     Schematische Darstellung des 

aktivierenden Rezeptors NKp46 (NCR1)  (modifiziert nach 

Hudspeth (98)). Strukturell ist NKp46 aus zwei C2-Typ-

Immunglobulin ähnlichen Domänen, einer 

Transmembranregion und einer kleinen intrazellulären 

Domäne aufgebaut. Er bindet über Salzbrücken an zwei 

Moleküle dem CD3ζ und dem Fcγ-Rezeptor, welche über 

ein ITAM Motiv der intrazelluläre Region eine Signaltrans-

duktion initiieren.  
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beeinflusst die Balance der TH-induzierten Zytokine die Suszeptibilität gegenüber CVB3 

und den Verlauf der Myokarditis (107). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass 

eine starke Beteiligung der Th1 Immunantwort mit der Schwere des Krankheitsverlaufs 

korreliert, welcher durch zunehmende Zerstörung des Myokardgewebes 

gekennzeichnet ist. Die negative Wirkung einer inflammatorischen Th1 Antwort auf die 

virale Myokarditispathogenese wird durch Studien, in denen durch Modulation und 

Inhibition dieser Immunkomponenten eine reduzierte myokardiale Gewebezerstörung 

nachgewiesen werden konnte, belegt (108). Des Weiteren hat eine Inhibition von CD40 

(kostimulatorisches Protein zur Aktivierung von T-Zellen) protektive Wirkung auf die  

Virusmyokarditis induzierte Pathogenese und führt zur Verschiebung der TH1/TH2 

Antwort in Richtung TH2 (109). Paradoxerweise verläuft die CVB3-Infektion TH2 

dominanter BALB/c Mäuse schwerer als in TH1 dominanten C57BL/6 Tieren (104). 

Diese Erkenntnis suggeriert, dass eine T-Zellantwort bei der Immunabwehr einer CVB3-

induzierten Myokarditis lediglich eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Neben T-

Zellen konnten auch Makrophagen und Dendritische Zellen (DC) im Myokard CVB3-

infizierter Mäuse detektiert werden (6, 110). Type II Makrophagen konnten in 

Verbindung mit dem der akuten Myokarditis folgendem Stadium der kardialen 

Rekonvaleszenz gebracht werden (111). DCs von infizierten suszeptiblen Mäusen 

produzieren geringere Mengen an Zytokinen und Chemokinen mit kardioprotektiver 

Wirkung als resistente Tiere. Ein weiterer wichtiger Faktor der antiviralen Immunantwort 

stellt das proinflammatorische Zytokin IFN-γ dar. CVB3-Infektionen in IFN-γ defizienten 

Mäusen resultieren in einem progressiven Verlauf der Erkrankung und erhöhter 

Virusreplikation im Herzmuskel (112). Bisher sind wenige Details einer NK-

zellspezifischen Immunantwort infolge einer Infektion mit CVB3 bekannt. Aus Analysen 

mit NK-zelldefizienten Mäusen geht hervor, dass NK-Zellen in der Immunkontrolle 

enteroviralinduzierter Myokarditiden von großer Bedeutung sind. Es konnte gezeigt 

werden, dass eine NK-Zelldepletion in CVB3-inokulierten Mäusen in einem erhöhten 

Virustiter und zunehmender Myozytendegeneration resultiert (4). Zudem konnte 

demonstriert werden, dass murine NK-Zellen die CVB3-Replikation limitieren können 

(113). Um die NK-zellbasierten immunologischen Mechanismen, die mit dem Verlauf 

der CVB3-induzierten Myokarditis und insbesondere der Chronifizierung einhergehen, 

im Detail untersuchen zu können wurde ein Mausmodell, welches ähnliche 

Charakteristika der Erkrankung zeigt wie sie im menschlichen Organismus auftreten, 

etabliert.  
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Nach intraperitonealer (i.p.) Infektion mit CVB3 entwickeln alle bislang untersuchten 

Inzuchtstämme unabhängig vom Mausstamm innerhalb von 4-5 Tagen eine akute 

Myokarditis (39). Bereits 3 Tage post infectionem (p.i.) kann man einzelne infizierte 

Myozyten mit zufälliger Verteilung im rechten und linken Ventrikel nachweisen. Durch 

hämatogene Ausbreitung im Rahmen der Virämie gelangt das Virus in verschiedene 

Organe und insbesondere ins Myokard. Der Übergang in die akute Phase ist fließend 

und erreicht am Tag 7-9 p.i. der Infektion ihren Höhepunkt. Sie geht mit der 

Einwanderung mononukleärer Entzündungszellen ins Myokard, welche sich 

hauptsächlich aus Makrophagen und NK-Zellen zusammensetzen, und einer durch 

virusinduzierten Myozytolyse verursachten Schädigung des Myokards, einher (114, 

115). Im weiteren Verlauf der CVB3-Infektion verringert sich die Zahl der infizierten 

Myozyten deutlich und es kann eine Ausheilung der Erkrankung erfolgen. In 

Abhängigkeit des genetischen Hintergrunds der Inzuchtstämme kann es im Anschluss 

an die akute Phase der CVB3 Myokarditis zur Entwicklung einer chronischen 

Herzerkrankung mit einzelnen infizierten Myozyten innerhalb von Myokardläsionen 

kommen. Während der chronischen Phase, die sich an Tag 28-40 p.i. etabliert, sind vor 

allem autoimmunologische Prozesse für die anhaltende Myokardschädigung 

verantwortlich (116). Die chronische Entzündungsreaktion im Herzmuskel wird im 

weiteren Verlauf durch Viruspersistenz induziert und aufrecht erhalten (114). 

In dem der Analysen zugrundeliegenden Mausmodell wurden zwei haploidente Maus-

stämme, die sich permissiv bzw. resistent gegenüber CVB3 verhalten, infiziert und die 

NK-Zellinduzierten Prozesse analysiert. Dabei entwickelt der Mausstamm A.BY/SnJ (H-

2b) eine chronische Myokarditis, die mit Viruspersistenz assoziiert ist, während C57BL/6 

(H-2b) Mäuse in der Lage sind, das Virus während der akuten Infektion vollständig aus 

dem Organismus zu eliminieren und keine Chronifizierung der Erkrankung ausbilden.  

 
   Abbildung 6:      Mausmodell der CVB3-induzierten Myokarditis.  

C57BL/6 A.BY/SNJ  
resistent gegenüber CVB3 

akute Myokarditis, Virus Elimination, 
vollständige Ausheilung 

permissiv gegenüber CVB3 
akute Myokarditis, Virus Persistenz,  

chronische Myokarditis 
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1.5      Ziel der Arbeit 
 
Die Beobachtung, dass sich permissive (A.BY/SnJ) und resistente (C57BL/6) 

Mausstämme immungenetisch hinsichtlich ihres jeweiligen Repertoires von Rezeptoren 

auf NK-Zellen unterscheiden und eine geringe NK-Zelleffektorfunktion mit einem 

permissiven Phänotyp korreliert, führt zu der Arbeitshypothese, dass eine effiziente NK-

Zellantwort in Abhängigkeit des entsprechenden NK-Zellrezeptorrepertoires wesentlich 

zur Eliminierung von CVB3 beiträgt und somit maßgeblich die Ausbildung einer 

chronischen Verlaufsform der CVB3 Myokarditis beeinflusst. In den experimentellen 

Ansätzen soll daher anhand von ex vivo und in vitro Analysen zunächst die 

phänotypische Charakterisierung von infiltrierenden Lymphozyten und insbesondere von 

NK-Zellen nach CVB3-Inokulation vergleichend zwischen beiden Mausstämmen 

erfolgen. Ferner soll neben der funktionellen Analyse von NK-Zellen Unterschiede 

zwischen permissiven A.BY/SnJ und resistenten C57BL/6 Tieren hinsichtlich ihres NK-

Zellrezeptorrepertoires herausgearbeitet werden. In weiterführenden Experimenten soll 

überprüft werden, ob ein adoptiver Transfer resistenter C57BL/6 NK-Zellen den Verlauf 

einer CVB3-induzierten Myokarditis in A.BY/SnJ Tieren mildern kann. In dieser Arbeit 

sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden: 

 
1. Welche Aussagen lassen sich für resistente C57BL6 und permissive A.BY/SnJ 

Mäuse hinsichtlich ihres immunologischen Phänotyps treffen? 

2. Wie unterscheiden sich resistente C57BL6 und permissive A.BY/SnJ Mäuse 

hinsichtlich ihrer CVB3-induzierten T-Zell-, DC- und insbesondere ihrer NK-

Zellantwort? 

2. Welche Unterschiede zwischen beiden Mausstämmen lassen sich bezüglich der 

Effektorfunktionen der NK-Zellen feststellen? 

3. Gibt es innerhalb des CVB3 Myokarditis-Mausmodells Varianzen im Hinblick auf 

NK-Zellreifestadien? 

4. Welche NK-zellspezifischen Rezeptoren könnten protektiven Einfluss auf die 

CVB3 Pathogenese ausüben? 

5. Lässt sich die schützende Wirkung protektiver NK-Zellrezeptoren durch 

Neutralisation bzw. Depletion dieser in vivo bestätigen? 

6. Ist es möglich den Verlauf einer CVB3-induzierten Myokarditis in permissiven 

A.BY/SnJ Tieren durch einen adoptiver Transfer resistenter C57BL/6 NK-Zellen zu 

mildern?  
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2 Material und Methoden     

 
2.1 Material 
 
2.1.1 Chemikalien 
 
Agarose Seaplaque  Biozym, Hessisch Oldendorf (Deutscland) 

Brefeldin A (BFA)   1000x, eBioscience, Frankfurt (Deutschland) 

dNTPs    Promega, Mannheim (Deutschland) 

EDTA     Sigma Aldrich, Steinheim (Deutschland)  

Eosin G    Sigma Aldrich, Steinheim (Deutschland)  

Ethanol    Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Extran MA 01-Lösung  Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Ficoll-Histopaque   Sigma Aldrich, Steinheim (Deutschland)  

Formalin    Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Hämatoxilin    Thermo Scientific, Waltham (USA)   

HBSS      10x Gibco BRL, Eggenstein (Deutschland)  

Kristallviolett     Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

L-Glutamin    PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

Paraffin    Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Paraformaldehyd   Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

PBS 1x    PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

Penicillin    PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

Silan     Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Streptomycin    PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

TaqMan Mastermix   Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland) 

Xylol     Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

 

2.1.2 Medien und Lösungen 
 
Claycomb-Medium   Sigma Aldrich, Steinheim (Deutschland)  

DMEM    PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

RPMI     PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 

Fötales Kälberserum, FCS  PAA Laboratories GmbH, Pasching (Österreich) 
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RPMIcompl.    (Komplettmedium für  murine Zellen)  

10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100µg Streptomycin, 

2mM L-Glutamin, 0,05mM β-Mercaptoethanol 
 

DMEMcompl.   (Komplettmedium für  murine Zellen)  

10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 1mM Hepes 
 

Plaqueassay-Medium  Mischung 1:1 aus Lösung A und B 

     Lösung A (37°C): 2xDMEM, 10% FCS 

     Lösung B (55°C): 2% Seaplaque-Agarose 

        30mM MgCl2  
 

Kristallviolettlösung   5g Kristallviolett in 100ml 37% Formalin und  

200ml 100% Ethanol gelöst 

   700ml bidestilliertes Wasser 

   35ml 2M Tris-Base 

   10g CaCl2  

   Ad 2000ml bidestilliertes Wasser 
 

SSC 20x    3M NaCl 

(in situ Hybridisierung)   0,35M tri-Natriumcitrat 
 

Hybridisierungslösung 3x105 cpm/Gewebeschnitt 35S-markierte CVB3-RNA 

(in situ Hybridisierung) Sonde 

  3x105 cpm/Gewebeschnitt 35S-markierte Kontroll-RNA-

Sonde 

  50% deionisiertes Formamid 

  10mM Tris-HCl, pH 7,4; 1mM EDTA, pH 7,2 

  200µg sonifizierte Salmon Sperm DNA/ml 

     100µg t-RNA (Kaninchenleber)/ml 
 

FACS-Puffer    1x PBS, 1% FCS 

MACS-Puffer    1x PBS, 2mM EDTA, 0,5% FCS 

 

2.1.3 Kits 
 
Absolutely RNA Miniprep Kit  Stratagene, La Jolla (USA) 

NK-Zellisolations Kit, Maus Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland) 



Material und Methoden  21 

2.1.4 Enzyme  
 
Kollagenase II   Thermo Scientific, Waltham (USA)   

DNase    Stratagene, La Jolla (USA) 

Proteinase K    Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland) 

Reverse Transkriptase  Qiagen, Venlo (Niederlande) 

RNase A    Roche, Mannheim (Deutschland) 

TaqMan Polymerase Gold  Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland) 

 

2.1.5 Zytokine 
 
murines IL-2    1000x, eBioscience, Frankfurt (Deutschland)  

 

2.1.6 Viren 
 
cDNA generiertes CVB3   Kandolf, Universitätsklinikum Tübingen (Deutschland) 

(Nancy Strain)   Institut für Pathologie     

 

2.1.7 Geräte 
 
DNA Thermozykler     Perkin Elmer, Waltham (USA) 

Durchflusszytometer (FACS Calibur)  BD Bioscience, Heidelberg (Deutschland) 

Inkubator      Heraeus, Hanau (Deutschland) 

Mixer Mill     Retsch GmbH, Haan (Deutschland) 

NanoDrop ND 1000    Peqlab, Erlangen (Deutschland) 

7500 Real-Time PCR System   Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland) 

 
2.1.8 Zelllinien 
 
YAC-1 murine Lymphomzelllinie, die durch Inokulation des Moloney Leukämia  

 Virus (MLV) in neugeborene A/Sn Mäusen induziert wurde. 

 (Referenz: Kiessling 1975 (50)) 
 

RMA-S  TAP2-defiziente Variante der murinen T-Zelllymphomzelllinie RMA 

  (Referenz: Kärre et al. 1986 (117)) 
 

RMA-H60  stabil H60 transfizierte Variante der murinen T-Zelllymphomzelllinie RMA 

  (Diefenbach et al. 2001 (118)) 
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HL-1  kardiale Muskel-Zelllinie HL-1 (heart-like)  

(Claycomb et al. (119))  

   

2.1.9 Software 
 
7500 System  

Sequence Detection SW 1.3  Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland) 

BD CellQuest Pro Software  BD, San Jose (USA) 

FlowJo    TreeStar, Inc., San Carlos (USA) 

GraphPad Prism   GraphPad software Inc., La Jolla (USA) 

 

2.2 Tierversuche 
 
2.2.1 Versuchstiere 
 
Der Versuchstierstamm A.BY/SnJ (H-2b) wurde von der Firma Jackson Laboratories 

(Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. Der Stamm C57BL/6 (H-2b) stammt von Charles 

River (Sulzfeld, Deutschland). Die NCR1GFP/GFP Maus (C57BL/6 Hintergrund) wurde von 

Prof. Ofer Mandelboim generiert und uns für die eigene Zucht zur Verfügung gestellt. 

Sie ist durch die Deletion des NKp46 Rezeptors bei gleichzeitiger Implementation einer 

GFP-Kassette gekennzeichnet (120). Die NKG2D ko Maus geht, durch Deletion des 

aktivierenden Rezeptors NKG2D, aus Tieren des C57BL/6 Stammes hervor (125). Alle 

Versuche wurden an männlichen Inzuchtmäusen im Alter von 4-5 Wochen 

durchgeführt. Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte artgerecht unter einem 12-

stündigen Licht-/ Dunkelrhythmus im Tierstall des Institutes für Molekulare Pathologie 

der Universität Tübingen. Die Tiere wurden in Gruppen zu 4-8 Tieren auf 

Weichholzgranulat gehalten. Sie erhielten pelletiertes Futter und Wasser ad libitum. Die 

Käfige wurden zweimal in der Woche gewechselt und bei 121°C autoklaviert. 

 

2.2.2 Genehmigung der Tierversuche 
  
Die Tierversuche wurden gemäß den Bestimmungen des Tierversuchsantrags PA2/10 

durchgeführt, welcher von der zuständigen Behörde, dem Regierungspräsidium 

Tübingen, nach den Bestimmungen über den Vollzug des Tierschutzgesetzes 

genehmigt wurde. Alle tierexperimentellen Versuche wurden nur von entsprechend 

autorisierten Personen durchgeführt.  



Material und Methoden  23 

2.2.3 Infektion der Versuchstiere 
 
Die Infektion erfolgte an 4-5 Wochen alten, männlichen Tieren durch intraperitoneale 

(i.p.) Injektion von 1x105 pfu (plaque forming units) CVB3 (Nancy srain) in 200µl PBS 

pro Maus. Den Kontrolltieren wurden 200µl PBS i.p. injiziert. Die Tötung der Tiere 

erfolgte durch CO2-Gas. 

 

2.2.4 NKG2D-Neutralisation 
 
Für die NKG2D-Neutralisation wurde C57BL/6 (H-2b) Tieren 200µg eines monoklonalen 

anti-mouse NKG2D (C7) Antikörpers (eBioscience; Frankfurt, Deutschland) i.p. am Tag 

-1, Tag 3p.i. und Tag 5p.i. injiziert. Als Negativkontrolle erhielten C57BL/6 Mäuse 200µg 

Armenian Hamster IgG unter gleichen Bedingungen. 

 

2.3  Methoden 
 
2.3.1  Virologische Methoden 
 
2.3.1.1 Virusvermehrung 
 
Konfluente Verozellkulturen wurden mit einer plaquebildenden Einheit einer cDNA 

generierten und 3x herzpassagierten CVB3 Variante pro Zelle inokuliert. Nach einer 

Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur und leichtem Schwenken wurde der 

Überstand abgenommen, durch DMEMcompl. ersetzt und die Kultur bei 37°C, 5% CO2 

und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 24h zeigten 90% der Zellen einen 

zytopathogenen Effekt. In diesem Infektionsstadium wurden die virushaltigen Kulturen 

bei -20°C eingefroren und nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen bei 3000rpm für 

10min zentrifugiert. Der Überstand wurde portioniert und bei -20°C gelagert. 

 

2.3.1.2 Plaque Assay 
 
Zur Quantifizierung der Infektiosität einer Virussuspension wurde der Plaque-Assay 

verwendet. Dieser basiert auf der durch den zytopathogenen Effekt verursachten Lyse 

virusinfizierter Zellen und deren unmittelbarer Nachbarzellen. Das Virus breitet sich 

infolge kreisförmig aus und es entsteht in einem konfluenten Zellrasen ein sogenannter 

Lysishof (Plaque). Durch Überschichtung des Zellrasens mit Agarose und der Färbung 

mit Kristallviolett werden die Plaques als leere, nicht gefärbte Stellen sichtbar. Die 
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Konzentration an infektiösen Viruspartikeln kann dann durch die Anzahl der Plaques in 

Korrelation mit dem eingesetzten Volumen ermittelt werden. 

Es wurde in 60mm Petrischalen ein konfluenter Verozellmonolayer angelegt. Dieser 

wurde einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 500µl einer zuvor 

angefertigten Virusverdünnung (10-1–10-9 in DMEM) überschichtet. Nach einer 

Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur und leichtem Schwenken wurde der 

Überstand abgenommen und die Kultur mit 5ml Plaqueassay-Medium (2x DMEM, 10% 

FCS, 2% Seaplaue-Agarose, 30mM MgCL2) überschichtet. Nach einer weiteren 

Inkubationszeit von 48h bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen 

durch 5%ige Trichloressigsäure fixiert, anschließend das Plaqueassay-Medium entfernt 

und die Plaques durch Färbung mit Kristallviolettlösung sichtbar gemacht. In jeder 

Verdünnungsstufe wurde die Plaqueanzahl ermittelt und im Zusammenhang mit dem 

eingesetzten Volumen der Virustiter als Plaque bildende Einheit/ml errechnet. Als 

Kontrollen dienten Petrischalen mit ausschließlich 5ml DMEM (Negativkontrolle) und 

einem Virusstock mit bekanntem Virustiter als Positivkontrolle. 

 

2.3.1.3 Infektion von HL-1 Zellen 
 
Ein konfluenter Monolayer von HL-1 Zellen wurde mit 5 pfu/Zelle des gereinigten CVB3 

in serumfreiem Claycomb-Medium infiziert. Als Negativkontrolle wurden HL-1 Zellen mit 

inaktiviertem CVB3 (Bestrahlung UV-Licht) parallel infiziert. Nach 1h Inkubation bei 

37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 

frisches Medium aufgenommen. Der Infektionserfolg wurde mithilfe des Plaque Assays 

überprüft. 

 

2.3.2  Zellbiologische Methoden 
  
2.3.2.1 Gewinnung von Lymphozyten aus der Milz 
 
Die entnommene Milz wurde zunächst unter Verwendung von 5ml RPMIcompl. mithilfe 

eines Spritzenstempels durch ein steriles 100µm Nylonnetz gepresst. Die 

homogenisierte Suspension wurde zentrifugiert (5min, 4°C, 1200rpm) und in 7ml 

RPMIcompl. resuspendiert. Die Extraktion der Lymphozyten erfolgte durch 

Dichtegradientenzentrifugation, ein physikalisches Trennverfahren auf Basis der 

Sedimentationsgeschwindigkeit von Partikeln in einem Dichtegradienten. Dazu wurden 
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3ml Ficoll-Histopaque mit 7ml Zellsuspension überschichtet und für 30min bei 18°C und 

800g unter deaktivierter Bremse zentrifugiert. Die mit mononukleären Zellen 

angereicherte Interphase wurde isoliert, in RPMIcompl. gewaschen und bis zur weiteren 

Verwendung auf Eis gelagert. 

 

2.3.2.2 Gewinnung von Lymphozyten aus dem Herz 
 
Die Herzen wurden entnommen, zerkleinert und für den Abbau intrazellulärer Matrix in 

6ml warmen 1xHBSS, 1mg Kollagenase II und 0,75µg DNase überführt und für 1h bei 

37°C inkubiert. Der Kollagenaseverdau wurde anschließend mit RPMIcompl. gestoppt 

und die verdaute Zellsuspension über ein 40µm Zellsieb filtriert.  Nach Zentrifugation für 

4min bei 1400rpm und 4°C wurde das Zellpellet in 7ml RPMIcompl. resuspendiert und 

die Lymphozyten über Dichtegradientenzentrifugation isoliert (siehe 2.3.2.1). 

 

2.3.2.3 Magnetische Zellsortierung (MACS) 
 
Die Magnetische Zellsortierung (Magnetic Activated Cell Sorting MACS) basiert auf der 

Markierung von definierten Zellen in einer Zellsuspension durch Antikörper, die an 

supermagnetische Mikropartikel (Microbeads) gekoppelt vorliegen. Diese Partikel sind 

etwa 50nm groß und ermöglichen die Zurückhaltung der markierten Zellen beim 

Durchfluss durch ein Magnetfeld, während unmarkierte Zellen aufgefangen werden 

können. Entfernt man das Magnetfeld, können auch die markierten Zellen ausgespült 

werden. Dabei wird zwischen positiver (Zielzellen sind markiert und werden 

zurückgehalten) und negativer Selektion (Zielzellen sind unmarkiert und fließen 

hindurch) unterschieden. Die Sortierung von murinen NK-Zellen erfolgte durch negative 

Selektion und wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Alle dabei 

verwendeten Lösungen und Utensilien wurden von der Firma Miltenyi Biotech (Bergisch 

Gladbach, Deutschland) bezogen. Anschließend wurde die Reinheit der isolierten NK-

Zellen per FACS ermittelt. In der Regel wurden Reinheiten zwischen 83 – 94% erreicht. 

 

2.3.2.4 Durchflusszytometrie  
 
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension 

auf der Grundlage der Emission von optischen Signalen seitens der Zelle, wenn diese 

einen Laserstrahl passiert. Dabei wird das Prinzip der gleichzeitigen Messung 
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verschiedener physikalischer und chemischer Zelleigenschaften auf Zellebene verfolgt. 

Unter Lichtstreuung versteht man den physikalischen Prozess der Wechselwirkung 

zwischen einem Partikel (Zelle) und dem einfallendem Lichtstrahl. Zelleigenschaften wie 

Zellgröße, Struktur der Zellmembran und intrazelluläre Bestandteile beeinflussen die 

Lichtstreuung. Dabei wird das Licht nicht gleichmäßig in alle Richtungen gestreut, 

sondern der größte Teil in Vorwärtsrichtung, d. h. entlang des einfallenden Lichtstrahls, 

Vorwärtsstreulicht (forward scatter = FCS). Es stellt in erster Linie ein Maß für die 

Zellgröße dar. Die Intensität des im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl 

gestreuten Lichts hängt hauptsächlich von der Granularität der Zelle, der Größe und 

Struktur ihres Zellkerns und der Menge an Vesikeln in einer Zelle ab und wird als 

Seitwärtsstreulicht (side scatter = SSC) bezeichnet.  

In der Durchflusszytometrie können zugleich mit dem gestreuten Licht  

Fluoreszenzfarben gemessen werden. Unter Fluoreszenz versteht man die 

Lichtemission eines Stoffes, die durch Bestrahlung mit einem Laser ausgelöst wird. 

Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie, wobei Elektronen auf höhere 

Energieniveaus gehoben werden. Beim Rücksprung auf das Grundniveau emittiert das 

Elektron ein Photon. Dieser Strahlungsübergang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Man 

verwendet Fluoreszenzfarbstoffe, die direkt an bestimmte Bestandteile der Zelle binden 

oder die Färbung erfolgt indirekt über die Kopplung mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörpern. Durch Einsatz von verschiedenfarbigen Lasern und vor allem Filtern kann 

die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe und damit die Informationsdichte erhöht werden.  

 

2.3.2.5 Färbung von Zellen mit fluoreszenzmarkierte n Antikörpern 
 
Die isolierten Lymphozyten wurden auf eine Anzahl von 5x105 Zellen pro Färbeansatz 

eingestellt und in FACS-Puffer aufgenommen. Die Färbung erfolgte mit einer zuvor 

austitrierten Menge an Antikörpern in einem Volumen von 100µl für 30min bei 4°C in 

Dunkelheit. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Proben im FACS 

Calibur (BD) mit 1x105 total events gemessen. 

 

2.3.2.6 Antikörper 
 
Antikörper Klon Isotyp Bezugsquelle 

CD3ε 145-2C11 Armenian Hamster IgG eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

CD8α 53-6.7 Rat IgG2a, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 
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Antikörper Klon Isotyp Bezugsquelle 

CD8β eBioH35-17.2 Rat IgG2b, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

CD4 GK1.5 Rat IgG2b Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach 

(Deutschland) 

CD11c N418 Armenian Hamster IgG eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

PDCA1 JF05-1C2.4.1 Rat IgG2b Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach 

(Deutschland) 

NKp46 29A1.4 Rat IgG2a, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

NK1.1 PK136 Mouse IgG2a, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

CD107a eBio1D4B Rat IgG2a, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

NKG2D CX5 Rat IgG1, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

NKG2D A10 Armenian Hamster IgG eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

NKG2D C7 Armenian Hamster IgG eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

CD11b M1/70 Rat IgG2b, κ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

CD27 LG7F9 Armenian Hamster IgG eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 

IFN-γ AN18.17.24 Rat IgG1 Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach 

(Deutschland) 

CD16/CD32  2.4G2 IgG2a, λ eBioscience; Frankfurt (Deutschland) 
          

Tabelle 1:  In den Analysen verwendete Antikörper. 

 
 
2.3.3  Methoden zur Aktivitätsmessung von NK-Zellen  
 
2.3.3.1 Degranulation durch Stimulation mit NK-zell sensitiven 

Zielzellen 

 
Die Degranulationskapazität von NK-Zellen wurde über den Nachweis der CD107a 

Oberflächenmobilisierung untersucht. CD107a (LAMP-1) ist ein Membranprotein, 

welches in der Membran intrazellulärer zytotoxischer Granula von NK-Zellen exprimiert 

wird. Erhalten NK-Zellen einen positiven Stimulus (von Zielzellen oder 

plattengebundenen Antikörpern) kommt es zu einer Ausschüttung der zytotoxischen 

Granula durch Verschmelzung dieser mit der Plasmamembran. Dabei gelangen die 

CD107a Moleküle aus den intrazellulären Granula an die Zelloberfläche und können 

dort durch einen fluoreszenzmarkierten Antikörper markiert und quantifiziert werden. 

Durch Zugabe dieses Antikörpers, während der Koinkubation von Effektor- und 

Zielzelle, werden alle innerhalb des Stimulationszeitraums auf die Oberfläche gelangten 

Moleküle markiert. Die resultierende Fluoreszenzintensität der degranulierenden Zellen 

ist somit proportional zum Ausmaß der Degranulation. Um den Abbau von CD107a 
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durch Internalisierung mittels Endozytose zu verhindern, wird während der Koinkubation 

von NK-Zellen und Zielzellen Brefeldin A hinzugefügt, welches den Transport von 

Proteinen zwischen Golgi-Apparat und ER inhibiert. Als Zielzellen (Z) im 

Degranulationsassay wurden die Tumorzelllinien YAC-1, RMA-S und RMA-H60 

verwendet. Jede dieser drei Zelllinien zeichnet sich aufgrund verschiedener 

Oberflächenmarker als NK-Zellaktivator aus. 

Splenogene NK-Zellen wurden durch MACS-Separation (2.3.2.3) isoliert und in 48 well 

Platten 12h in RPMIcompl. mit 500 U/ml mIL-2 bei 37°C vorstimuliert. Anschließend 

wurden die NK-Zellen (Effektorzellen E) mit verschiedenen Zielzellen im Verhältnis 1:10 

(Z:E) koinkubiert. Dazu wurden die Zellen in einem Gesamtvolumen von 200µl unter 

Zugabe von 2.5 µg/ml fluoreszenzmarkierten CD107a Antikörper in eine 96-Loch-U-

Boden Platte in RPMIcompl. ausgesät. Zur Quantifizierung der spontanen 

Degranulation wurde ein Negativkontrollansatz ohne Zielzellen mitgeführt. Nach 1h 

Inkubation bei 37°C wurde zu jedem Ansatz 1xBrefeldin A (BFA, 1000x, eBioscience, 

Frankfurt) dazugegeben. Nach weiteren 3h Inkubation bei 37°C folgte eine 

Antikörperfärbung hinsichtlich des NK-Zellmarkers NKp46 und die 

durchflusszytometrische Bestimmung der Degranulationskapazität anhand der 

Mobilisierung von CD107a. 

 

2.3.3.2 IFN-γ Sekretion durch Stimulation mit anti-NKG2D Antikör pern 
 
NK-Zellen können durch Bindung von Antikörpern an spezifische aktivierende 

Oberflächenrezeptoren stimuliert werden. Da für eine erfolgreiche Stimulation der 

Rezeptoren eine räumliche Quervernetzung stattfinden muss, wurden die Antikörper auf 

einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Dazu wurden die Kulturplatten, zur besseren Haftung 

der Antikörper, mit 1mg/ml N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium 

chloride (DOTAP, Sigma Aldrich, Steinheim) behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 

10min bei 22°C wurden die Platten mit PBS gewaschen und anschließend mit anti-

NKG2D (Klon A10, eBioscience, Frankfurt) in einer Konzentration von 0,1M für 16h bei 

4°C inkubiert. Danach wurden die Kulturplatten nochmals mit PBS gewaschen und 

standen dem Experiment zur Verfügung. Zur Blockierung der FC-Rezeptorabhängigen 

Aktivierung von NK-Zellen, erfolgte eine 30 minütige Vorinkubation dieser mit anti-

CD16/32  (10µg/ml, eBioscience, Frankfurt). Die NK-Zellen wurden dann in RPMIcompl. 

unter Zugabe von 500U/ml rekombinantem mIL-2 und 1x BFA auf eine 
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Zellkonzentration von 1x105 Zellen/ml eingestellt und für 18-24h bei 37°C, 5% CO2 und 

90% Luftfeuchtigkeit in den zuvor vorbereiteten NKG2D-beschichteten Mikrotiterplatten 

kultiviert. Der prozentuale Anteil des, durch NK-Zellen gebildeten IFN-γ, wurde durch 

intrazelluläre Färbung im Durchflusszytometer bestimmt. Dazu wurden stimulierte NK-

Zellen mit 2% Formaldehyd/PBS-Lösung fixiert und anschließend eine Oberflächen-

färbung hinsichtlich des NK-Zellmarkers NKp46 durchgeführt. Die Permeabilisierung der 

NK-Zellmembran wurde durch eine Behandlung mit 0,2% Saponin (Sigma Aldrich, 

Steinheim) realisiert, sodass dann die intrazelluläre Färbung mit 0,15µg des IFN-γ 

Antikörpers und die durchflusszytometrische Quantifizierung dieses Zytokins erfolgen 

konnte. 

 

2.3.4      Histologische Methoden 
 
Sämtliche histologischen Methoden, inklusive der Anfertigung von Schnitten, wurden 

von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Karin Klingel vom Pathologischen Institut des 

Universitätsklinikums Tübingen durchgeführt. 

 

2.3.4.1  Anfertigen von Kryo- und Paraffinschnitten  
 
Alle verwendeten Gewebeschnitte wurden auf zuvor silanisierte Objektträger 

aufgebracht. Dazu wurden Objektträger 24h in wässriger Extran MA 01-Lösung 

inkubiert, gewaschen, in autoklaviertes bidestiliertes Wasser getaucht und anschließend 

für 8h bei 180°C gebacken. Für die Silanisierung wurden die erkalteten Objektträger 

10sec in 2%ige, wässrige 3-Aminpropyltriethoxysilanlösung gegeben, das über-

schüssige Silan durch Waschen mit Aceton entfernt und die Träger bei 40°C 

getrocknet. Mit einem Gefriermikrotom wurden bei -18°C ca. 6µm dicke Gewebeschnitte 

von naiven und infizierten murinen Herzen angefertigt. Nach einer Trocknungszeit von 

1h konnten die Schnitte mit 4°C kaltem Aceton fixiert und bei -20°C gelagert werden. 

Für die Paraffinschnitte wurden Herzen naiver und infizierter Mäuse über einen 

Zeitraum von 12h in 4% Paraformaldehyd bei 4°C fixiert, in Paraffin eingebettet und ca. 

5µm dicke Schnitte hergestellt. Diese wurden dann 24h bei 37°C getrocknet und bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. 
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2.3.4.2 Hämatoxilin-Eosin-Färbung 
 
Die Färbung erfolgte nach folgendem Protokoll: 

 
1.  2min destilliertes Wasser 

2.  4min Hämatoxilinlösung 

3.  10sec destilliertes Wasser 

4.  4min fließendes Leitungswasser 

5.  10sec destilliertes Wasser 

6.  30sec 1%ige, wässrige Eosin G-Lösung 

7.  3x 15sec destilliertes Wasser 

8.  2x 15sec 70% Ethanol 

9.  2x 15sec 90% Ethanol 

10.  2x 15sec 100% Ethanol 

11.  3x 5min Xylol 

12.  Eindeckeln mit Entellan 

 

2.3.4.3 In-situ Hybridisierung 

 
Die Detektion genomischer RNA des replizierenden CVB3 im murinen Myokard erfolgte 

durch 35S-markierte RNA-Sonden, die durch in vitro Transkription des Plasmids pCVB3-

R1 synthetisiert wurden. Es handelt sich um eine CVB3 RNA-Sonde zum Nachweis von 

CVB3-Plusstrang-RNA, die durch 250µCi 35S-UTP mit einer Aktivität von 1300 Ci/mmol 

radioaktiv markiert wurde. Für die in situ Hybridisierung wurden die Paraffinschnitte 

entparaffiniert und rehydriert. In einem 3-teiligen Prozess, welcher die 

Permeabilisierung der Gewebeschnitte, die eigentliche Hybridisierung und die 

Posthybridisierung mit anschließender Autoradiographie umfasste, erfolgte dann die 

Herstellung und der Nachweis der 35S-markierten RNA-RNA-Hybride. Zunächst wurden 

die Gewebeschnitte einer enzymatischen und chemischen Denaturierung, unter 

Verwendung des folgenden Protokolls, unterzogen: 

 
1.  20sec autoklaviertes, bidestiliertes H2O 

2.  20min 0,2N Salzsäure 

3.  20sec autoklaviertes, bidestiliertes H2O 

4.  30min 2x SSC bei 70°C 

5.  20sec autoklaviertes, bidestiliertes H2O 

6.  15min Proteinase K Verdau mit 1µg/ml Proteinase K bei 37°C 
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7.  20sec autoklaviertes, bidestiliertes H2O 

8.  20sec autoklaviertes, bidestiliertes H2O 

9.  3min 70% Ethanol 

10.  3min 70% Ethanol 

11.  5min 100% Ethanol 

12.  30min Trocknung bei 37°C 

 
Die eigentliche Hybridisierung erfolgte dann durch Zugabe von 14µl 

Hybridisierungslösung auf die zuvor permeabilisierten Gewebeschnitte. Anschließend 

wurden diese mit einem Deckgläschen und Fixogum abgedichtet und 18h bei 42°C in 

Dunkelheit inkubiert. Für die folgende Posthybridisierung wurden die Deckgläschen 

entfernt und überschüssige Hybridisierungslösung durch Waschen beseitigt.  

Der Posthybridisierung lag folgendes Protokoll zu Grunde: 
 

1. 10min 2xSSC 

2. 10min 2xSSC 

3. 30min 2xSSC/ 50% Formamid, 42°C 

4. 30min RNase-Verdau, 20µg/ml RNAse A, 37°C 

5. 30min 0,5M NaCl, 10mM Tris/HCl pH 8 

6. 30min 2xSSC/ 50% Formamid, 50°C 

7. 60min 2xSSC, 55°C 

8. 3min 70% Ethanol 

9. 3min 100% Ethanol 
 

Der Nachweis der 35S-markierten RNA-Sonde wurde mithilfe der Autoradiographie 

realisiert. 

 

2.3.5  Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.5.1 Isolierung von RNA 
 
Die RNA-Isolation erfolgte mit dem „Absolutely RNA Microprep Kit“ der Firma 

Stratagene (La Jolla) nach Herstellerangaben. Sie basiert auf der Bindung von RNA 

unter Hochsalzbedingungen an eine Silicagel-Säule. Die Organproben wurden mithilfe 

von je 3 Metallkugeln (Tungston Carbide Beads, 3mm, Qiagen, Venlo) im Mixermill bei 

einer Frequenz von 30/sec für 3min homogenisiert. Anschließend wurden in der Probe 

vorhandene RNasen mit Lysispuffer (Guanidinisothiocyanat) unter denaturierenden 

Bedingungen lysiert und die Disulfidbrücken der Tertiärstruktur der RNasen durch ß-
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Mercaptoethanol (0,1M) reduziert. Alle weiteren Schritte wurden streng nach 

Herstellerprotokoll durchgeführt und die isolierte RNA bei  -80°C gelagert. 

 

2.3.5.2 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurde durch Messung der optischen 

Dichte (OD) unter Verwendung des NanoDrop ND-1000 Spektrophotometers (Peqlab, 

Erlangen) durchgeführt. Da das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei 260nm 

liegt, entspricht eine OD260 von 1 einer Konzentration von 40µg/ml. Die Reinheit der 

Nukleinsäuren kann über den Quotienten von 260nm zu 280nm (Absorptionsmaximum 

von Proteinen) bestimmt werden. Liegt dieser bei einem Wert von mehr als 1,8 gilt die 

RNA-Lösung als rein. 

 

2.3.5.3 Reverse Transkription  
 

In der reversen Transkription wird mRNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in 

Gegenwart von Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTPs) in complementary DNA 

(cDNA) umgeschrieben. Zunächst wurde zur Auflösung von Sekundärstrukturen eine 

10minütige Inkubation bei 75°C durchgeführt. Als Primer für die Reverse Transkriptase 

wurden dem Ansatz Oligo-dT-Primer aus 16 – 20 Thymidinen, die an das Poly-A-Ende 

der mRNAs binden, zugegeben. Ein zusätzlicher DNase Verdau sorgte für den Abbau 

verunreinigender genomischer DNA. Der Ansatz für die cDNA Synthese setzte sich aus 

folgenden Komponenten zusammen: 

 

   Reaktionspuffer  8,0µl 

   dNTPs (2,5mM)  4,0µl 

   DNase (2U/µl)  2,0µl 

   RNase-Inhibitor (40U/µl) 0,5µl 

 
Zu jedem Probenansatz wurden bis zu 2µg RNA hinzugefügt und das 

Reaktionsvolumen mit bidestiliertem H2O auf 18µl aufgefüllt. Die Reverse Transkription 

erfolgte dann bei 42°C über einen Zeitraum von 1h. Anschließend wurde die Reverse 

Transkriptase durch 5minütiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert. Die synthetisierte cDNA 

wurde bei -20°C gelagert. 
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2.3.5.4  Real-time Polymerase-Kettenreaktion 
 
Mit der real-time Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR) ist es möglich, die  

Amplifikation diverser PCR-Produkte mithilfe von Fluoreszenzmessungen während 

eines PCR-Zyklus in Echtzeit (real-time) zu erfassen. Dabei nimmt die Fluoreszenz 

proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Die Quantifizierung erfolgt 

anschließend in der exponentiellen Phase der PCR, da nur während dieser Phase 

optimale Reaktionsbedingungen herrschen. 

 

2.3.5.4.1 TaqMan-Assay 
 
Der TaqMan-Assay stellt eine Form der real-time PCR dar, die zur Erhöhung der 

Spezifität einer quantitativen PCR entwickelt wurde. Dabei wird, zusätzlich zu zwei 

spezifischen Oligonukleotid-Primern, ein fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid, welches 

zwischen beiden Primern lokalisiert ist, verwendet. Diese sogenannte TaqMan-Sonde 

ist am 5`-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff (FAM, Emission bei 

518nm) und am 3`-Ende mit Rhodamin als Quencher (Tamra, Emission bei 582nm), der 

mit einem Phosphatrest blockiert ist, markiert. Das Prinzip dieser Methode beruht auf 

der 5`- 3` Exonukleaseaktivität einer TaqMan-Polymerase, wobei dieser Prozess in der 

Fragmentierung der an den Matrizenstrang hybridisierten Sonde resultiert. In dessen 

Folge kommt es zur räumlichen Trennung des Reporters vom Quencher, sodass die 

Reporterfluoreszenz freigesetzt wird. Aufgrund der Hydrolyse ausschließlich 

gebundener Sonden, steigt mit jedem Zyklus die Fluoreszenz proportional zur 

Akkumulation des PCR-Produktes. 

 

2.3.5.4.2  Durchführung der real-time PCR 
 
Für die Durchführung der real-time PCR wurde folgender Mix hergestellt: 

 TaqMan Mastermix   6,25 µl 

 Primermix (forward, reverse) 3,00µl 

 Sonde     0,50µl 

 bidestiliertes H2O   2,25µl 

       12,5µl + 1,0µl cDNA 

Im TaqMan Mastermix (Applied Biosystems, Weiterstadt) enthalten sind die AmpliTaq 
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Gold DNA Polymerase, dNTPs, dUTPs, MgCL2 (5mM Endkonzentration), ROX 

(passiver Reverenzfarbstoff) und eine Uracil-N-Glykosylase. Letztere verhindert 

eventuelle Kontaminationen durch bereits amplifizierte Produkte. Die real-time PCR lief 

unter folgenden Amplifikationsbedingungen in Doppelansätzen ab: 

 

                     

2min 50°C

10min 95°C 15sec 95°C

1min 60°C

1 2 3

1 Zyklus 1 Zyklus 40 Zyklen

UNG-Verdau Denaturierung

4

Annealing/
ExtensionAktivierung AmpliTaq Gold Pol.

   

Abbildung 7:     Amplifikationsbedingungen der real-time PCR. Zunächst erfolgte ein UNG-Verdau 

bei 50°C. Anschließend kam es während einer 10minütigen Inkubationszeit bei 95°C zur Aktivierung der 

AmpliTaq Gold Polymerase und schließlich in einem 40 zyklischen Syntheseprozess zur Bildung der 

PCR-Produkte. 

 

Als Referenzgen wurde das Haushaltsgen Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyl 

Transferase (HPRT) parallel amplifiziert. Als Kontrolle auf Kontaminationen mit 

genomischer DNA dienten Doppelansätze ohne cDNA. Die real-time PCR wurde in 

optical caps (Applied Biosystems, Weiterstadt) in einem GeneAmp 5700 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems, Weiterstadt) ausgeführt. 

 

2.3.5.4.3 Relative Quantifizierung  
 
Zur relativen Quantifizierung der Expression eines unbekannten Gens wurde in jedem 

Zyklus ein Referenzgen parallel zum Zielgen amplifiziert. Referenzgene treten 

unreguliert und konstitutiv exprimiert in jeder Zelle auf und ermöglichen, durch einen 

Mengenvergleich, Aussagen über die Expressionsregulation hinsichtlich des 

unbekannten Gens. Die Quantifizierung erfolgt auf Basis des CT Wertes, welcher den 

Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz 

ansteigt, beschreibt. Die Normierung eines Gens anhand eines Referenzgens wird 

durch die unten aufgeführte Gleichung beschrieben.  
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∆CT = MW CT (Zielsequenz) – MW  CT ( Referenzgen) 

Ergebnis = 2-∆CT 

 

2.3.5.4.4 Die Generierung eines TaqMan-Panels 
 
Die Zielgen-Sequenzen wurden der Genom-Datenbank von NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) entnommen und das TaqMan-Panel mit der Primer-Software 

OLIGO erstellt. Dabei wurden die Sequenzen so gewählt, dass die TaqMan-Sonde 

bestenfalls eine Exon-Exon-Grenze überlappt, um die Amplifikation eventueller 

Verunreinigungen durch genomische DNA auszuschließen. Die TaqMan-Panels für 

RIG-1 (Mm00554529_m1), MDA5 (Mm00459183_m1)  und TLR3 (Mm01207403_m1) 

wurden als Assay on Demand von der Firma Applied Biosystems erworben. 

 

Gene Primersequenzen 

 

HPRT 

 

Forward primer 

Reverse primer 

Sonde 

5´ atc att atg ccg agg att tgg aa  3´ 

5´ ttg agc aca  cag  agg gcc a  3´ 

5´ tgg aca gga ctg aaa gac ttg ctc gag atg  3´ 

 

NKp46 

 

Forward primer 

Reverse primer 

Sonde 

5´ tct ggt caa agt cga gca ac  3´ 

5´ acc tca ggc tgt gga taa ac  3´ 

5´ aaa ctg gta gta act ggt ctg tat ga  3´ 

 

DAP10 

 

Forward primer 

Reverse primer 

Sonde 

5´ aag tca gac atc ggc agg tt  3´ 

5´ gtg aca tga ccg cat ctg c  3´ 

5´ ccg gat gtg gga ctc tgt ctc tg  3´ 

 

DAP12 

 

Forward primer 

Reverse primer 

Sonde 

5´ gta cag gcc caga gt gac a  3´ 

5´ tca gca gag tca aca cca ag  3´ 

5´ ctg ttc ttc cgt gag ccc tgg tgt  3´ 
 

Tabelle 2: Etablierte TaqMan-Panels für die real-time PCR. a: Adenin; c: Cytosin; g: Guanin; 

   t: Thymidin. 

 
2.3.6 Adoptiver Transfer  
 

In einem adoptiven Transfermodell wurden gereinigte NK-Zellen resistenter C57BL/6 

Tiere auf permissive A.BY/SnJ Mäuse übertragen und deren Einfluss auf den Verlauf 

einer CVB3-induzierten Myokarditis untersucht. In einem ersten Versuchsaufbau 

wurden aus naiven C57BL/6 Tieren generierte NK-Zellen in A.BY/SnJ transferiert und 

diese nach 24h mit CVB3-inokuliert. Dazu wurden splenogene NK-Zellen durch MACS-
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Separation isoliert und mit sterilem PBS auf eine Konzentration von 2x106 Zellen/100µl 

eingestellt. Anschließend erfolgte der Transfer von 2x106 NK-Zellen in 100µl PBS über 

intravenöse Injektion (i.v.) in die Schwanzvene von A.BY/SnJ Mäusen. Nach 24h 

wurden die transferierten Tiere mit 1x105 pfu CVB3-infiziert. 

In einem zweiten, therapeutischen Versuchsansatz wurde die Infektion (1x105 pfu 

CVB3) der transferierten A.BY/SnJ Tiere zwei Tage nach dem Transfer gereinigter 

splenogener C57BL/6 NK-Zellen vorgenommen. Die Analyse der Versuchstiere 

hinsichtlich pathogener myokardialer Morphologieveränderungen fand acht Tage nach 

der Infektion mithilfe Immunhistologischer Färbungen statt. Zusätzlich wurde die CVB3 

RNA-Replikationsrate im Herzmuskel durch in situ Hybridisierung bestimmt und die 

Infiltration diverser Lymphozytenpopulationen untersucht. 

 

2.3.7 Statistische Auswertung 
 

Die statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism 5 für Windows  

(GraphPad software Inc., La Jolla, USA) erstellt. Für den Vergleich zweier Gruppen zum 

gleichen Zeitpunkt wurde der unpaired t-Test angewandt. Die Zeitkinetiken der 

einzelnen Mausstämme erfolgte über eine Varianzanalyse (one-way ANOVA). P-Werte 

kleiner oder gleich 0,05 wurden als statistisch unterschiedlich betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz von NK-Zellen, als wichtige Immunträger 

der angeborenen Immunität, in Bezug auf die natürliche Resistenz gegenüber einer 

chronisch verlaufenden Enterovirus-induzierten Myokarditis analysiert. Ein etabliertes 

CVB3 Myokarditismodell sollte Aufklärung über die Mechanismen einer effektiven 

Immunantwort infolge einer CVB3-induzierten Herzmuskelentzündung bringen. 

Innerhalb dieses Myokarditismodells wurden immunologische Prozesse in Tieren des 

resistenten C57BL/6 Stammes, der im Zuge einer CVB3-Infektion eine akute 

Myokarditis ohne Übergang in eine chronische Phase entwickelt, und permissive 

A.BY/SnJ Tiere, die sowohl eine akute als auch eine chronische Entzündung ausbilden, 

gegenübergestellt und vergleichend analysiert. 

 

3.1 Differente Verteilung diverser Lymphozytenpopul ationen  
 
Zunächst erfolgte eine vergleichende kinetische und phänotypische Charakterisierung 

verschiedener Lymphozytensubpopulationen innerhalb beider Mausstämme. Dazu 

wurden NK- und T-Zellpopulationen sowie DCs an zuvor definierten Zeitpunkten der 

CVB3-Infektion durchflusszytometrisch charakterisiert. Durch eine Kennzeichnung 

zellspezifischer Oberflächenmarker mit Hilfe fluoreszenzmarkierter, monoklonaler 

Antikörper  konnte die Infiltration verschiedener Immunozyten in die Milz und das 

Myokard beider Mausstämme im Durchflusszytometer bestimmt und verglichen werden. 

Dabei erfolgten die Messungen jeweils innerhalb der frühen (Tag 3p.i.), der akuten  

(Tag 8p.i.) sowie in der späten oder chronische Phase (Tag 28p.i.) der CVB3 

Myokarditis. Um gezielte Aussagen über den Einfluss einer enteroviralen Infektion auf 

das Verhalten der einzelnen Lymphozytenpopulationen treffen zu können, wurden nicht-

infizierte C57BL/6 und A.BY/SnJ Tiere (naiv) in die Analyse einbezogen. Die 

Ergebnisse dieser experimentellen Untersuchungen sind in den Abbildungen 8 A-C 

zusammengefasst. Betrachtet man beide Mausstämme hinsichtlich ihrer Verteilung an 

T-Zellen (CD3+), so konnte gezeigt werden, dass naive A.BY/SnJ Tiere in der Milz, nicht 

nur eine signifikant höhere Anzahl an CD3+ T-Zellen, sondern auch eine größere 

Frequenz an CD4+ T-Zellen (67,95% ± 2,39% vs. 32,68% ± 3,32%, p<0,001) aufweisen 

als resistente C57BL/6 Mäuse. Im Gegensatz dazu hatten Tiere des Stammes C57BL/6 
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einen signifikant höheren Anteil an zytotoxischen T-Zellen (CD3+ CD8+) (35,06% ± 

3,43% vs. 15,48% ± 1,72%, p<0,001). Die Inokulation mit CVB3 hatte in beiden 

Mausstämmen eine splenogene Infiltration von CD3+ T-Zellen zur Folge, die im akuten 

Stadium, am Tag 8p.i. ihr Maximum erreichte. Die Einwanderung von CD3+ T-

Lymphozyten ins Myokardgewebe infizierter Tiere verhielt sich ähnlich dem Verlauf in 

der Milz. Zudem konnte ausschließlich in CVB3-suszeptiblen Mäusen des A.BY/SnJ 

Stammes eine anhaltende Präsens der CD3+ T-Zellen im Myokard, während der 

chronischen Phase (Tag 28p.i.) der Enterovirus-induzierten Herzmuskelentzündung, 

nachgewiesen werden. Weiterhin wurde auch im Herzmuskel beider Mausstämme, die 

in der Milz auftretende, typische Verteilung der T-Lymphozyten vom Helfertyp und der 

zytotoxischen T-Zellen detektiert (Abbildung 8A). 
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Abbildung 8A:     Splenogene und kardiale Infiltrat ion von T-Lymphozyten in C57BL/6 ( ●) und 

A.BY/SnJ ( □) Tieren im Verlauf einer CVB3-Infektion.  Dargestellt ist die durchflusszytometrische 

Messung der CD3+ T-Zellsubpopulationen in der Milz und im Myokard. Die statistische Auswertung 

erfolgte mit dem  t-Test (*). 

 

Die durchflusszytometrische Analyse Dendritischer Zellen (DC) zeigte eine größere 

Infiltration myeloider DCs  (mDC, CD11c+) in die Milz naiver C57BL/6 Mäuse als in 

dieses Organ der A.BY/SnJ Tiere (13,35% ± 1,73% vs. 4,63% ± 0,67%, p<0,001). 
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Jenes Verhältnis spiegelte sich in allen Phasen der Infektion sowohl im Myokard als 

auch in der Milz wider, obgleich in der akuten Phase der CVB3-Infektion die 

stammspezifischen Unterschiede im Herzmuskel nicht signifikant auftraten. Bei näherer 

Betrachtung der splenogenen plasmazytoiden DCs (pDC, PDCA1+) konnten, 

abgesehen vom Tag 8p.i., keine nennenswerten Unterschiede zwischen beiden 

Mausstämmen registriert werden, während im Myokard, in der frühen und akuten Phase 

der CVB3 Myokarditis (Tag 3p.i., Tag 8p.i.) der signifikant erhöhte Anteil an pDCs in 

permissiven A.BY/SnJ Tieren kaum zu übersehen war (Tag 3p.i.: 25,72 % ± 1,13% vs. 

8,60% ± 0,92%, p<0,001; Tag 8p.i.: 5,06% ± 3,43% vs. 15,48% ± 1,72%, p<0,001). 

Eine Inokulation beider Mausstämme mit CVB3 resultierte in einer Zunahme der 

einwandernden mDCs und pDCs in die Milz und ins Herzgewebe mit einem Maximum 

am Tag 8p.i. (mDCs – Milz und Myokard; pDCs - Myokard) bzw. am Tag 3p.i. für 

splenogene pDCs (Abbildung 8B). Unsere Daten zeigen, dass A.BY/SnJ Tiere eine 

dominante pDC Antwort infolge einer CVB3-Infektion ausbilden, während C57BL/6 

Mäuse eine stärkere mDC Immunität im Myokard entwickeln. 
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Abbildung 8B:     Splenogene und kardiale Infiltrat ion von DCs in C57BL/6 ( ●) und A.BY/SnJ ( □) 

Tieren im Verlauf einer CVB3-Infektion.  Dargestellt ist die durchflusszytometrische Messung der 

CD11c+ (mDC) und PDCA1+ (pDC) Lymphozytenpopulationen in der Milz und im Myokard. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

Die Bestimmung des prozentualen Anteils infiltrierender NK-Zellen erfolgte anhand der 

Expression des Oberflächenrezeptors NKp46, der ausschließlich auf NK-Zellen gebildet 
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wird. Im gesamten Messintervall konnten sowohl in der Milz als auch im Myokard 

resistenter C57BL/6 Tiere weitestgehend höhere Frequenzen an NK-Zellen im 

Vergleich zu Mäusen des A.BY/SnJ Stammes nachgewiesen werden. Die enterovirale 

Infektion der Versuchstiere hatte eine Zunahme der splenogenen und kardiale NK-

Zellinfiltration mit einem Maximum am Tag 8p.i. zur Folge (Abbildung 8C). 
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Abbildung 8C:     Splenogene und kardiale Infiltrat ion von NK-Zellen in C57BL/6 ( ●) und A.BY/SnJ 

(□) Tieren im Verlauf einer CVB3-Infektion.  Dargestellt ist die durchflusszytometrische Messung der 

NK-Zellen (NKp46+) in der Milz und im Myokard. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

 

3.2 Unterschiede hinsichtlich der NK-Zelleffektorfu nktionen  
 
NK-Zellen, als Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunität, spielen 

eine zentrale Rolle in der zellulären Immunabwehr. Sie bilden die erste 

Verteidigungslinie im Kampf gegen Infektionen und Tumoren. Neben anderen 

Effektorfunktionen ist ihre Zytotoxizität von großer Bedeutung für die Bekämpfung 

intrazellulärer Krankheitserreger. Basierend auf den vorangegangenen Daten sollte die 

Funktionalität der NK-Zellen mithilfe des CD107a Degranulationsassays in beiden 

Tierstämmen verglichen werden. Die Degranulationseffizienz der NK-Zelle kann als 

Maß für ihr zytotoxisches Potenzial herangezogen werden, da die zytotoxische Aktivität 

eine gerichtete Endozytose von zytotoxischen Granula, die lytische Proteine enthalten, 

voraussetzt. Der CD107a Degranulationsassay beruht auf der Messung des 

Membranproteins CD107a, welches durch die Degranulation der NK-Zelle von der  

Membran intrazellulärer zytotoxischer Granula auf die NK-Zelloberfläche gelangt und 

dort quantifiziert werden kann (121). 
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3.2.1 Degranulationskapazität gegenüber Tumorzellen  
 
Die Degranulationskapazität splenogener NK-Zellen wurde zunächst gegenüber der 

NK-zellsensitiven Tumorzelllinie YAC-1 (H-2a) bestimmt. Da NK-Zellen der 

angeborenen frühen Immunantwort zugeordnet werden, wurden in diesem Experiment 

NK-Zellen, die am 3. Tag nach CVB3-Inokulation isoliert wurden, hinsichtlich ihrer 

Effektorfunktion analysiert. Als Kontrolle bzw. zur Überprüfung des Einfluss` einer 

enteroviralen Infektion auf die Funktionalität dieser Lymphozytenpopulation, wurden 

parallel Untersuchungen an naiven NK-Zellen durchgeführt.  
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Die graphische Darstellung in Abbildung 9 zeigt, dass die Degranulationskapazität der 

an Tag 3p.i. nach CVB3-Infektion isolierten C57BL/6 NK-Zellen signifikant höher war als 

die der permissiven A.BY/SnJ Tiere. Interessant war dabei, dass bereits naive NK-

Zellen der C57BL/6 Mäuse größeres Degranulationspotenzial zeigten als NK-Zellen des 

permissiven Stammes, d.h. dass resistente C57BL/6 NK-Zellen konstitutiv ein größeres 

zytotoxisches Potenzial  aufweisen als ihre suszeptiblen Modellpartner (naiv: 13,56% ± 

1,74% vs. 8,44% ± 1,44%, p<0,001; Tag 3p.i.: 12,76% ± 1,42% vs. 8,94% ± 1,93%, 

p<0,01). Innerhalb beider Mausstämme konnte jedoch keine infektionsbedingte 

Effizienzsteigerung dieser Effektorfunktion festgestellt werden. Die Zytotoxizität der NK-

Zellen blieb zwar durch die enterovirale Inokulation unbeeinflusst, zeigte aber deutlich 

größeres Potenzial in resistenten C57BL/6 Tieren. 

  

3.2.2 Degranulationskapazität gegenüber murinen Kar diomyozyten 
 
Um NK-Zelleffektorfunktionen in einem, den in vivo Bedingungen physiologisch 

angepassten, System zu untersuchen, wurden im Degranulationsassay Zellen der Linie 

Abbildung 9:  Splenogene NK -Zellen resistenter 

C57BL/6 (●) Tiere zeigen eine höhere 

Degranulationskapazität gegenüber der Zelllinie  

YAC-1 als NK-Zellen der A.BY/SnJ ( □) Tiere.   

Dargestellt ist die Degranulationskapazität von NK-

Zellen, welche naiv und am Tag 3p.i. der CVB3 

Infektion isoliert wurden. Die statistische Auswertung 

erfolgte über den t-Test (*). 

 
*** ** 
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HL-1 als Zielpopulation verwendet. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um murine 

immortalisierte Kardiomyozyten, die aus der AT-1 Zelllinie, die einem Atriumtumor einer 

transgenen Maus (C57BL/6J Hintergrund) entstammt, entwickelt wurde. Die HL-1 

Zelllinie zeichnet sich durch diverse kardiomyozytenspezifische Charakteristika, wie 

kardiale morphologische, biochemische und elektrophysiologische Eigenschaften aus. 

Zudem ist sie gekennzeichnet durch spontane Kontraktionen, ähnlich funktionaler 

Herzmuskelzellen (119). Für den Degranulationsassay wurden diese Zellen mit 

10 pfu/Zelle CVB3 (Nancy strain) infiziert und die NK-Zellaktivität beider Mausstämme 

gegenüber dieser Kardiomyozyten getestet.  
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Wie in Abbildung 10 dargestellt zeigten splenogene NK-Zellen, die mit naiven 

Kardiomyozyten koinkubiert wurden, nur eine geringe Degranulationsaktivität, wobei 

keine nennenswerten funktionalen Unterschiede zwischen beiden Mausstämmen 

auftraten. Interessanterweise war nach Inokulation der HL-1 Zellen mit CVB3 ein 

signifikanter Anstieg der CD107a Mobilisierung für C57BL/6 NK-Zellen nachweisbar (Ø 

CVB3: 1,36% ± 0,99% vs. +CVB3: 4,85% ± 0,58% p< 0,001). Im Gegensatz dazu 

konnten hinsichtlich der NK-Zellen aus permissiven A.BY/SnJ Tieren keine Effekte 

durch die CVB3-Infektion, in Bezug auf die Degranulationskapazität, detektiert werden. 

Zudem war das zytotoxische Potential resistenter C57BL/6 Tiere, gegenüber CVB3-

infizierter HL-1 Zellen, signifikant größer als das der suszeptiblen A.BY/SnJ Mäuse 

(+CVB3: 4,85% ± 0,58% vs. 1,03% ± 0,08% p< 0,001). Auch in diesem Experiment 

konnten Aktivitätsunterschiede hinsichtlich NK-zellspezifischer Effektorfunktionen 

zugunsten splenogener NK-Zellen der resistenten C57BL/6 im Vergleich zu permissiven 

A.BY/SnJ Tieren herausgestellt werden. 

Abbildung 10:     Splenogene NK -Zellen 

resistenter C57BL/6 ( ●) Tiere zeigen eine 

höhere Degranulationskapazität gegenüber 

naiven und CVB3-inf. Kardiomyozyten als 

NK-Zellen der A.BY/SnJ ( □) Tiere.   

Bestimmung der  Degranulationskapazität 

gegenüber der Kardiomyozytenzelllinie HL-1. 

Die statistische Auswertung zwischen beiden 

Mausstämmen erfolgte mit dem t-Test (*). Die 

statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich 

naiver und infizierter HL-1 wurden mit one-way 

Anova und Tukey Post Test (#) ermittelt.  
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3.3  Unterschiede im NK-Zellreifeprozess  
 
Die Differenzierung von unreifen NK-Zellen erfolgt über 3 Reifestadien, die sich in der 

Expression von Oberflächenmolekülen, der Gewebeverteilung, der Zytokinproduktion 

sowie der zytotoxischen Kapazität unterscheiden. Der Grad der Reifung kann dabei 

durch die Expression der Oberflächenmarker CD11b und CD27 charakterisiert werden 

(122). Auf unreifen NK-Zellen ist die Expression von CD11b gering (CD11blow), während 

reife NK-Zellen eine hohe Expressionsrate dieses Markers aufweisen (CD11bhigh). 

Demzufolge repräsentieren CD11blow CD27high NK-Zellen eine unreife 

Entwicklungsstufe, während CD11bhigh CD27high (doppelt positiv, DP) und 

CD11bhigh CD27low NK-Zellen reife Stadien darstellen. Die Differenzierung muriner NK-

Zellen in vivo folgt dem Schema: CD11blow CD27high → DP → CD11bhigh CD27low, wobei 

die zytotoxische Kapazität und die Sekretion von Zytokinen mit dem Reifegrad 

zunehmen, während die Proliferationsfähigkeit abnimmt. Durch Chiossone et al. wurde 

ein weiteres Reifestadium beschrieben, das in allen lymphoiden und nicht-lymphoiden 

Organen in sehr geringer Menge vorkommt. Diese NK-Zellen exprimieren CD11blow und 

CD27low und agieren vermutlich als Vorläuferzellen zur Generierung von Effektorzellen 

(123). Diese Differenzierung von NK-Zellen anhand verschiedener Reifestadien ist in 

Abbildung 11 für C57BL/6 und A.BY/SnJ Tiere exemplarisch dargestellt. 
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Abbildung 11:     Exemplarische Darstellung der ein zelnen Reifestadien im Differenzierungs-

prozess der NK-Zellen von C57BL/6 und A.BY/SnJ Tier en. Die Differenzierung muriner NK-Zellen in 

vivo folgt dem Schema: CD11blow CD27high → CD11bhigh CD27high → CD11bhigh CD27low (dot blot). 

 

In Abbildung 12 ist die Ausprägung der verschiedenen Reifestadien von splenogenen 

und kardialen NK-Zellen vergleichend zwischen resistenten und permissiven Mäusen 

dargestellt. Zudem wurde der Einfluss der CVB3-Infektion auf die verschiedenen NK-
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Zellentwicklungsstufen vor Inokulation, am Tag 3p.i., Tag 8p.i. und Tag 28p.i. 

untersucht. Interessanterweise ist die Frequenz der unreifen NKp46+  CD11blow NK-

Zellen in der Milz und im Myokard der A.BY/SnJ Tiere überpräsent, während in 

C57BL/6 Mäusen ein signifikant höherer Anteil an reifen NK-Zellen (NKp46+ CD11bhigh) 

in beiden Organen nachgewiesen werden konnte. Insbesondere trat diese Diskrepanz 

im letzen Reifestadium (CD11bhigh CD27low) sehr deutlich auf. Studien haben gezeigt, 

dass die Funktionalität bzw. die Effektorfunktionen von NK-Zellen mit den zwei letzten 

Reifestadien (CD11bhigh) assoziiert sind (124). Allerdings beeinflusste das Fortschreiten 

der CVB3-Infektion das individuelle Verteilungsmuster der einzelnen NK-

Zellsubpopulationen in beiden Maustämmen in ähnlicher Art und Weise. 
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Abbildung 12:    C57BL/6 ( ●) Tiere zeigen einen reifen NK-Zellphänotyp, währen d in A.BY/SnJ ( □) 

Mäusen unreife NK-Zellreifestadien dominieren. Dargestellt ist die splenogene und kardiale Infiltration 

der NK-Zellentwicklungsstufen im Verlauf einer CVB3 Infektion. Die statistische Auswertung erfolgte über 

den t-Test (*). 
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3.4 Die Bedeutung des aktivierenden NK-Zellrezeptor s NKp46  
 
3.4.1 Unterschiede in der Expressionsdichte des NKp 46 auf NK-Zellen 
 
Die bisher erhaltenen Resultate in Bezug auf den Differenzierungsstatus und die 

Effektorfunktionen der NK-Zellen beider Maustämme legten eine zugrunde liegende 

Varianz hinsichtlich des spezifischen NK-Zellrezeptorrepertoires nahe. Für einen dieser 

Rezeptoren (NKp46) konnte gezeigt werden, dass die Expressionsdichte auf der 

Zelloberfläche von NK-Zellen zwischen C57BL/6 und A.BY/SnJ Tieren stark variiert. 

Dabei war in permissiven A.BY/SnJ Mäusen eine höhere Expressionsdichte dieses 

Rezeptors auf NK-Zellen detektierbar. Dieser Expressionsunterschied ließ sich sowohl 

naiv als auch in allen Phasen der CVB3 Myokarditis nachweisen (Abbildung 13). NKp46 

ist ein MHC-Klasse-I-unabhängiger aktivierender Rezeptor, der eine wichtige Rolle bei 

der Immunabwehr viraler Erreger; wie beispielsweise Influenza, spielt (siehe 1.3.5). 
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Abbildung 13:     A.BY/SnJ ( □) Tiere zeigen eine höhere Expressionsdichte des ak tivierenden 

Rezeptors NKp46 auf der NK-Zellmembran als C57BL/6 (●) Mäuse. Dargestellt ist die NKp46+ 

Expression auf NK-Zellen. Die statistische Auswertung erfolgte über den t-Test (*). 
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3.4.2 Einfluss einer NKp46-Deletion auf den Verlauf  einer CVB3 Myokarditis 
 
Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen wurde untersucht, welche Auswirkung 

eine Deletion des NKp46 Rezeptors auf den Verlauf einer CVB3-Infektion hat. Zur 

Beantwortung dieser Fragestellung wurden homozygote NKp46 ko (NCR1gfp/gfp) Tiere, 

die durch Deletion des NKp46 Rezeptors bei gleichzeitiger Implementation einer GFP-

Kassette aus C57BL/6 Mäusen hervorgehen, in die Analysen einbezogen. Die 

experimentelle Untersuchung der Tiere erfolgte jeweils an Tag 0, 4p.i., 8p.i. und 28p.i. 

nach CVB3 Inokulation. Als Kontrolltiere dienten C57BL/6 Mäuse. Die Auswertung 

basierte auf der Charakterisierung myokardialer Gewebezerstörung und der 

Bestimmung des Grades der Entzündung durch histologische Analysen mit 

Hämatoxylin/Eosin oder Masson Trichrom Färbung an deparaffinierten 

Herzmuskelgewebeschnitten. Der Nachweis replizierender Viren wurde, wie bereits von 

Klingel et al. (114) beschrieben, durch RNA/RNA in situ Hybridisierung (ISH), mittels 

einer 35S-markierten CVB3-spezifischen Sonde, an 5µm dicken Paraffinschnitten der 

Herzen durchgeführt. 

Wie aus Abbildungen 14 und 15 hervorgeht, konnte an Tag 4p.i. eine vermehrte 

Infiltration von mononukleären Entzündungszellen in das Myokard CVB3-infizierter 

NCR1gfp/gfp Mäuse im Gegensatz zu Wildtyp (wt) C57BL/6 Mäusen beobachtet werden. 

Diese Entzündung sowie die durch Nekrose der Myozyten charakterisierte 

Herzschädigung erreichte ihr Maximum am Tag 8p.i.. Jedoch war am Tag 28 der CVB3-

Infektion in NCR1gfp/gfp Mäusen keine Chronifizierung der akuten Myokarditis 

festzustellen. Interessanterweise konnte durch die Infektionsstudie an NKp46 ko Tieren 

gezeigt werden, dass im Myokard der NCR1gfp/gfp Mäuse am Tag 4p.i. und 8p.i. im 

Vergleich zu den wt C57BL/6 Kontrollmäusen eine verstärkte Virusreplikation auftrat 

(Abbildung 16), allerdings am Tag 28p.i. keine CVB3-RNA mehr detektierbar war 

(Daten nicht gezeigt). Aufgrund fehlender Viruspersistenz als auch der positiven 

histologischen Befunde am Tag 28p.i. ist davon auszugehen, dass die NCR1gfp/gfp 

Mäuse keine chronische Myokarditis infolge einer CVB3-Infektion entwickeln.  

 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Deletion des aktivierenden 

Rezeptors NKp46 auf NK-Zellen initial zu einer verstärkten akuten Virusmyokarditis 

führte, aber dessen ungeachtet, CVB3 im Verlauf der Infektion eliminiert werden konnte 

und keine chronische Entzündung resultierte.      
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Abbildung 14:     Die Deletion des NKp46 Rezeptors in NCR1 gfp/gfp  Mäusen führt infolge einer 

Infektion mit CVB3 zu einer verstärkten Infiltratio n von mononukleären Zellen in das Herzgewebe.  

Dargestellt sind mit Hämatoxylin/Eosin gefärbte Paraffinschnitte des Herzens von NCR1gfp/gfp Mäusen vor 

Infektion und an Tag 4p.i., 8p.i. und 28 p.i.. Vergrößerung:  x100. 

 

 

                              

                               

Abbildung 15:     Eine CVB3-Infektion resultiert in  einer zeitlich begrenzten geringgradigen 

Infiltration (Tag 4p.i. und 8 p.i.) von mononukleär en Zellen in das Herzgewebe von C57BL/6 

Mäusen. Dargestellt sind mit Hämatoxylin/Eosin gefärbte myokardiale Paraffinschnitte von C57BL/6 

Mäusen vor Infektion und an Tag 4p.i. , 8p.i. und 28 p.i.. Vergrößerung: x200. 
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Abbildung 16:      Die Deletion des NKp46 Rezeptors führt zu einer erh öhten Replikation von CVB3 

Viren im Myokard von NCR1 gfp/gfp  Mäusen am d8p.i..  Das kardiale Infektionsmuster wurde mit einer 

CVB3 spezifischen Sonde in der in situ Hybridisierung visualisiert. Die Virus RNA wurde durch 

autoradiographische Signale (schwarze Silberkörner) in Herzen CVB3-infizierter NCR1gfp/gfp und C57BL/6 

Mäuse am Tag 4p.i. und 8p.i. dargestellt. Vergrößerung: x100. 

 

 

3.5 Die Bedeutung des aktivierenden NK-Zellrezeptor s NKG2D  
 
3.5.1 Unterschiedliche Expression von NKG2D auf NK- Zellen  
           
Die bisherigen Resultate bezüglich der Einflussnahme des Rezeptors NKp46 auf den 

Verlauf einer CVB3 Myokarditis einbeziehend, rückte ein weiterer aktivierender NK-

Zellrezeptor in den Fokus der Analysen. Zafirova et al. konnten zeigen, dass dem 

aktivierenden Rezeptor NKG2D eine bedeutende Rolle in Bezug auf die Entwicklung 

und Proliferation, Homöostase und Regulation der NK-Zellen sowie auf verschiedene 

Effektorfunktionen zukommt (125). Zur näheren Untersuchung dieses Rezeptors wurde 

zunächst dessen Expressionsprofil auf splenogenen und kardialen NKp46+ NK-Zellen 

während einer CVB3-Infektion in beiden Mausstämmen analysiert und verglichen. Im 

gesamten Verlauf der viralen Infektion zeigten C57BL/6 Tiere eine signifikant höhere 

Anzahl an splenogenen NKG2D+ NK-Zellen als permissive A.BY/SnJ Mäuse. Zu dem 
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konnte im späteren Verlauf der Myokarditis (Tag 8p.i. und Tag 28p.i.) auch im Myokard 

ein größerer prozentualer Anteil infiltrierender NKG2D+ NK-Zellen in resistenten Tieren 

gemessen werden. Hinsichtlich der Expressionsdichte dieses aktivierenden Rezeptors 

auf der Oberfläche jeder einzelnen NK-Zelle konnte naiv als auch im Zuge der CVB3-

induzierten Virusmyokarditis ein signifikant höheres Niveau in C57BL/6 Mäusen im 

Vergleich zu A.BY/SnJ Tieren detektiert werden, wobei im resistenten Stamm eine 

deutliche Expressionsinduktion am 3. Tag nach Inokulation zu verzeichnen war. Im 

Allgemeinen erreichten splenogene und kardiale NKG2D+ NK-Zellen beider Tierstämme 

ihr Maximum, in Bezug auf die prozentuale Anzahl als auch auf die NKG2D-

Expressionsdichte, in der frühen Phase der Erkrankung (Tag 3p.i.) (Abbildung 17). 

Diese ermittelten Varianzen hinsichtlich der Expression des aktivierenden Rezeptors 

NKG2D auf NK-Zellen innerhalb beider Mausstämme ließen erste Schlüsse bezüglich 

der protektiven Wirkung dieses Rezeptors auf den Krankheitsverlauf einer CVB3-

induzierten Myokarditis zu. 
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Abbildung 17:     Das Expressionsniveau des aktivie renden Rezeptors NKG2D als auch die 

Infiltration splenogener NKG2D + NK-Zellen ist in C57BL/6 ( ●) Tieren signifikant höher als im 

A.BY/SnJ ( □) Stamm.  Der prozentuale Anteil von NKp46+ NKG2D+ NK-Zellen sowie das 

Expressionsniveau des Rezeptors NKG2D auf der NK-Zellmembran wurden im Verlauf einer CVB3-

Infektion bestimmt. Die statistische Auswertung zwischen beiden Mausstämmen erfolgte mit dem t-Test 

(*). Die statistisch signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Infektion wurden mit one-way 

Anova und Tukey Post Test (#) ermittelt.  
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3.5.2 Unterschiedliche Expression von NKG2D-Ligande n  
 
Die Liganden des NKG2D Rezeptors (NKG2DL) sind überwiegend auf DCs aber auch 

auf diversen anderen Zellen als Antwort auf zellulären Stress, wie DNA-Schädigung, 

Tumore oder Infektionen induzierbar. Sie lösen durch Interaktion mit ihrem 

Reaktionspartner eine NKG2D-abhängige Signalkaskade aus, die in einer Aktivierung 

der NK-Zelle resultiert. In einem weiterführenden Experiment wurden die NKG2DL 

MULT1 und RAE-1δ auf splenogenen Dendritischen Zellen (CD11c+) beider 

Mausstämme analysiert. Dabei konnte ein höherer prozentualer Anteil an 

CD11c+ MULT1+ und CD11c+ RAE-1δ+ Zellen in infizierten C57BL/6 Tieren im Vergleich 

zu A.BY/SnJ Mäusen festgestellt werden (Abbildung 18). Interessant ist zudem die 

unterschiedliche Regulation der NKG2DL, während in naiven Tieren beider 

Mausstämme die Frequenz der NKG2DL exprimierenden DCs vergleichbar war, zeigten 

ausschließlich resistente C57BL/6 Tiere nach einer CVB3-Inokulation eine deutliche 

Induktion dieser. Dieses Ergebnis unterstreicht die bedeutende Funktion des 

aktivierenden Rezeptors NKG2D in der effektiven Immunabwehr einer CVB3-

induzierten Myokarditis. 
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Abbildung 18:     C57BL/6 ( ●) Tiere zeigen nach CVB3-Inokulation eine signifika nt höhere 

Induktion der NKG2DL RAE-1 δ und MULT1 auf CD11c + DCs im Vergleich zu A.BY/SnJ ( □) Mäusen.  

Bestimmung des prozentualen Anteils der NKG2DL MULT1 und RAE-1δ auf splenogenen DCs im naiven 

Stadium, am Tag 3p.i., 8p.i. und 28p.i. der CVB3-Infektion. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem 

t-Test (*). 
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3.5.3 Expressionsunterschiede von NKG2DL induzieren den PRRs  
 
Pattern recognition receptors (PRR) spielen eine fundamentale Rolle bei der Abwehr 

intrazellulärer Erreger sowie der Aktivierung der adaptiven Immunität. Sie vermitteln 

durch Registrierung Pathogen-assoziierter molekularer Muster (Pathogen-associated 

molecular patterns, PAMPs) die Produktion immunregulatorischer Zytokine. TLR3, 

MDA5 und RIG-I sind PRRs, die doppelsträngige RNA (dsRNA), die im Zuge der 

Replikation verschiedener Viren auftritt, erkennen und die Ausschüttung antiviraler 

Zytokine initiieren. Während TLR3 in den Endosomen lokalisiert ist, liegen MDA5 und 

RIG-1 im Zytosol Dendritischer Zellen. Hamerman et al. und Raulet et al. konnten 

zeigen, dass TLR3, MDA5 und RIG-I nach Pathogenkontakt in der Lage sind die 

Liganden des aktivierenden Rezeptors NKG2D zu induzieren und so zur Aktivierung 

von NK-Zellen in pathogenen Prozessen beitragen (126, 127).  
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Abbildung 19:     Die PRRs TLR3, MDA5 und RIG-I sin d im Myokard von C57BL/6 Tieren nach 

CVB3-Infektion induziert. Quantifizierung der mRNA von TLR3, MDA5 und RIG-I im Myokard von 

C57BL/6 (●) und A.BY/SnJ (□) Mäusen im Verlauf einer CVB3-Infektion mittels real-time PCR. Die 

statistische Auswertung zwischen beiden Mausstämmen erfolgte mit dem t-Test (*). Die statistisch 

signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Infektion wurden mit one-way Anova und Tukey Post 

Test (#) ermittelt.  
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Die Quantifizierung der beschriebenen PRRs wurde durch Messung der mRNA mittels 

der real-time PCR realisiert. Die Mengenbestimmung wurde dabei relativ zu einem 

sogenannten Haushaltsgen (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, HPRT) 

durchgeführt d. h. es erfolgte eine Normierung oder auch ein Mengenvergleich zu 

einem nicht-regulierten, konstitutiv exprimierten Gen. Damit konnte gezeigt werden, 

dass die analysierten PRRs TLR3, MDA5 und RIG-1 in Zellen des Myokards resistenter 

C57BL/6 Mäuse durch die CVB3-Inokulation wesentlich stärker induzierbar waren als in 

A.BY/SnJ Tieren, und dass diese Induktion im resistenten Mausstamm in einer 

signifikant höheren Konzentration dieser Rezeptoren am Tag 3p.i. resultierte (Abbildung 

19). Diese Mausstamm-spezifische Regulation der PRRs könnte ein Erklärungsmodell 

bezüglich der differierenden NKG2DL-Expression darstellen und somit, durch die 

unterschiedlich stark initiierte Stimulation von NKG2D, Einfluss auf den Verlauf einer 

CVB3-induzierten Myokarditis nehmen.  

 

3.5.4 NKG2D-Expressionsunterschiede auf NK-Zellsubp opulationen  
 
Zur weiteren Charakterisierung der Rolle des aktivierenden NK-Zellrezeptors NKG2D im 

Verlauf einer CVB3 Myokarditis wurde dessen Expression auf den zuvor definierten NK-

Zellreifestadien untersucht. Dazu wurden NK-Zellen aus der Milz und dem Myokard 

CVB3-infizierter C57BL/6 und A.BY/SnJ Mäuse isoliert und durchflusszytometrisch 

hinsichtlich der Induktion des NKG2D Rezeptors analysiert. Damit konnte gezeigt 

werden, dass resistente C57BL/6 Tiere einen signifikant höheren prozentualen Anteil an 

splenogenen NKG2D positiven NK-Zellen aufweisen als Mäuse des permissiven 

A.BY/SnJ Stammes. Diese Unterschiede traten innerhalb der Milz in allen NK-

Zellsubpopulationen während des gesamten Verlaufs der CVB3-Infektion auf. Zudem 

konnte im Herzmuskel der C57BL/6 Tiere während der akuten Phase (Tag 8p.i.) der 

Virusmyokarditis, binnen der NK-Zelldifferenzierungsstadien, ein signifikant höherer 

Prozentsatz an NKG2D exprimierenden NK-Zellen nachgewiesen werden als in  

A.BY/SnJ Mäusen (Abbildung 20). Diese, aus der spezifischen Charakterisierung der 

NKG2D Expression hervorgehenden Resultate, fundieren die Arbeitshypothese, dass 

eine frühe Induktion des aktivierenden Rezeptors NKG2D auf NK-Zellen positive Effekte 

auf eine effiziente Immunabwehr einer Enterovirus-induzierten Myokarditis unter 

Prävention einer Chronifizierung der Entzündung ausübt. 
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Abbildung 20:     Analyse der Expression von NKG2D auf NK-Zellsubpopulationen aus C57BL/6 

(●) und A.BY/SnJ ( □) Tieren im Verlauf einer CVB3-Infektion.  Bestimmung des prozentualen Anteils 

an NKG2D+ NK-Zellen innerhalb der Differenzierungsstadien im naiven Stadium, sowie am Tag 3p.i., 8p.i. 

und 28p.i. nach CVB3-Infektion. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

 

3.6 NK-Zellen der C57BL/6 und A.BY/SnJ Tiere unters cheiden sich in 

ihren NKG2D-abhängigen Effektorfunktionen 

 
Die Zytokinproduktion und die Zytotoxizität sind zwei Haupteffektorfunktionen der NK-

Zellen. Die Stimulation aktivierender Rezeptoren auf der Oberfläche der NK-Zellen führt 

zur Ausschüttung regulatorischer Zytokine wie IFN-γ und zur Degranulation 
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einschließlich der Sezernierung zytotoxischer Partikel wie Perforin und Granzym B 

(128). 

 

3.6.1 Unterschiede im NKG2D-vermittelten zytotoxisc hen Potential 

 
Zielzellen, die NK-Zellen in ihren Effektorfunktionen stimulieren, zeichnen sich unter 

anderem durch die fehlende Expression von MHC-I Rezeptoren, die Formation von 

NKG2D-Liganden sowie durch beide Eigenschaften gleichzeitig als NK-zellsensibel aus. 

Vor diesem Hintergrund wurde das durch NKG2D Liganden Interaktion induzierte 

Degranulationspotential der NK-Zellen beider Mausstämme nach CVB3-Infektion 

analysiert und verglichen. Dafür wurden splenogene NK-Zellen der C57BL/6 und 

A.BY/SnJ Tiere über 4h mit den Tumorzelllinien RMA-S, RMA-H60 und YAC-1 inkubiert 

und die Degranulation anhand der Mobilisierung von CD107a gemessen. Die Zelllinien 

RMA-S und RMA-H60 gehen durch Mutation bzw. Transfektion aus der NK-

zellresistenten Lymphomzelllinie RMA hervor. Die RMA-S Tumorzelllinie hat einen, 

durch eine Mutation, nicht funktionsfähigen TAP-Transporter und ist dadurch MHC-I-

inkompetent (117). Durch die fehlende Selbstausweisung durch MHC-I wird das RMA-

S-Lymphom nach der „missing-self Hypothese“ zu einer Zielzelle für NK-Zellen und 

erlaubt somit die Analyse der NKG2D-unabhängigen Degranulation. Bei der Zelllinie 

RMA-H60 handelt es sich um RMA-Zellen, die mit dem NKG2DL H60 stabil transfiziert 

wurden. Diese Zellen exprimieren H60 konstant auf ihrer Oberfläche und sind dadurch 

NK-zellsensitiv gegenüber einem NKG2D-abhängigen Signalweg (118). Als Kontrolle 

diente in diesem Experiment die Tumorzelllinie YAC-1, deren NK-Zellsensitivität auf 

dem Fehlen von MHC-I („missing-self Hypothese“) und der Expression von NKG2DL 

beruht.  

Der CD107a Degranulationstest zeigte die größte Aktivität als Antwort auf die 

Tumorzelllinie YAC-1, während NK-Zellen gegenüber RMA-S Zellen nur geringe 

zytotoxische Effekte zeigten. Auf den NKG2D-signalabhängigen Zelllinien RMA-H60 

und YAC-1 reagieren C57BL/6 NK-Zellen mit einer signifikant höheren 

Degranulationskapazität als NK-Zellen aus A.BY/SnJ Mäusen. Interessant war dabei, 

dass hinsichtlich der Zelllinie RMA-S (NKG2D-unabhängige Aktivierung) lediglich 

geringe Unterschiede im zytotoxischen Potenzial zwischen resistenten und permissiven 

Tieren zu messen waren (Abbildung 21). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die 
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NKG2D-abhängige Aktivierung der NK-Zellen eine bedeutende Rolle in der effizienten 

Abwehr einer CVB3-Infektion zu spielen scheint. 
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Abbildung 21:     NK-Zellen der C57BL/6 ( ●) Mäuse zeigen eine signifikant größere NKG2D-

induzierte Degranulationskapazität im Vergleich zu A.BY/SnJ ( □) Tieren. Vergleichende Analyse der 

NKG2D-abhängigen und -unabhängigen Aktivierung des zytotoxischen Potentials splenogener NK-Zellen  

aus C57BL/6 (●) und A.BY/SnJ (□) Tieren. Bestimmung der  Degranulationskapazität gegenüber den 

Zielzellen RMA-S (NKG2D-unabhängig), RMA-H60 (ausschließlich NKG2D-abhängig) und YAC-1 (unter 

anderem NKG2D-abhängig). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

 

3.6.2 Unterschiede in der NKG2D-vermittelten IFN- γ Sekretion  
 
NK-Zellen können sowohl mit speziellen Zielzellen als auch mit Antikörpern gegen 

spezifische Oberflächenrezeptoren in ihren Effektorfunktionen stimuliert werden. Zur 

weiteren Analyse der NKG2D-vermittelten Aktivierung wurden splenogene NK-Zellen 

durch einen monoklonalen anti-NKG2D Antikörper (Klon: A10, eBioscience, Frankfurt) 

in vitro stimuliert und der Grad der NKG2D-vermittelten Aktivierung anhand der IFN-γ 

Sekretion bestimmt. Dazu wurde der spezifische anti-NKG2D Antikörper auf 

Mikrotiterplatten immobilisiert und mit splenogenen NK-Zellen der C57BL/6 und 

A.BY/SnJ Tiere inkubiert und schließlich die Sekretion von IFN-γ durchflusszytometrisch 

bestimmt. Die Auswertung der Analyse demonstrierte eine signifikant stärkere 

Aktivierung und höhere IFN-γ Sekretion in NK-Zellen der C57BL/6 Mäuse im Vergleich 

zu A.BY/SnJ Tieren (Abbildung 22). Mit diesem Resultat konnte ein weiteres Mal 

bewiesen werden, dass NK-Zellen des C57BL/6 Stammes in ihrer Aktivierung und in 

ihrem zytotoxischen Potential kompetenter sind als solche aus A.BY/SnJ Tieren und, 

dass dieses Phänomen auf einen NKG2D-vermittelten Signalweg zurückzuführen ist.  



Ergebnisse 
  

56 

 

                               

0

5

10

15

C57BL/6 A.BY/SnJ

%
 IF

N
-γ

P
ro

du
kt

io
n 

vo
n 

N
K

p4
6+

N
K

-Z
el

le
n

**

 

Abbildung 22:     Die NKG2D-induzierte IFN- γ Sekretion in NK-Zellen ist in resistenten C57BL/6 (●) 

Mäusen signifikant höher als in A.BY/SnJ ( □). Anti-NKG2D AK wurden auf Mikrotiterplatten 

immobilisiert und in Anwesenheit von NK-Zellen 4h bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2 inkubiert. 

Anschließend wurde die IFN-γ Produktion der NK-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

 

3.6.3 Unterschiedliche Expressionsregulation der NK G2D Adaptermoleküle 

DAP10 and DAP12  

 
NKG2D wird als Homodimer in Assoziation mit zwei Adapterproteinen DAP10 und 

DAP12, welche wichtige Funktionen in der Signalübertragung übernehmen, auf der 

Oberfläche von NK-Zellen exprimiert. Im murinen System unterscheidet man zwei 

Isoformen des Rezeptors. Ruhende NK-Zellen exprimieren die lange Isoform NKG2D-

Long, welche mit DAP12 assoziiert ist, während aktivierte NK-Zellen auch die kurze 

Form NKG2D-Short, in Verbindung mit DAP10 und DAP12, bilden. DAP10 aktiviert die 

PI3-Kinase, die hauptsächlich Zytotoxizität und Fortleben der NK-Zelle induziert, 

während das ITAM-haltige DAP12 Kinasen der Src-Familie aktiviert (ZAP70 und Syk), 

welche die Sekretion von Zytokinen initiiert und die Zytotoxizität von NK-Zellen stimuliert 

(64, 80). In aktivierten NK-Zellen wird sowohl der ITAM-basierende als auch der PI3-

Kinase  (PI3K) Signalweg stimuliert. Um den Mechanismus des NKG2D-induzierten 

Signalwegs in Bezug auf eine CVB3 Myokarditis genauer zu verstehen, wurde die 

mRNA der Adapterproteine DAP10 und DAP12 mittels real-time PCR untersucht. 

In unserem Mausmodell konnte eine erhöhte Expression beider Adaptermoleküle, 

DAP10 und DAP12, in NK-Zellen des Myokards von C57BL/6 Tieren im Vergleich zu 
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CVB3-sensitiven A.BY/SnJ Mäusen nachgewiesen werden. Diese Diskrepanz spiegelte 

sich an allen gemessenen Zeitpunkten der Infektion wider und war in der frühen Phase 

der CVB3 Myokarditis (d3p.i.) signifikant nachweisbar. Das ermittelte Ergebnis gibt 

grundlegende Hinweise hinsichtlich der Hintergründe der effektiveren NKG2D-

vermittelten NK-Zellaktivierung in C57BL/6 Tieren (Abbildung 23). 
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Abbildung 23:    Expressionsunterschiede innerhalb der NKG2D Adapterproteine DAP10 und 

DAP12 im Verlauf einer CVB3-Infektion im Myokard vo n C57BL/6 (●) und A.BY/SnJ ( □) Tieren. 

Dargestellt ist die Expression der DAP10 und DAP12 mRNA relativiert auf NKp46. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

 

3.7 NKG2D-Neutralisation resultiert in progressivem  Verlauf der CVB3 

Myokarditis 

 
Im Verlauf einer CVB3-Infektion zeigen ins Myokard infiltrierende NK-Zellen der 

resistenten C57BL/6 Tiere neben einem prozentual erhöhten Anteil des aktivierenden 

Rezeptors NKG2D auch eine effizientere Aktivierung durch NKG2D-vermittelte 

Signaltransduktion. Diese Resultate lassen auf eine fundamentale Rolle dieses 

Rezeptors für eine effektive enterovirale Immunantwort schließen. Um die bisher 

ermittelten Daten zu fundieren, wurde in C57BL/6 Mäusen, durch Injektion eines 

NKG2D-depletierenden Antikörpers (Klon: C7, eBioscience, Frankfurt), die 

Signalübertragung und NK-Zellaktivierung durch diesen Rezeptor deaktiviert und deren 

Konsequenzen auf eine CVB3 Myokarditis analysiert. 

 

Myokard 
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3.7.1 NKG2D-Neutralisation reduziert die Effizienz der Viruselimination 

 
Die NKG2D-neutralisierten C57BL/6 Tiere bzw. die mit einem Kontrollantikörper 

(Armenian Hamster IgG) behandelten Mäuse wurden mit CVB3 infiziert und 

anschließend in Myokardgewebeschnitten die Menge an replizierender CVB3-RNA 

mittels der in situ Hybridisierung detektiert sowie der pathogene myokardiale Verlauf der 

Erkrankung durch immunhistochemische Färbungen veranschaulicht. Wie in Abbildung 

24 dargestellt führte die in vivo Neutralisation von NKG2D in C57BL/6 Tieren und 

anschließende CVB3-Inokulation zu einer erhöhten Viruslast innerhalb des Myokards 

sowie zu ausgedehnten kardialen inflammatorischen Läsionen im Vergleich zu C57BL/6 

Mäusen, die mit dem Kontrollantikörper behandelt wurden.    

         

                        

C57BL/6 CVB3 inf.

+ Armenian Hamster IgG

C57BL/6 CVB3 inf.

+ anti-NKG2D

H&E H&E

CVB3 ISH CVB3 ISH
 

 

Abbildung 24:     Die in vivo Neutralisation von NKG2D verstärkt die CVB3-induzi erte Myokarditis. 

Dargestellt sind Gewebeschnitte vom Myokard CVB3-infizierter C57BL/6 Tiere, die zuvor mit einem 

NKG2D-neutralisierenden Antikörper bzw. mit einem Kontrollantikörper (Armenien Hamster IgG) 

behandelt wurden. Nach einer NKG2D-Neutralisation konnten vermehrt myokardiale inflammatorische 

Läsionen (H&E-Färbung) sowie eine erhöhte Viruslast (in situ Hybridisierung ISH) nachgewiesen werden. 

Vergrößerung x100.  



Ergebnisse 
  

59 

3.7.2 Einfluss der NKG2D-Neutralisation auf verschi edene Lymphozyten 
 
Analysiert wurden die Auswirkungen der NKG2D-Neutralisation in Bezug auf die 

Entwicklung einer NK-Zell-, DC- und T-Zellantwort infolge der Infektion mit CVB3 (Tag 

8p.i). Dabei konnte eine signifikante Reduktion der splenogenen CD3+ CD8+ T-Zellen 

(Tag 8p.i.: 27,78% ± 4,67% vs. 16,03% ± 2,94%; p< 0,01) sowie eine Zunahme der 

splenogenen CD3+ CD4+ T-Zellen (Tag 8p.i.: 49,56% ± 2,67% vs. 68,63% ± 4,74%; 

p< 0,001) nach NKG2D-Blockade im Vergleich zu Kontrolltieren gezeigt werden. 

Interessanterweise vollzog sich diese Verschiebung der T-Zellantwort in Richtung eines 

A.BY/SnJ typischen Phänotyps. Ähnliche Beobachtungen konnten auch für myeloide 

DCs gemacht werden. Hierbei verhalten sich die Dendritischen Subpopulationen 

CD11C+ CD8+ und CD11C+ CD4+ DCs in der Milz äquivalent den T-Zellen. Die Frequenz 

der Gesamtpopulation von DCs und T-Zellen blieb durch die Neutralisation 

weitestgehend unbeeinflusst (Abbildung 25A).  
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Abbildung 25A:   Die NKG2D-Neutralisation führt hin sichtlich der mDC- und T-Zellsub-

populationen zu einem permissiven Phänotyp ähnlich dem der A.BY/SnJ Tiere. Dargestellt ist der 

prozentuale Anteil an T-Zellen und mDCs in der Milz von A.BY/SnJ (□), C57BL/6 (●) und NKG2D-

neutralisierten C57BL/6NKG2D-   ( ) Tieren im naiven Stadium und am Tag 8 der CVB3-Infektion. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 
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Die experimentellen Untersuchungen der NK-Zellen ergaben eine durch die NKG2D-

Neutralisation induzierte signifikante Reduktion splenogener NKp46+ NK-Zellen am 8. 

Infektionstag CVB3-inokulierter C57BL/6NKG2D- Tiere (7,89% ± 1,26% vs. 3,76% ± 

1,21%; p< 0,001). Auch innerhalb der NK-Zelldifferenzierungsstadien konnten die 

Auswirkungen der NKG2D-Neutralisation festgestellt werden. Bezüglich der unreifen 

NK-Zellen (CD11blow CD27high) wurde am Tag 8p.i. der CVB3-Infektion eine signifikante 

Zunahme dieser Population in C57BL/6NKG2D- Mäusen nachgewiesen, während reife 

CD11bhigh CD27low NK-Zellen nach Neutralisation und CVB3-Inokulation in prozentual 

geringerer Frequenz die Milz infiltrierten (CD11blow CD27high: 7,87% ± 0,93% vs. 

11,84% ± 3,40%; p< 0,05 und CD11bhigh CD27low: 84,08% ± 6,81% vs. 67,03% ± 

6,85%; p< 0,01) (Abbildung 25B).  
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Abbildung 25B:   Die NKG2D-Neutralisation führt hin sichtlich der NK-Zelldifferenzierungsstadien 

zu einem permissiven Phänotyp ähnlich dem der A.BY/ SnJ Tiere. Dargestellt ist der prozentuale 

Anteil an NK-Zellen, sowie deren Subpopulationen in der Milz von A.BY/SnJ (□), C57BL/6 (●) und 

NKG2D-neutralisierten C57BL/6NKG2D-   ( ) Tieren im naiven Stadium und am Tag 8 der CVB3-Infektion. 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 

 

Die gezielte Neutralisation des NK-zellaktivierenden Rezeptors NKG2D erzeugte in den 

depletierten Tieren (C57BL/6NKG2D-) einen lymphozytären Phänotyp ähnlich dem der 

permissiven A.BY/SnJ Mäuse (Abbildung 25B). Diese Daten suggerieren, dass der 

insuffizienten CVB3-Elimination und der damit einhergehenden Chronifizierung der 

Myokarditis in A.BY/SnJ Tieren eine gestörte NKG2D-Signaltransduktion in NK-

Zellen zugrunde liegen könnte.    
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3.8 Progressiver Verlauf der CVB3 Myokarditis in NK G2D ko  Mäusen 

 
Die vorangegangenen Experimente haben eine essentielle Rolle von NKG2D in der 

effizienten Immunabwehr einer enteroviralinduzierten Myokarditis impliziert. Um diese 

Erkenntnisse weiter zu fundieren, wurden Mäuse (C57BL/6 Hintergrund), die sich durch 

eine Defizienz des NK-Zellrezeptors NKG2D auszeichnen (NKG2D-/-; NKG2D knockout 

(ko)) (125), mit CVB3 infiziert und der Verlauf der Erkrankung dokumentiert.  

 

3.8.1 Ausgeprägte inflammatorische Reaktion und erhöhte V irustiter in 

NKG2D ko Mäusen 

 
Ähnlich den Ergebnissen der in vivo Neutralisation von NKG2D konnte auch hier ein 

beschleunigter und progressiver Verlauf der CVB3-induzierten Myokarditis in NKG2D ko 

Tieren im Vergleich zum C57BL/6 wt beobachtet werden (Abbildung 26). 

 

                      

NKG2D ko + CVB3

Tag 8p.i.

C57BL/6 wt + CVB3

Tag 8p.i.

H&E H&E

ISHISH

 

Abbildung 26:     CVB3-infizierte NKG2D ko Tiere ze igen eine verstärkte myokardiale Inflammation 

und eine erhöhte Virusreplikation. Acht Tage nach CVB3-Infektion wurden Gewebeschnitte vom 

Myokard der C57BL/6 wt und NKG2D ko Tiere durch H&E Färbung und in situ Hybridisierung hinsichtlich 

des Grades der Entzündung und der Menge an replizierender CVB3-RNA analysiert (Vergrößerung 

x100).  
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Charakteristisch ist dabei eine starke Myokardzerstörung und erhöhte Virusreplikation 

gefolgt von einer massiven Infiltration von MAC3+ Makrophagen und CD3+ T-Zellen. Die 

Abbildungen 26 und 27 zeigen dies exemplarisch im akuten Stadium der Infektion 

(d8p.i.). 

 

            

NKG2D ko + CVB3 

Tag 8p.i.

C57BL/6 wt + CVB3 

Tag 8p.i.

MAC3

CD3

                

Abbildung 27:     CVB3-infizierte NKG2D ko Tiere ze igen eine massive myokardiale Infiltration von 

Entzündungszellen im Vergleich zu C57BL/6 wt Mäusen .  Acht Tage nach CVB3-Infektion wurden 

Gewebeschnitte vom Myokard der C57BL/6 wt und NKG2D ko Tiere angefertigt und die kardiale 

Infiltration von MAC3+ und CD3+ Zellen mittels H&E Färbung veranschaulicht (Vergrößerung x200).  

 

 

3.8.2 Die NKG2D-Deletion beeinflusst T- und NK-Zell en 
 
Äquivalent den Resultaten aus der NKG2D-Neutralisation konnte bereits am 3. Tag 

nach CVB3-Inokulation eine signifikante Abnahme der NKp46+ NK-Zellfrequenzen 

sowohl im Myokard (13.68% ± 1.19% vs. 6.72% ± 0.96%, p< 0.01) als auch in der Milz 

(2.98% ± 0.38% vs. 1.62% ± 0.39% p< 0.05) von NKG2D ko Tieren im Vergleich zum 

C57BL/6 wt detektiert werden. Dieser Befund war über den gesamten 

Infektionszeitraum bis Tag 28p.i. nachweisbar und konnte für splenogene NK-Zellen 

bereits im naiven Zustand der Tiere festgestellt werden. Ähnliche Erkenntnisse ergaben 
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sich auch hinsichtlich der NK-Zelldifferenzierungsstadien, wobei reife CD11bhigh CD27low 

NK-Zellen das Myokard (Tag 3p.i.: 74,68% ± 9,06% vs. 40,48% ± 14,23% p< 0,01) und 

die Milz (Tag 3p.i.: 57.40% ± 2.06% vs. 35.50% ± 3.84% p< 0.001) in reduzierter 

Frequenz im Vergleich zum wt infiltrieren. In Bezug auf eine antivirale T-Zellantwort 

konnte in CVB3-infizierten NKG2D ko Tieren eine signifikante Verminderung 

splenogener CD3+ CD8+ T-Zellen (Tag d3p.i: 18.42% ± 1.08% vs. 5.63% ± 0.50% 

p< 0.001) detektiert werden, die sich allerdings im Myokard nicht nachweisen ließ 

(Abbildung 28). Besonders beeindruckend ist die Feststellung, dass eine Deletion 

genau wie eine Neutralisation von NKG2D in einem permissiven Phänotyp mit 

vergleichbaren CVB3-induzierten immunologischen Prozessen wie in A.BY/SnJ Mäusen 

resultiert. 
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Abbildung 28:     Einfluss einer NKG2D-Deletion auf  verschiedene Lymphozytenpopulationen im 

Verlauf einer CVB3-Infektion. Dargestellt ist eine vergleichende durchflusszytometrische Analyse von 

splenogenen und kardialen NK- und T-Zellen CVB3-infizierter C57BL/6 (●), A.BY/SnJ (□) und NKG2D ko 

( ) Tieren. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 
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3.9 Adoptiver Transfer von C57BL/6 NK-Zellen milder t den Verlauf der 

CVB3 Myokarditis in permissiven A.BY/SnJ Tieren 

 
3.9.1 Histologische Analysen  

In einem adoptiven Transfermodell der MHC-Haplotyp identischen Mausstämme 

innerhalb des Myokarditismodells sollte die protektive Wirkung immunkompetenter 

C57BL/6 NK-Zellen auf den Verlauf einer enteroviralinduzierten Myokarditis bestätigt 

werden. Dazu wurden NK-Zellen aus der Milz resistenter C57BL/6 Tiere isoliert, 

anschließend gereinigt und über die Schwanzvene intravenös (i.v.) in A.BY/SnJ Tiere 

injiziert. Die Analyse erfolgte hinsichtlich der Fragestellung: Sind aktivierte NK-Zellen 

resistenter C57BL/6 Mäuse in der Lage permissive A.BY/SnJ Tiere vor einem 

progressiven bzw. chronischen Verlauf einer CVB3 Myokarditis zu schützen? Dazu 

wurden Transferexperimente mit variierenden zeitlichen Abläufen durchgeführt und der 

Einfluss der transferierten NK-Zellen auf die Entwicklung einer CVB3 Myokarditis in 

A.BY/SnJ Tieren am 8. Tag der Virusinokulation immunhistologisch untersucht. Zur 

Bestätigung des protektiven Potentials erfolgte der Transfer isolierter C57BL/6 NK-

Zellen zunächst einen Tag vor CVB3-Infektion der A.BY/SnJ Tiere (TR, Tag -1). In 

einem weiterführenden Experiment wurde dann, in Herausarbeitung einer 

therapeutischen Anwendung, die Übertragung der C57BL/6 NK-Zellen auf permissive 

A.BY/SnJ Mäuse zwei Tage nach CVB3-Inokulation (TR (Therapie) Tag +2) 

durchgeführt. Mithilfe der in situ Hybridisierung und immunhistologischer Färbungen von 

Herzgewebeschnitten transferierter A.BY/SnJ Tiere wurden dann der Einfluss des 

adoptiven NK-Zelltransfers auf die Immunabwehr einer CVB3 Myokarditis analysiert.  

Nach dem adoptiven Transfer immunkompetenter NK-Zellen aus CVB3-resistenten 

C57BL/6 Tieren waren im Myokardgewebe von A.BY/SnJ Tieren deutlich verringerte, 

pathomorphologische Veränderungen, beschrieben durch dezimierte Entwicklung von 

Myozytennekrosen und Kollagenablagerungen, im Vergleich zum A.BY/SnJ wt zu 

erkennen. Zusätzlich war der remittierende Verlauf der CVB3 Myokarditis durch einen 

reduzierten CVB3 RNA-Titer und die begrenzte kardiale Infiltration von 

Entzündungsmarkern wie CD3+ und MAC3+ gekennzeichnet (Abbildung 29). Der 

adoptive Transfer immunkompetenter C57BL/6 NK-Zellen hatte in permissiven 

A.BY/SnJ Tieren protektive Konsequenzen auf den myokardialen Phänotyp hinsichtlich 

der Virusreplikation, infektionsbedingter Myokardzerstörung und Inflammation. Er bietet 
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großes Potential in Bezug auf einen therapeutischen Einsatz zur Behandlung 

Enteroviral-induzierter Myokarditiden. 
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Abbildung 29:     Immunkompetente C57BL/6 NK-Zellen  haben protektiven Einfluss auf den 

Verlauf einer CVB3 Myokarditis in permissiven A.BY/ SnJ Tieren. Acht Tage nach CVB3-Infektion 

wurden Gewebeschnitte vom Myokard der transferierten A.BY/SnJ Tiere durch H&E Färbung und in situ 

Hybridisierung hinsichtlich des Grades der Entzündung und der Menge an replizierender CVB3-RNA 

analysiert. Zusätzlich wurde die kardiale Infiltration von MAC3+ und CD3+ Zellen durch 

immunhistochemische Färbungen veranschaulicht (Vergrößerung x100).  
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3.9.2 Einfluss des adoptiven NK-Zelltransfers auf d iverse Lymphozyten 
 
In einer durchflusszytometrischen Analyse wurde der Einfluss des adoptiven Transfers 

immunkompetenter C57BL/6 NK-Zellen auf verschiedene Lymphozytenpopulationen 

permissiver A.BY/SnJ Mäuse untersucht. In Bezug auf die Infiltration zytotoxischer T-

Zellen und CD8+ mDCs konnte insbesondere im therapeutischen Ansatz des adoptiven 

NK-Zelltransfers ein Effekt der transferierten C57BL/6 NK-Zellen festgestellt werden. 

Die splenogene Infiltration beider Lymphozytenpopulationen ist, entsprechend den 

Daten der NKG2D-Neutralisation bzw. NKG2D ko, in transferierten A.BY/SnJ Mäusen 

signifikante erhöht im Vergleich zum A.BY/SnJ wt, d.h. durch den NK-Zelltransfer 

erfolgte eine Verschiebung der CVB3-spezifischen Immunantwort in Richtung des 

immunologischen C57BL/6 Phänotyps (Abbildung 30). 
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Abbildung 30:     Der adoptive Transfer immunkompet enter C57BL/6 NK-Zellen in CVB3-

permissive A.BY/SnJ Mäuse resultiert in einer Versc hiebung der CTL- und CD8 + DC-

Immunantwort in Richtung des resistenten C57BL/6 Ph änotyps. Dargestellt ist eine vergleichende 

durchflusszytometrische Analyse von isolierten splenogenen CD8+ DCs und zytotoxischen T-Zellen 

CVB3-infizierter C57BL/6 (●), A.BY/SnJ (□) sowie transferierter A.BY/SnJ TR (Tag -1) ( ) und A.BY/SnJ 

TR (Therapie, Tag +2) ( ) Tiere. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem t-Test (*). 
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4 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz von NK-Zellen, als wichtige Immunträger 

der angeborenen Immunität, in Bezug auf die natürliche Resistenz gegenüber einer 

chronisch verlaufenden Enterovirus-induzierten Myokarditis analysiert. Die Verwendung 

eines etablierten CVB3 Myokarditis fundierten Tiermodells sollte Aufklärung über die 

Mechanismen einer effektiven Immunantwort infolge einer CVB3-induzierten 

Herzmuskelentzündung bringen. Innerhalb dieses Myokarditismodells wurden Mäuse 

des resistenten C57BL/6 Stammes, der im Zuge einer CVB3-Infektion eine akute 

Myokarditis ohne Übergang in eine chronische Phase entwickelt, und permissive 

A.BY/SnJ Tiere, die sowohl eine akute als auch eine chronische Entzündung ausbilden, 

gegenübergestellt und vergleichend analysiert. Dabei konnten, im Gegensatz zu 

resistenten Mäusen (C57BL/6), im Verlauf der Chronifizierung zunehmend 

pathologische Veränderungen der myokardialen Struktur sowie eine Persistenz 

replizierender CVB3 im Herzgewebe permissiver A.BY/SnJ Tiere nachgewiesen 

werden. Diese Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verständnis der zugrunde 

liegenden ineffizienten immunologischen Prozesse und Mechanismen leisten, die zur 

Entwicklung einer chronisch verlaufenden CVB3 Myokarditis führen.  

 

4.1 C57BL/6 und A.BY/SnJ Mäuse unterscheiden sich h insichtlich ihrer 

CVB3-induzierten Immunantwort 

 
Zunächst wurde der Einfluss einer CVB3-Infektion auf diverse Lymphozyten-

populationen in der Milz und im Herz von C57BL/6 und A.BY/SnJ Mäusen untersucht. 

Hinsichtlich der Migration von T-Zellen konnte in der akuten Phase der Erkrankung (Tag 

8p.i.) eine starke kardiale Infiltration innerhalb beider Mausstämme detektiert werden. 

Interessant war dabei, dass die T-Zellsubpopulationen CD3+ CD4+ und CD3+ CD8+ T-

Zellen sich innerhalb des Mausmodells gegensätzlich verhielten. Während resistente 

C57BL/6 eine höhere Anzahl Myokard infiltrierender CD3+ CD8+ T-Zellen aufwiesen, 

konnte in permissiven A.BY/SnJ eine höhere Frequenz an CD3+ CD4+ T-Zellen 

gemessen werden (Abbildung 8A). Diese Daten suggerieren, dass eine Verschiebung 

der T-Zellantwort in Richtung zytotoxischer (CD8+) T-Zellen der Entwicklung einer 
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chronischen CVB3 Myokarditis in Mäusen entgegenwirkt. Die Beteiligung einer 

CD3+ CD8+ T-Zellenantwort an einer schützenden CVB3-induzierten Immunantwort, 

vermittelt durch Zytotoxizität und die Expression protektiver Zytokine, wie IFN-γ, ist 

umstritten. Kemball et al. konnten zeigen, dass CVB3 die MHC-I basierende 

Oberflächenpräsentation viraler Epitope auf infizierten Zellen limitieren kann und damit 

die über diesen Signalweg vermittelte Immunabwehr durch zytotoxische T-Zellen 

weitestgehend inhibiert wird. Weiterhin geht aus experimentellen Daten dieser Arbeit 

hervor, dass CVB3 lediglich eine minimale CD3+ CD8+ T-Zellantwort induziert (129). 

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass eine MHC-I abhängige CD3+ CD8+ T-Zellantwort 

in Bezug auf eine protektive Funktion bei der Immunkontrolle einer CVB3 Myokarditis 

nur eine untergeordnete Rolle spielt.  

 

Weiterhin konnte in früheren Arbeiten gezeigt werden, dass DCs wichtige Lymphozyten 

einer effektiven, antiviralen Immunantwort infolge einer CVB3 Myokarditis sind (130). 

Insbesondere ist dabei auf die Interaktion von DCs mit NK-Zellen hinzuweisen. 

Andoniou et al. konnten in einem MCMV (murines Zytomegalievirus) basierenden 

Mausmodell zeigen, dass eine direkte DC-NK-Zellkommunikation zur antiviralen 

Aktivierung der NK-Zellen erforderlich war, und dass diese Aktivität eine erhöhte 

Migration, Zytokinausschüttung (IFN-γ) und Zytotoxizität dieser Zellen in vivo und in 

vitro zur Folge hatte (131). Diese stimulierende Wirkung auf NK-Zellen konnte für beide 

Subpopulationen Dendritischer Zellen, mDCs (myeloide DCs) und pDCs (plasmazytoide 

DCs), beschrieben werden (132,133). Die Wechselbeziehung von pDCs und NK-Zellen 

führt dabei zu einer Hochregulation von Aktivierungsmarkern und Zytotoxizität der NK-

Zellen, aber nur zu einer geringen NK-Zellsekretion antiviraler Zytokine, insbesondere 

von IFN-γ (134). Im Gegensatz dazu resultiert die Interaktion von mDCs mit NK-Zellen 

in der Aktivierung der Zytotoxizität, CD69 Expression sowie Migration und vor allem in 

einer starken IFN-γ Sekretion (135). Interessanterweise konnte in dieser Arbeit eine 

signifikant effektivere Induktion von mDCs in der Milz und im Myokard von C57BL/6 

Mäusen nachgewiesen werden, während CVB3-suszeptible A.BY/SnJ Tiere eine 

erhöhte Frequenz an pDCs zeigten (Abbildung 8B). Dieses Phänomen konnte 

weitestgehend in allen Phasen der Erkrankung beobachtet werden. Aus diesen 

funktionellen Daten lässt sich schließen, dass eine mDC basierende Aktivierung der 

NK-Zellen für die Immunkontrolle einer CVB3 Myokarditis effektiver ist als die durch 

pDCs. Dieses effiziente antivirale Potential der mDCs ist vermutlich auf die Aktivierung 
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von NK-Zellzytotoxizität und vor allem auf die Induktion einer starken Sekretion des 

antiviralen Zytokins IFN-γ durch NK-Zellen zurückzuführen.  

 

Zusätzlich konnte ein direkter Einfluss der DC-vermittelten Immunantwort auf eine 

CVB3-Infektion nachgewiesen werden. DCs sind kompetente Phagozytosezellen, die 

extrazelluläre Bestandteile durch Aufnahme in ein Phagosom und dessen Fusion mit 

endosomalen und lysosomalen Kompartimenten prozessieren und präsentieren. Dieser 

Vorgang führt im entstandenen Endosom zu einer Erhöhung des pH-Wertes und zur 

Induktion intrazellulärer endosomaler TLRs. Virale Infektionen aktivieren in mDCs unter 

anderem TLR3, welcher über das Adapterprotein TRIF (TIR Domain-Containing 

Adaptor Inducing Interferon) eine Signalkaskade aktiviert, die zur Induktion von Typ-I 

und Typ-II Interferonen führt. Riad et al. konnten an TRIF defizienten Mäusen eine 

essentielle Rolle von TRIF für die Immunkontrolle einer CVB3-Infektion nachweisen. 

Mäuse, die dieses Adapterprotein nicht exprimieren zeigten nach CVB3-Inokulation eine 

hohe Viruslast im Herzmuskel, starke myokardiale, pathogene Morphologieänderungen 

verbunden mit progredienten kardialen Dysfunktionen und einer Mortalität von 100% 

(136). Im Gegensatz dazu entfalten pDCs ihre antivirale Aktivität überwiegend über den 

intrazellulär lokalisierten TLR9. Die Stimulation des TLR9 erfolgt, anders als bei TLR3, 

über die Aktivierung des Adapterproteins MyD88 und führt zur Sekretion von IFN-α und 

-β. In MyD88 Defizienzstudien konnte nachgewiesen werden, dass MyD88 einen 

negativen Effekt auf die Immunkontrolle einer CVB3-Infektion hat, belegt durch erhöhte 

Virustiter (137) und stärker ausgeprägte Myokardentzündungen in MyD88 

exprimierenden Mäusen (138). Es ist deshalb anzunehmen, dass die antivirale 

Immunabwehr in permissiven A.BY/SnJ Mäusen durch die Überexpression von pDCs 

zusätzlich ungünstig beeinflusst wird.  

 

Hinsichtlich der kardialen Infiltration von NK-Zellen konnte in der frühen (Tag 3p.i.) und 

akuten (Tag 8p.i.) Phase der CVB3-Pathologie, in beiden Mausstämmen, eine 

Frequenzzunahme gemessen werden, die in resistenten C57BL/6 Mäusen meist stärker 

ausfiel als in A.BY/SnJ Tieren (Abbildung 8C). Dieses Resultat fundiert die Vermutung 

einer dominierenden effizienten NK-Zellantwort in Bezug auf die Immunabwehr einer 

CVB3-Infektion. 

Die phänotypische Charakterisierung des CVB3-basierenden Myokarditis-Mausmodells 

liefert erste Hinweise auf eine NK-zellspezifische Immunität in resistenten C57BL/6 
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Tieren, die von einer effizienten Interaktion mit mDCs abhängig ist, aber überwiegend 

autonom von einer MHC-I vermittelten CD8+ T-Zellantwort abläuft. 

  

4.2 Unterschiede in der NK-Zellaktivität zwischen r esistenten und 

permissiven Mäusen  

 
Die Aktivierung von NK-Zellen führt unter anderem zur Induktion ihrer zytotoxischen 

Funktion. Die Degranulation der NK-Zelle ist gekennzeichnet durch die Ausschüttung 

zytotoxischer Granula und ist ein Prozess, der dem eigentlichen Vorgang der 

Zytotoxizität vorausgeht. In der vorliegenden Arbeit konnte in vitro nachgewiesen 

werden, dass die Degranulationskapazität splenogener IL-2 aktivierter naiver und 

CVB3-infizierter C57BL/6 NK-Zellen gegenüber der Tumorzelllinie YAC-1 signifikant 

größer ist als die der IL-2 stimulierten NK-Zellen aus A.BY/SnJ Tieren (Abbildung 9). 

Die murine Lymphomzelllinie YAC-1 gilt aufgrund ihrer geringen Expression an MHC-I 

Molekülen in Verbindung mit der Induktion von spezifischen NK-Zellrezeptorliganden als 

hochsensitiv gegenüber NK-Zellen (50). 

 

Zusätzlich wurde, durch Verwendung der Kardiomyozytenzelllinie HL-1 als Zielzellen im 

Degranulationsversuch, die äußeren Bedingungen denen während einer CVB3-Infektion 

bestehenden in vivo Verhältnissen physiologisch angepasst. Das Experiment wurde 

sowohl auf naiven als auch auf CVB3-infizierten (Tag 3p.i.) HL-1 Zellen durchgeführt. 

Auch hier demonstrierten die aus C57BL/6 generierten NK-Zellen eine signifikant 

größere Degranulationskapazität im Vergleich zu permissiven A.BY/SnJ NK-Zellen. 

Zudem führte die CVB3-Infektion der HL-1 Myozyten zu einer verstärkten zytotoxischen 

Degranulation der NK-Zellen resistenter Tiere, während jene aus A.BY/SnJ Mäusen 

eine geringe Bereitschaft zur Degranulation zeigten, die zudem durch eine CVB3-

Infektion unbeeinflusst blieb (Abbildung 10). Die reduzierte Aktivität zusammen mit der 

zuvor ermittelten verminderten Frequenz an NK-Zellen in A.BY/SnJ Mäusen verdichten 

die Hinweise auf eine ineffiziente NK-Zellimmunität als Auslöser der Chronifizierung 

einer CVB3 Myokarditis in A.BY/SnJ Mäusen. 
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4.3 C57BL/6 Mäuse zeigen eine höhere Frequenz an re ifen NK-Zellen im 

Vergleich zu A.BY/SnJ  

 
Auch innerhalb der NK-Zellreifestadien, welche anhand des Modells von Chiossone et 

al. klassifiziert wurden, konnten signifikante Unterschiede zwischen beiden Stämmen 

detektiert werden (123). NK-Zellen werden aufgrund der Expressionsstärke von CD11b 

in unreife und reife Stadien unterteilt. Dabei beschreibt die niedrige Expression von 

CD11b (CD11blow) unreife und eine hohe Dichte (CD11bhigh) reife NK-Zellen. Durch die 

Expression des Oberflächenmoleküls CD27 werden reife CD11bhigh NK-

Zellpopulationen nochmals in zwei getrennte Untereinheiten, in CD11bhigh CD27high und 

CD11bhigh CD27low Fraktionen, geteilt. Funktionell zeigen beide NK-Zelluntergruppen 

eine unterschiedlich starke Ausprägung der Zytotoxizität und der Zytokinsekretion. 

CD11bhigh CD27high NK-Zellen sind zwar stärker in der Ausbildung des zytotoxischen 

Potentials jedoch zeigen CD11bhigh CD27low NK-Zellen eine größere Zytokinsekretion, 

insbesondere von IFN-γ. In dem verwendeten Myokarditismodell zeigten resistente 

C57BL/6 Tiere in der Milz als auch im Myokard eine höhere Frequenz an reifen 

CD11bhigh CD27high und CD11bhigh CD27low NK-Zellen als permissive A.BY/SnJ Mäuse. 

Dieses Ergebnis war im Herz über den gesamten Verlauf der Infektion nachweisbar. 

Darüber hinaus konnte in A.BY/SnJ Tieren eine höhere Anzahl an unreifen CD11blow 

NK-Zellen als in Mäusen des Stammes C57BL/6 detektiert werden (Abbildung 12). 

Dieses Resultat konnte in Übereinstimmung zu den Daten des Degranulationsversuchs 

gebracht werden, wobei die geringe zytotoxische Aktivität gegenüber YAC-1 Zellen als 

auch CVB3-infizierter HL-1 Kardiomyozyten unter anderem auf das ungünstige 

Verhältnis zwischen reifen und unreifen NK-Zellen in A.BY/SnJ Tieren zurückgeführt 

werden kann.   

 

4.4 Die verstärkte Expression des aktivierenden NK- Zellrezeptors NKp46 

hat keinen protektiven Effekt auf den Verlauf einer  CVB3 Myokarditis 

 
Die Aktivierung von NK-Zellen kann unter anderem durch die Stimulation aktivierender 

Rezeptoren, welche auf der Oberfläche infizierter Zellen virale Proteine oder 

stressinduzierte Moleküle registrieren, katalysiert werden. Einen dieser NK-

Zellrezeptoren stellt das NKp46 dar. Es handelt sich dabei um einen MHC-I-

unabhängigen, aktivierenden Rezeptor. NKp46 wird früh in der NK-Zellreifung 
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exprimiert und ist auf allen reifen CD11bhigh NK-Zellen stabil exprimiert. Er hat eine 

Schlüsselfunktion in der IL-2-abhängigen NK-Zellreaktivität und ist von großer 

Bedeutung in der Immunreaktion gegenüber virusinfizierten- und Krebszellen (139). 

Frühere Studien zeigen, dass dieser Rezeptor an oberflächenpräsentierte Virusproteine 

wie Hämagglutinin auf influenzainfizierten Zellen und Hämagglutinin-Neuraminidase 

während einer Sendai-Virus Infektion bindet und eine NK-Zellaktivierung initiiert (94). 

Weiterhin konnten ihm wichtige Funktionen bei der Tumorerkennung und Tumorzelllyse 

in vivo nachgewiesen werden (95). Zudem wurden kürzlich durch Narni-Mancinelli et el. 

entdeckt, dass NKp46 eine kritische Rolle bei der Entwicklung einer antiviralen und 

antibakteriellen T-Zellantwort spielt, d. h., dass die NKp46-abhängige Regulation der 

NK-Zellaktivität Einfluss auf die optimale Entfaltung einer adaptiven Immunantwort hat 

(140). Unsere Daten zeigten eine starke Variation der Expressionsdichte dieses 

Rezeptors zwischen NK-Zellen aus C57BL/6 und A.BY/SnJ Tieren. 

Überraschenderweise war die zellspezifische Expressionsdichte von NKp46 in 

permissiven A.BY/SnJ Mäusen pro Zelle signifikant höher als in resistenten Tieren 

(Abbildung 13). Um die funktionelle Bedeutung von NKp46 in Bezug auf die Etablierung 

einer CVB3 Myokarditis näher charakterisieren zu können wurden Analysen an CVB3-

infizierten NKp46-depletierten Mäusen (C57BL/6 Hintergrund) herangezogen. Die 

Deletion dieses Rezeptors führte zwar initial zu einer progressiveren Ausprägung der 

akuten Myokarditis, in deren Verlauf das CVB3 Virus aber vollständig eliminiert werden 

konnte und sich keine chronische Entzündung etablierte (Abbildungen 14-16). Dieses 

Resultat suggeriert, dass dieser aktivierende Rezeptor für die effiziente Immunabwehr 

einer CVB3-Infektion lediglich eine nebensächliche Rolle spielt. Tatsächlich aber sind 

Studien bekannt, die beschreiben, dass gerade eine geringe Expression des Rezeptors 

NKp46 positive Effekte auf den Verlauf bestimmter Virusinfektionen hat. Durch Narni-

Mancinelli et al. konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von NKp46 auf der NK-

Zelloberfläche zu hyperreaktiven NK-Zellen führen kann, die zum Beispiel bei einer 

murinen Infektion mit MCMV (murines Zytomegalievirus) eine effizientere Immunabwehr 

zur Folge hat (140). Zusätzlich konnte in der Arbeit von Pembroke et al. beschrieben 

werden, dass immunologische Prozesse, die auf einer NKp46-reichen NK-Zellantwort 

basierten, innerhalb der Leber von Patienten mit HCV-induzierter (humanes 

Zytomegalievirus) Hepatitis, in einer stärkeren Leberentzündung resultierten als bei 

Hepatitis-Erkrankten mit verminderter NKp46 Expression. Der Mechanismus der HCV-

induzierten Immunpathologie ist dabei auf eine Störung der intrinsischen Homöostase 
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der NK-Zellen innerhalb der chronisch infizierten Leber zurückzuführen (141). Für die 

vorliegende Arbeit bleibt zu klären, ob solche Mechanismen, die mit einer 

gegensätzlichen Korrelation zwischen NKp46 und dem Krankheitsverlauf einhergehen, 

im Falle einer CVB3-initiierten Immunabwehr zum Tragen kommen. 

 

4.5 Der aktivierende NK-Zellrezeptor NKG2D ist von essentieller 

Bedeutung für eine effektive CVB3-Immunität 

 
Ein weiterer aktivierend wirkender Rezeptor auf NK-Zellen, der Einfluss auf die 

Entwicklung der Immunität gegenüber einer CVB3-induzierten Myokarditis haben 

könnte, ist NKG2D. Dieser Rezeptor ist genau wie NKp46 ein wichtiger Vermittler der 

NK-zellspezifischen Aktivierung. NKG2D wird große Bedeutung bei der Immunabwehr 

viraler Infektion, wie beispielsweise Influenza (142), HIV (Humanes Immundefizienz-

Virus) (143), HCMV (144) und EBV (Epstein-Barr-Virus) (145) zugewiesen. Infolge einer 

Virusinfektion kommt es dabei zur Induktion der Expression verschiedener NKG2DL auf 

virusinfiltrierten Zellen. So konnte im Falle einer HIV-Infektion gezeigt werden, dass 

durch die Expression des viruscodierten Proteins Vpr (virales Protein R) die Induktion 

der NKG2D-Liganden ULBP1, -2, -3 in vitro und in vivo stimuliert wurden (143). Dieser 

Prozess resultiert aus der Vpr-abhängigen Initiation der stresssensiblen 

wirtszelleigenen ATR Kinase (Ataxia telangiectasia and Rad3 related), die unter 

anderem auch an der Reparatur von DNA-Schäden beteiligt ist. Zusätzlich konnte eine 

Hochregulation des NKG2D-Liganden ULBP auf humanen HIV infizierten CD4+ T-Zellen 

nachgewiesen werden (146). Aber auch eine Infektion mit verschiedenen Bakterien, wie 

Pseudomonas aeruginosa (147), Escherichia coli (148) und Mycobacterium tuberculosis 

(149) führt zur Induktion von NKG2DL. 

 

Enteroviren, wie CVB3, sind zur Produktion infektiöser Partikel unabhängig von einem 

intakten Golgi-Apparat. Studien von Kirkegaard und Kollegen zeigen deutlich, dass das 

Poliovirus protein 3A den Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat inhibieren kann 

und es infolge dessen zu einer Störung der MHC-I abhängigen Antigenpräsentation und 

zur Herunterregulation der antiviralen Zytokinsekretion kommt (150, 151). Diese 

Vorgänge der viralen Mimikry konnten auch für CVB3 nachgewiesen werden. Die 

Virusproteine 2B, 2BC und 3A inhibieren den Proteintransport durch den Golgi-Apparat 

ähnlich dem Poliovirus, wobei die Aktivität des 3A Proteins sehr effizient in der Inhibition 
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der Proteinsekretion ist und bis hin zur Zerstörung dieser Organelle führen kann (152, 

153). CVB3 Virusproteine beeinflussen demnach eine effiziente antivirale adaptive 

Immunantwort durch Störung der Zytokinsekretion und der direkten MHC-I abhängigen 

Antigenpräsentation. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist anzunehmen, dass für eine 

erfolgreiche Etablierung einer effektiven antiviralen Immunantwort in erster Linie ein 

effizienter indirekter Signalweg zur Viruslokalisation und -elimination erforderlich ist. 

NKG2D als aktivierender Rezeptor, der unabhängig von einer MHC-I vermittelten 

Antigenpräsentation induziert wird und Zytokinsekretion sowie zytotoxische Aktivität in 

NK-Zellen initiiert, könnte somit eine fundamentale Rolle in der anti-CVB3 

Immunabwehr spielen. Fundiert wird diese Annahme, durch die Detektion signifikant 

erhöhter Frequenzen splenogener NKG2D-exprimierender NK-Zellen in resistenten 

C57BL/6 Tieren im Vergleich zu A.BY/SnJ Mäusen (Abbildung 17). Zudem ist in der 

Milz und im Myokard die Expressionsdichte des Rezeptors NKG2D auf C57BL/6 

generierten NK-Zellen signifikant größer als auf NK-Zellen permissiver A.BY/SnJ Tiere.  

 

Virale Produkte stimulieren die Aktivierung einer NK-Zellaktivität unter anderem durch 

Induktion von DCs. Die Interaktion von DCs mit NK-Zellen kann Zytotoxizität und 

Zytokinsekretion MHC-unabhängig noch vor einer zellulären Immunität initiieren (142). 

Unreife DCs haben effiziente Mechanismen zur Detektion und Aufnahme von 

Pathogenen. Im Verlauf einer Infektion kommt es zur Reifung der DCs verbunden mit 

zunehmender Sekretion von Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen (154). 

Ebihara et al. konnten zeigen, dass die im Zuge einer viralen Infektion auftretende 

Virus-RNA die Expression von NKG2DL auf mDCs induziert und daraus eine NK-

Zellproliferation und -aktivierung resultiert (155). In unserem Myokarditismodell konnte 

nachgewiesen werden, dass im Verlauf einer CVB3 Myokarditis, die Frequenz an 

NKG2D Liganden (RAE-1δ, MULT1) exprimierenden mDCs in C57BL/6 Mäusen 

signifikant höher war als in A.BY/SnJ Mäusen (Abbildung 18).  

 

Primär führt die Inokulation mit RNA Viren und/oder die RNA-Virusreplikation in DCs zur 

Generation von doppelsträngiger RNA (dsRNA) und damit verbundener Toll-like 

Rezeptor Stimulation. Während die Aktivierung der pDCs durch Stimulation der PRRs 

TLR9, welcher DNA-Viren erkennt, und TLR7, der RNA-Viren registriert, erfolgt (156, 

157) führt die Interaktion von PAMPs mit TLR3 und TLR4 zu mDC-Aktivität (158, 159). 

Die Erkennung von PAMPs durch die PRRs hat schließlich die Sekretion von Typ I 
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Interferonen (pDCs) und die Expression großer Mengen an IL-12 und IFN-γ (mDCs) zur 

Folge. Sekundär zieht eine Infektion mit RNA-Viren die Expression dsRNA-Sensoren, 

wie MDA5 und RIG-1 im Zytoplasma nach sich (160). Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass sowohl die TLR Stimulation als auch die Induktion zytoplasmatischer 

RNA-Sensoren in einer Hochregulation von NKG2DL resultiert (161). Die von uns 

generierten Daten weisen darauf hin, dass eine effektive PRR vermittelte antivirale 

Immunantwort eine positive Wirkung auf eine CVB3 Elimination hat. Im Myokardgewebe 

CVB3-infizierter C57BL/6 Mäuse war eine deutliche Induktion der Transkripte von 

TLR3, MDA-5 und RIG-1 zu detektieren, die zudem signifikant größer war als in 

permissiven A.BY/SnJ Tieren (Abbildung 19).                                                                                                                                             

 

Die Analyse der NKG2D-Expression auf den durch CD11b und CD27 charakterisierten 

Reifestadien der NK-Zellen brachte weitere Hinweise in Bezug auf eine effiziente 

NKG2D-abhängige Immunabwehr der CVB3 Myokarditis. Hayakawa et al. konnten 

nachweisen, das innerhalb der reifen NK-Zellen (CD11bhigh) die CD27high Zellen hohe, 

weitestgehend NKG2D-unabhängige zytotoxische Kapazität aufweisen, während 

CD27low NK–Zellen eine wichtige Rolle in Bezug auf eine effektive NKG2D-induzierte 

Zytotoxizität spielen; wenngleich das zytotoxische Potential der CD11bhigh CD27low NK-

Zellen geringer ist als das der CD11bhigh CD27high (162). In unserem Mausmodell 

exprimieren, in allen Phasen der CVB3-Infektion, sowohl mehr unreife (CD11blow) als 

auch reife (CD11bhigh) NK-Zellen der resistenten C57BL/6 Mäuse den aktivierenden 

Rezeptor NKG2D im Vergleich zum A.BY/SnJ Stamm (Abbildung 20). Interessant ist 

dabei, dass diese Unterschiede im letzten NK-Zellreifestadium (CD11bhigh CD27low) 

besonders deutlich ausgeprägt sind. Diese Resultate, in Übereinstimmung mit einer 

signifikant erhöhten Anzahl an CD11bhigh CD27low NK-Zellen in C57BL/6 Tieren 

suggerieren, dass eine NK-zellspezifische NKG2D-vermittelte Zytotoxizität in einer 

effizienteren CVB3-Immunantwort resultiert als es eine NKG2D-unabhängigen NK-

Zellaktivierung vermag.   

 

Die bisher generierten Daten weisen auf eine starke Initiation reifer NK-Zellen im 

Zusammenhang mit einer kompetenten Vermittlung NKG2D-induzierter 

Effektormechanismen bezüglich der erfolgreichen Immunabwehr einer CVB3-Infektion 

hin. Diese Erkenntnisse werden weiterhin fundiert durch Analysen der NKG2D-

vermittelten Zytotoxizität von NK-Zellen anhand der Messung der 
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Degranulationskapazität gegenüber einer NKG2DL-exprimierenden Zelllinie RMA-H60. 

Splenogene NK-Zellen aus resistenten C57BL/6 Tieren zeigten dabei eine signifikant 

höhere NKG2D-induzierte zytotoxische Aktivität im Vergleich zu denen aus A.BY/SnJ 

Mäusen (Abbildung 21). Der permissive Mausstamm A.BY/SnJ zeigt große Defizite 

innerhalb der NKG2D-umfassenden Funktionen, welche eine effiziente Immunabwehr 

einer CVB3-Infektion beeinträchtigen. Diese Hypothese wird zusätzlich gestützt durch 

die zuvor ermittelte stärkere Degranulationskapazität splenogener C57BL/6 NK-Zellen 

infolge einer Koinkubation mit murinen Kardiomyozyten der Zelllinie HL-1 im Vergleich 

zu A.BY/SnJ NK-Zellen. Bemerkenswert ist dabei, dass in HL-1 Zellen eine CVB3-

initiierte Hochregulation der Expression von NKG2DL (MULT1, RAE-1δ, RAE-1ε) in 

vitro nachgewiesen werden konnte (Abbildung 31).  

 

     

HL-1 naiv HL-1 + 10pfu/cell CVB3

MULT1

RAE-1δ

RAE-1γ

 

 

 

Die NK-zellspezifische Sekretion von IFN-γ spielt eine große Rolle in der frühen Abwehr 

viraler Infektionen und reguliert die angeborene und erworbene Immunität gegenüber 

Pathogenen. So konnte bisher gezeigt werden, dass eine effektive IFN-γ Antwort 

protektiven Einfluss auf virusinduzierte pathogene Prozesse einer LCMV Infektion hat, 

und dass diese in erster Linie durch NK-Zellen prozessiert wird (163). IFN-γ wird durch 

NK-Zellen in großen Mengen sezerniert und in diesen unter anderem durch NKG2D-

NKG2DL Interaktion sowie durch Stimulation mit IL-12, IL-18 und IL-2 induziert (164, 

165). Eine in vitro Stimulation von NKG2D auf der Oberfläche C57BL/6 NK-Zellen durch 

Abbildung 31:      Eine CVB3 -Infektion führt 

in der Kardiomyozytenzelllinie HL-1 zur 

Induktion von NKG2DL.  

Expression der NKG2DL MULT1, RAE-1δ und 

RAE-1γ auf CVB3 infizierten HL-1 Zellen in 

vitro. Dargestellt sind die Ergebnisse der 

durchflusszytometrischen Analyse in dot plot 

Graphen. 
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immobilisierte anti-NKG2D Antikörper führte in unserem Modell zu einer signifikant 

höheren IFN-γ Sekretion in resistenten Tieren im Vergleich zu NK-Zellen des A.BY/SnJ 

Stammes (Abbildung 22). IFN-γ erkennt, im Zuge einer Virusinfektion auftretende, 

dsRNA und trägt maßgeblich zur Immunkontrolle der Infektion bei. Durch Bildung des 

Liganden-Rezeptorkomplexes, bestehend aus zwei Molekülen IFNGR1 und 2 

(Interferon Gamma Rezeptor) sowie einem IFN-γ Homodimer, werden Komponenten 

des STAT Signalwegs in Zielzellen stimuliert und ein breites Spektrum 

immunregulatorischer Funktionen initiiert (166). Übertragen auf unser Myokarditismodell 

bedeutet eine frühzeitig in der Infektion initiierte starke NKG2D-induzierte IFN-γ 

Sekretion im Zusammenspiel mit einer effektiven NKG2D-vermittelten Zytotoxizität von 

NK-Zellen eine optimale CVB3 Immunität gekennzeichnet durch geringe Viruslast und 

reduzierte Myokardschädigungen.  

 

Während die NKG2D-vermittelte Sekretion von IFN-γ hauptsächlich über den DAP12-

Syk-Zap70 Signalweg stimuliert wird, ist die NKG2D-abhängige Aktivierung der NK-

Zellzytotoxizität durch DAP10 oder DAP12-SYK-Zap70 induzierbar (167). Die 

Adaptermoleküle DAP10 und DAP12 sind in unterschiedlicher Art und Weise mit dem 

aktivierenden Rezeptor NKG2D assoziiert und bilden so die lange (DAP12) und die 

kurze (DAP10 und DAP12) Isoform dieses Rezeptors. Auf ruhenden NK-Zellen wird 

lediglich die kurze Form (NKG2D-short) und auf aktivierten NK-Zellen, neben der 

kurzen, auch die lange (NKG2D-long) Isoform exprimiert. Kardiale NK-Zellen der 

resistenten C57BL/6 Tiere zeigten vor allem in der frühen Phase (Tag 3p.i.) signifikant 

höhere Expressionen der Adaptermoleküle DAP10 und DAP12 als jene aus Mäusen 

des permissiven A.BY/SnJ Stammes (Abbildung 23). Die verminderte Expression der 

beiden Adaptermoleküle in A.BY/SnJ Mäusen bestätigt unsere bisherigen Resultate 

bezüglich reduzierter NKG2D-abhängigen NK-Zelleffektorfunktionen in diesen Tieren. 

Interessant ist dabei, dass der CVB3-suszeptible Stamm bereits im naiven Zustand 

signifikant geringere Mengen an DAP10 und DAP12 in NK-Zellen exprimiert, d.h. es 

handelt sich nicht um einen virusbedingten Effekt, sondern die A.BY/SnJ NK-Zellen 

scheinen konstitutionell hinsichtlich ihrer immunologischen Aktivität funktionell 

eingeschränkt zu sein. In früheren Arbeiten konnte demonstriert werden, dass 

dezimierte DAP10 und DAP12 Expressionen Auswirkungen auf NKG2D-initiierte 

Funktionen haben. NK-Zellen aus DAP10 defizienten Mäusen zeigen eine geringere 

NKG2D Expression, eine reduzierte Zytotoxizitätskapazität und eine eingeschränkte 



Diskussion 
  

78 

NKG2DL Interaktion als wt Tiere (79). Im humanen System fand man heraus, dass der 

Komplex, bestehend aus NKG2D und DAP10, die Granulasekretion während des 

Degranulationsprozesses stimuliert und damit von entscheidender Bedeutung für die 

NKG2D-abhängige Zytotoxizität ist. In DAP12 defizienten Mäusen konnte gezeigt 

werden, dass die NKG2D-abhängige Sekretion von Zytokinen, einschließlich IFN-γ 

gestört ist (168). 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die reduzierte NKG2D Expression auf 

NK-Zellen die Suszeptibilität von A.BY/SnJ Mäusen gegenüber CVB3 erhöht und die  in 

unserem Myokarditismodell auftretende eingeschränkte Funktionalität von NKG2D 

teilweise auf genetische Faktoren zurückgeführt werden kann. 

 

4.6 Die Neutralisation bzw. Depletion von NKG2D füh rt zu einem 

progressiven Verlauf der CVB3 Myokarditis  

 

Die bedeutende Rolle von NKG2D in der Immunabwehr einer CVB3-induzierten 

Myokarditis konnte durch eine in vivo Depletion dieses Rezeptors bestätigt werden. 

NKG2D-neutralisierte bzw. NKG2D ko Mäuse demonstrierten nach einer CVB3-

Infektion eine deutliche Zunahme der viralen Replikation und eine Beschleunigung der 

pathogenen, inflammatorischen und virusbedingten Schädigung des Herzgewebes. 

Zusätzlich ist eine vermehrte Infiltration von Entzündungszellen, wie MAC3+ und CD3+, 

in das Myokard infizierter NKG2D ko Tiere dokumentiert (Abbildungen 27). Des 

Weiteren resultierte die antikörpervermittelte Blockade von NKG2D bzw. die Deletion in 

einer signifikant reduzierten splenogenen CD3+ CD8+ und einer erhöhten CD3+ CD4+ T-

Zellfrequenz, ähnlich dem lymphozytären Phänotyp der A.BY/SnJ Tiere (Abbildungen 

25A und 28). Diese Daten führten zu der Vermutung, dass neben einer 

funktionierenden NKG2D-abhängigen NK-Zellantwort, eine effektive CD3+ CD8+ T-

zellvermittelte Immunität während der akuten und vor allem chronischen Phase der 

Infektion für die Immunkontrolle der CVB3-Myokarditis von Vorteil ist. Die zytotoxischen 

T-Zellen sind Teil der adaptiven Immunantwort und können intrazellulär infizierte Zellen 

durch rezeptorvermittelte Erkennung von Antigenen direkt eliminieren. Zudem sind sie 

effiziente Produzenten von IFN-γ, welches von elementarer Bedeutung für die 

Immunkontrolle einer CVB3-Virusinfektion zu sein scheint. Es ist bekannt, dass 
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CD3+ CD8+ T-Zellen genau wie NK-Zellen den aktivierenden Rezeptor NKG2D 

exprimieren, welcher zytotoxische Aktivität unabhängig von der durch den CD8-

Rezeptor induzierten Zytotoxizität aktiviert. Während der CD8-T-Zellrezeptor MHC-I 

präsentierte Antigene virusinfizierter oder tumoröser Zellen erkennt, benötigt NKG2D 

auf zytotoxischen T-Zellen, ähnlich der Funktionalität auf NK-Zellen, lediglich die 

Interaktion mit spezifischen stressinduzierten Liganden (MULT1, RAE, H60) um 

Zytotoxizität (antigenunabhängig) auszulösen. Neben der Induktion zytotoxischer 

Aktivität vermittelt die Bildung des NKG2D-NKG2DL-Komplexes  auf CD3+ CD8+ T-

Zellen die Ausschüttung essentieller antiviraler Zytokine, wie IFN-γ und TNF-α. In vitro 

konnte gezeigt werden, dass eine Rezeptorfunktion blockierende Depletion von NKG2D 

auf zytotoxischen T-Zellen zur Inhibition der lytischen Funktion der CD3+ CD8+ T-Zellen 

gegenüber autologen Myelomzellen führt (169). Aus einer anderen Arbeit geht hervor, 

dass regulatorische CD3+ CD4+ T-Zellen die Expression von NKG2D auf zytotoxischen 

T-Zellen reduzieren können (170). Die in unserem Tiermodell durch Depletion des 

NKG2D Rezeptors auftretende dezimierte Frequenz an CD3+ CD8+ T-Zellen suggeriert 

einen direkten Zusammenhang zwischen diesen Zellen und einer  intakten NKG2D 

Expression. Der in permissiven A.BY/SnJ Tieren auftretende T-Zellphänotyp könnte auf 

eine ubiquitär verminderte Expression von NKG2D zurückzuführen sein. Die starke 

Ausprägung der CD3+ CD4+ T-Zellenantwort in A.BY/SnJ Mäusen könnte zusätzlich 

eine negative Regulation der NKG2D-Expression zur Folge haben. Interessanterweise 

konnte aber während der frühen Phase (Tag 3p.i.) im Myokard der CVB3-infizierten 

NKG2D-depletierten Tiere eine signifikant erhöhte CD3+ CD8+ T-Zellfrequenz im 

Vergleich zum C57BL/6 wt detektiert werden, die jedoch zu keiner protektiven Wirkung 

gegenüber einer CVB3 Myokarditis beitragen konnte (Abbildung 28). 

Zusammenfassend implizieren diese funktionellen Daten, dass der Krankheitsverlauf 

einer CVB3 Myokarditis wahrscheinlich weniger von einem konventionellen CD8-

rezeptorinduzierten Signalweg sondern vielmehr von einer allgemeinen starken 

NKG2D-vermittelten antiviralen Immunantwort abhängig ist.  

 

Hinsichtlich der NK-Zellen konnte eine verringerte Frequenz an reifen splenogenen und 

kardialen CD11bhigh D27low NK-Zellen in der frühen (Tag 3p.i.) und akuten (Tag 8p.i.) 

Phase der Infektion detektiert werden (Abbildungen 26, 29). Eine NKG2D-Neutralisation 

bzw. Depletion resultierte in einem permissiven lymphozytären Phänotyp und in einer 
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Zunahme der myokardialen Schädigung ähnlich den Verhältnissen des A.BY/SnJ 

Stammes. 

 

4.7 Der adoptive Transfer immunkompetenter C57BL/6 NK-Zellen in 

permissive A.BY/SnJ Tiere mildert den CVB3-Infektio nsverlauf 

 
Der adoptive Transfer von NK-Zellen im Zusammenhang mit viralen Infektionen wurde 

bereits 1985 beschrieben. Damals konnte gezeigt werden, dass in C57BL/6 Mäuse 

transferierte geklonte NK-Zellen und anschließende MCMV Infektion, protektive Effekte 

auf die MCMV induzierte Pathogenese ausübten (171). 

Die pathologische Ausprägung einer CVB3 Myokarditis korreliert in erster Linie mit der 

Frequenz an immunkompetenten NK-Zellen. Basierend auf dieser Annahme wurden 

NK-Zellen aus resistenten C57BL/6 Mäusen isoliert, gereinigt und einen Tag vor der 

CVB3-Infektion in permissive A.BY/SnJ Tiere transferiert (Tag -1). Es konnte damit 

gezeigt werden, dass eine effektive NK-Zellaktivität in einer protektiven Immunität 

gegenüber CVB3, gekennzeichnet durch eine Minderung der Viruslast und der 

Myokardschädigung sowie der Infiltration von Entzündungszellen ins Herzgewebe, 

resultiert. Der als Therapieansatz durchgeführte zweite Transfer von 

immunkompetenten C57BL/6 NK-Zellen während der frühen Phase einer CVB3-

Infektion (Tag +2). erbrachte das gleiche Resultat. Auch hier ist Virusreplikation, 

Myokardläsionen und die Frequenz an myokardinfiltrierenden Entzündungszellen im 

Vergleich zum A.BY/SnJ wt deutlich reduziert. Der Transfer isolierter NK-Zellen aus 

resistenten C57BL/6 Tieren auf permissive A.BY/SnJ Mäuse vor bzw. während einer 

CVB3-Infektion führte in beiden Fällen zu einer wesentlichen Besserung des 

Krankheitsverlaufs (Abbildung 29). Der positive Einfluss des NK-Zelltransfers auf die 

kardiale Funktion in CVB3-infizierten A.BY/SnJ Tieren birgt großes therapeutisches 

Potential im Hinblick auf die Behandlung einer CVB3-induzierten Myokarditis. In der 

Krebsfundierten Immuntherapie konnten bereits NK-Zellübertragungen erfolgreich 

durchgeführt werden. Passweg et al. berichten über 5 Patienten, denen im Anschluss 

an eine haploidente Stammzellentherapie Spender-NK-Zellen wegen eines drohenden 

Rückfalls infundiert wurden und die ohne Nebenwirkungen toleriert wurden (172). Aus  

einem Bericht von Slavin et al. geht hervor, dass durch den Transfer IL-2 aktivierter NK-

Zellen im Rahmen HLA-identischer Geschwister- oder Fremdspenden sowie 

haploidenter Transplantationen bei 2 Leukämiepatienten eine Remission erreicht 
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werden konnte (173). Interessant ist die aus dem adoptiven Transfer resultierende 

Zunahme der CD8+ T-Zellantwort in der Milz transferierter A.BY/SnJ Tiere. Diese 

Erhöhung konnte im Zusammenhang mit einer Frequenzzunahme von CD8+ DCs 

nachgewiesen werden (Abbildung 30). Korrelierende Daten konnten bereits aus der 

NKG2D Depletion und dem NKG2D ko ermittelt werden. Diese Daten suggerieren einen 

regulatorischen Einfluss der NKG2D-Expression auf die adaptive Immunantwort.  

 

 

In dieser Arbeit wurden neue Aspekte bezüglich der Relevanz funktionaler NK-

Zellaktivität bei der natürlichen Resistenz gegenüber einer Enterovirus-vermittelten 

Myokarditis präsentiert. Enteroviren sind zur Freisetzung infektiöser Partikel nicht auf 

einen intakten sekretorischen Signalweg der Wirtszelle angewiesen. Sie sind sogar in 

der Lage die Proteinsekretion im Zuge viraler Mimikry zu blockieren. Dabei inhibieren 

die Nicht-Strukturproteine 3A und 2B des CVB3 den Proteintransport zwischen ER und 

Golgi-Apparat (153). Das CVB3-translatierte Protein 2B blockiert den Proteintransport 

durch den Golgi-Apparat, während 3A zur Zerstörung dieser Organellen führt (152). 

Zusätzlich verhindert CVB3 durch die 3A- und 2B-vermittelte Inhibition des 

Proteintransports in der Wirtszelle die Sekretion von Zytokinen und die klassische 

Antigenpräsentation über den MHC-Komplex (150, 151). NK-Zellen sind wichtige 

Komponenten der angeborenen Immunität, die früh während einer Infektion aktiv 

werden und über Mechanismen einer MHC-unabhängigen Aktivierung verfügen. Zudem 

haben sie regulatorische Eigenschaften hinsichtlich der Koordination einer später 

einsetzenden angeborenen Immunabwehr. Die Aktivierung von NK-Zellen erfolgt über 

die Stimulation inhibierender und aktivierender Rezeptoren. Für die Immunkontrolle 

einer CVB3-induzierten Myokarditis scheint der auf NK-Zellen exprimierte Rezeptor 

NKG2D von fundamentaler Bedeutung zu sein. Dieser Rezeptor vermittelt NK-

Zellaktivität über die Interaktion mit stressinduzierten Liganden auf infizierten und 

entarteten Zellen. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass innerhalb eines 

CVB3 Myokarditis etablierten Mausmodells CVB3-resistente C57BL/6 Mäuse nicht nur 

eine höhere Frequenz an NKG2D-exprimierenden NK-Zellen aufweisen sondern auch, 

dass die Expressionsdichte dieses Rezeptors auf NK-Zellen höher ist als in permissiven 

A.BY/SnJ Tieren. Zudem konnten wir zeigen, dass die NKG2D-vermittelte 

Degranulationskapazität der aus resistenten C57BL/6 Mäusen isolierten NK-Zellen 

signifikant höher ist als derer aus permissiven Tieren. Einen zusätzlichen Hinweis auf 
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eine vordergründig NKG2D-vermittelte Immunität gegenüber einer CVB3-Infektion 

lieferte die detektierte Induktion diverser NKG2DL auf einer Kardiomyozytenzelllinie 

infolge einer CVB3-Infektion in vitro. Es ist also nicht überraschend, dass A.BY/SnJ NK-

Zellen auch gegenüber diesen Zellen ein geringeres Potential zur Degranulation 

aufwiesen als C57BL/6. Die NKG2D Signaltransduktion wird über die Adapterproteine 

DAP10 und DAP12 katalysiert. Sie bilden durch unterschiedliche Assoziation mit 

NKG2D die lange (NKG2D-long) und kurze (NKG2D-short) Isoform dieses Rezeptors. 

Zytotoxische Aktivität der NK-Zelle wird dabei durch DAP10 und DAP12 induziert 

während die Sekretion von Zytokinen, insbesondere von IFN-γ, durch DAP12 vermittelt 

wird. Unsere Daten demonstrieren eine signifikant höhere Frequenz der 

Adaptermoleküle DAP10 und DAP12 in C57BL/6 Mäusen im Vergleich zu A.BY/SnJ 

Tieren, d. h. permissive NK-Zellen sind weniger effizient in ihrer antiviralen NKG2D-

vermittelten Aktivierung als C57BL/6 NK-Zellen. 

Aus unseren weiteren Analysen geht hervor, dass die NK-DC Interaktion große 

Bedeutung in der Abwehr einer CVB3-Infektion zu haben scheint und dieses 

Zusammenspiel wahrscheinlich in erster Linie auf der Wechselwirkung von NKG2D auf 

NK-Zellen und viral induzierten NKG2DL auf DCs beruht. Wie erwartet zeigen 

permissive A.BY/SnJ geringere Frequenzen CVB3-initiierter Induktion von NKG2DL im 

Vergleich zu resistenten Tieren. Die antivirale Stimulation von NKG2DL ist unter 

anderem auf eine Aktivierung von sogenannten PRRs zurückzuführen. Diese 

intrazellulär lokalisierten Rezeptoren werden durch Interaktion mit PAMPs, wie 

beispielsweise dsRNA, die im Verlauf der Replikation von RNA-Viren gebildet wird, 

mobilisiert (161). In unserem Mausmodell konnten wir auch hier zeigen, dass es in 

resistenten Tieren nach CVB3-Infektion zu einer starken myokardialen Induktion dieser 

PRRs kommt, während die CVB3-Inokulation in A.BY/SnJ Mäusen kaum einen Effekt 

auf die Aktivierung dieser Rezeptoren ausübt. Aus Arbeiten von Gerosa et al. ist 

bekannt, dass die DC-Subpopulationen mDCs und pDCs unterschiedliche Einflüsse auf 

die funktionale NK-Zellaktivierung ausüben. Die Interaktion von NK-Zellen mit mDCs 

führt zu Aktivierung, Migration, Zytotoxizität und einer hohen Sekretion des Zytokins 

IFN-γ während pDCs zytolytische Aktivität aber lediglich eine geringe 

Zytokinausschüttung induzieren (135). In Korrelation mit dieser Studie konnten wir 

feststellen, dass sich CVB3-permissive und - resistente Tiere hinsichtlich ihrer Frequenz 

an DC-Subpopulationen gegensätzlich verhalten. Während C57BL/6 Tiere signifikant 

mehr mDCs aufweisen, zeigen A.BY/SnJ Mäuse größere Mengen an pDCs. Daraus 
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lässt sich schließen, dass mDCs ein größeres Potential haben, NK-Zellen in Bezug auf 

eine effektive CVB3-Immunantwort zu aktivieren, als pDCs. Dabei scheint die effiziente 

Sekretion von IFN-γ eine große Rolle zu spielen. Die bedeutende antivirale Wirkung von 

IFN-γ ist unter anderem für HCV (174) und LCMV (163) beschrieben worden. Das eine 

starke NKG2D-vermittelte IFN-γ Ausschüttung positive Effekte auf eine CVB3-

Immunabwehr hat suggeriert auch die signifikant höhere Produktion dieses Zytokins 

durch anti-NKG2D Antikörper stimulierte NK-Zellen von C57BL/6 Mäusen im Vergleich 

zum A.BY/SnJ Stamm. In Bezug auf eine effiziente antivirale NK-Zellaktivität konnten 

wir Unterschiede im NK-Zellreifeprozess zwischen beiden Tierstämmen feststellen. 

Während A.BY/SnJ eine höhere Frequenz an unreifen NK-Zellen demonstrieren 

(CD11blow) sind in C57BL/6 Tieren reife NK-Zellen (CD11bhigh) präsenter. Reife NK-

Zellen zeigen ein hohes Potential an Zytotoxizität und eine starke Sekretion von IFN-γ. 

Die CVB3-Immunität des C57/BL6 Stamms beruht in hohem Maße auf einer effektiven 

Stimulation NK-zellvermittelter Zytotoxizität und Zytokinsekretion, wobei ein deutlicher 

Zusammenhang zwischen antiviraler NKG2D-abhängiger NK-Zelleffektorfunktion und 

einer Resistenz gegenüber CVB3 besteht. Diese Hypothese wird fundiert durch 

korrelierende Daten, die aus NKG2D-Neutralisations- bzw. Depletionsversuchen 

hervorgehen. Hierbei konnte bezüglich einer CVB3 Myokarditis nachgewiesen werden, 

dass eine Neutralisation bzw. Deletion des aktivierenden Rezeptors NKG2D einen 

progredienten klinischen Verlauf der Erkrankung, mit höherer Viruslast und 

zunehmender Myokardschädigung, zur Folge hat. Interessant war dabei eine zu 

detektierende Verschiebung der NK-Zelldifferenzierungsstadien und der auftretenden T-

Zellantwort in Richtung eines permissiven A.BY/SnJ Phänotyps. Die Neutralisation bzw. 

Deletion von NKG2D verursachte eine Herunterregulation sowohl der reifen 

CD11bhigh CD27low NK-Zellen als auch der CD3+ CD8+ T-Zellantwort. Zytotoxische T-

Zellen sind der adaptiven Immunantwort zuzurechnen und genau wie NK-Zellen 

NKG2D-exprimierende, kompetente Zytotoxizitäts-induzierende und IFN-γ-

produzierende Lymphozyten. Es ist nicht auszuschließen, dass CD3+ CD8+ T-

zellvermittelte Mechanismen eine Rolle bei der Induktion einer effizienten  

Immunantwort gegenüber einer CVB3 Myokarditis spielen. Um diesen Tatbestand zu 

klären wurde in der Arbeitsgruppe Kotsch/Klingel et al. eine Depletion der CD8+ T-Zellen 

durch die Behandlung von C57BL/6 und A.BY/SnJ Tieren mit einem neutralisierenden 

anti-CD8 Antikörper (Klon: YTS169) durchgeführt. Dabei konnte nach CVB3-Infektion in 

beiden Tierstämmen weder eine Erhöhung der Virusreplikation noch eine zunehmende 
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Zerstörung von Herzmuskelgewebe detektiert werden (175). Diese Resultate führen zu 

dem Schluss, dass eine effektive antivirale CVB3-Immantwort in erster Linie von 

NKG2D-vermittelten Effektorfunktionen reifer NK-Zellen abhängt und unabhängig von 

einer CD8+ T-Zellreaktion abläuft. 

 

Schließlich konnte in einem adoptiven Transfermodell die antivirale Wirksamkeit 

kompetenter C57/BL6 NK-Zellen nachgewiesen werden. Besonders hervorzuheben ist 

dabei der erfolgreiche therapeutische Transfer immunkompetenter C57BL/6 NK-Zellen 

auf CVB3-infizierte permissive A.BY/SnJ Tiere, die dadurch eine deutliche 

Verbesserung ihres Krankheitszustandes erfuhren. Unsere funktionellen Daten und 

nicht zuletzt der adoptive NK-Zelltransfer bieten großes therapeutisches Potential zur 

zukünftigen Behandlung Enterovirus-induzierter Myokarditiden. 
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• durchflusszytometrische Analysen der NKG2D-neutralisierten und NKG2D ko Tiere  

• Durchführung des adoptiven Transfers resistenter C57BL/6 NK-Zellen in permissive 

A.BY/SnJ Tiere und deren durchflusszytometrische Analysen  

• graphische und statistische Auswertung der oben aufgeführten Analysen 

• Mitarbeit an der Anfertigung des Manuskriptes 

 
 

 
 
    Datum                    Unterschrift 

 (Hochschullehrer) 
 
 
   
  Unterschrift  
(Doktorandin) 
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Lebenslauf 

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 

Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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