4 Diskussion

Schon vor Beginn dieser Arbeit gab es Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von
TIS11B bei der Skelettmuskelzelldifferenzierung. Unsere Arbeitsgruppe konnte
schlieBlich zeigen, dass die Expression des tis711B-Gens bei der Myogenese in vitro
induziert wird (14). Deshalb wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit auf der Basis
funktioneller in vitro-Studien damit begonnen, dieses Gen hinsichtlich seiner Rolle bei
der Muskelzellentwicklung genauer zu analysieren (13). An diese Studien schlief3t sich
die hier vorliegende Arbeit, deren Ziel insbesondere die Untersuchung der tis711B-
Expressionsmuster in der quergestreiften Muskulatur unter verschiedenen physiolo-
gischen und pathologischen Bedingungen war, unmittelbar an.

Dabei sollte zunachst geklart werden, ob es Hinweise auf eine Beteiligung weiterer
tis11-Gene an der Regulation der Myogenese gibt. In diesem Fall hatte meine Arbeit
auch diese Gene eingeschlossen.

Im Anschluss daran sollten die Expressionsmuster aller interessant erscheinenden
tis11-Gene in Muskelzelllinien mit unterschiedlichem, teilweise pathologischem, Dif-
ferenzierungsverhalten untersucht werden, um zu klaren, ob eine Korrelation zwischen
der tis11-Genexpression und dem Differenzierungspotential einer Muskelzelle besteht.
Parallel dazu sollte analysiert werden, ob sich die differentielle Expression von tis11B
und gegebenenfalls anderen tis17-Genen bei der Muskelzelldifferenzierung auch in
einem in vivo-Modell nachweisen lasst.

Abschlieend sollte geklart werden, ob die betreffenden Gene auch in der Herzmusku-
latur differentiell exprimiert werden. Hierflr standen geeignete in vitro- und in vivo-

Modelle zur Verfugung.

4.1 Die Expression des tis1ll- und des tis11D-Gens wird bei der
Skelettmuskelzelldifferenzierung in vitro nicht induziert

Mit Hilfe von im Rahmen dieser Arbeit neu entworfenen RNA-Sonden konnte gezeigt
werden, dass die Expression des tis77- und des tis11D-Gens bei der Differenzierung
muriner Skelettmuskelzellen in vitro nicht induziert wird. Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass speziell TIS11B, wahrscheinlich aber nicht die anderen TIS11-Proteine, eine
spezifische Funktion bei der Myogenese haben kdnnte. Daher lag der Fokus im wei-
teren Verlauf dieser Arbeit auf TIS11B.
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4.2 Das tis11B-Transkript stellt sich bei der Analyse von aus
kultivierten Zellen gewonnenem Material im Northern Blot
als Doppelbande dar

Bei allen in vitro-Experimenten in dieser Arbeit stellte sich das tis171B-Transkript im
Northern Blot als Doppelbande dar. Dieses Phanomen wurde bereits bei friheren in un-
serer Arbeitsgruppe durchgeflihrten Studien beobachtet (13), seine Ursache ist jedoch
unbekannt.

Jedoch kann zumindest der Prototyp der TIS11-Familie, das Protein TTP, an seine
eigene mMRNA binden und diese destabilisieren (131). Der erste Schritt der ARE-vermit-
telten Destabilisierung, die Deadenylierung, fuhrt dabei zu Transkripten von etwas
unterschiedlicher GroRRe, was sich in deren Laufgeschwindigkeit im Elektrophoresegel
bemerkbar macht (69). Auch das tis71B-Transkript besitzt am 3’-Ende ein ARE sowie
ein Polyadenylierungssignal (15). Es ware daher denkbar, dass die tis171B-mRNA durch
ARE-destabilisierende Proteine, darunter mdglicherweise TIS11B selbst oder andere
T1S11-Proteine, deadenyliert wird. Die Doppelbande im Northern Blot konnte somit Aus-
druck einer adenylierten und einer deadenylierten Form der tis7171B-mRNA sein.
Demgegenulber konnte interessanterweise bei samtlichen in vivo-Experimenten dieser
Arbeit nur eine einzelne Bande fur tis71B nachgewiesen werden. Die Ursache dafir
konnte sein, dass die aus Gewebeproben gewonnene RNA in der Regel nicht den glei-
chen Reinheitsgrad besitzt wie die aus Zellkulturen isolierte und somit das Auflosungs-
vermogen des verwendeten Elektrophoresegels nicht ausreichte, um eine eventuell
vorhandene Doppelbande sichtbar zu machen. Darlber hinaus wurde die RNA-Isolie-
rung aus Gewebe und Zellkultur mittels verschiedener Methoden durchgeflihrt (siehe
2.2.3.6.2und 2.2.3.6.3).

4.3 Es existieren Hinweise auf eine Korrelation zwischen
tisl1B-Expression und myogenem Differenzierungs-
potential

Um zu klaren, ob eine Korrelation zwischen der tis71B-Expression und dem myogenen
Differenzierungspotential von Skelettmuskelzellen besteht, wurden Myoblasten-Zellli-

nien mit gleichem genetischem Hintergrund, aber unterschiedlichem Differenzierungs-
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potential, bezlglich ihres tis11B-Expressionsmusters in Proliferations- und Differenzie-

rungsmedium miteinander verglichen.

4.3.1 Differenzierende C2C12- und C2F3-Zellen zeigen ein
ahnliches tis11B-Expressionmuster

Bei der vergleichenden Untersuchung der tis171B-Expression in C2C12- und C2F3-
Myoblasten fiel zunachst eine hohere Basalexpression in den C2C12-Zellen auf. Dies
konnte mit dem hoheren Differenzierungspotential dieser Zelllinie assoziiert sein.

Beide Zelllinien zeigten nach einem Tag in Differenzierungsmedium eine starke Induk-
tion der tis11B-Expression. Anschlief3end war ein massiver Abfall der Expression,
gefolgt von einem langsamen Wiederanstieg auf ein Niveau unterhalb der Basalexpres-
sion, zu beobachten. Insgesamt war also ein bei beiden Zelllinien sehr dhnliches bipha-
sisches Expressionsmuster zu beobachten, der Verlauf war jedoch zeitlich verschoben:
Die langsamer und teilweise unvollstandig differenzierenden C2F3-Zellen (10) zeigten
auch eine langsamere Kinetik. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die bei C2F 3-
Zellen beobachtete verlangsamte Repression der tis11B-Expression nach der anfang-
lichen Induktion mit dem geringen Differenzierungspotential dieser Zelllinie assoziiert ist.
Somit ist moglicherweise nicht nur der anfangliche Anstieg der tis11B-Expression,
sondern auch die wahrend spaterer Stadien zu beobachtende Repression fur den regel-
rechten Ablauf der Skelettmuskelzelldifferenzierung von Bedeutung.

Insgesamt weisen diese Daten darauf hin, dass das tis71B-Expressionsmuster in proli-
ferierenden und differenzierenden Myoblasten mit dem Differenzierungspotential dieser

Zellen assoziiert sein konnte.

4.3.2 Die Expression des tis11B-Gens wird in RD/18- und RD/12-
Rhabdomyosarkomzellen wahrend der frithen Phase der
Differenzierung nicht induziert

Aufbauend auf diese Daten sollte untersucht werden, ob sich bei Myoblasten-Zelllinien
mit gestortem Differenzierungsverhalten auch ein aberrantes Expressionsmuster von
tis11B nachweisen lasst. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit auch humane
Rhabdomyosarkomzellen der Linie RD untersucht. Problematisch war dabei die Tat-
sache, dass es zu RD-Zellen keine Negativkontrolle ,gesunder” Myoblasten vom

gleichen Patienten gibt. Daher wurden zwei unterschiedliche Abkommlinge der RD-
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Zelllinie, RD/12- und RD/18-Zellen, untersucht und miteinander verglichen, wobei
RD/12-Zellen kaum mehr zur Differenzierung befahigt sind, wogegen RD/18-Zellen
nach Serumentzug Merkmale einer, wenn auch verlangsamten und unvollstandigen,
terminalen Differenzierung zeigen (78).

Uber einen Untersuchungszeitraum von 48h lieR sich jedoch weder bei RD/12- noch bei
RD/18-Zellen eine Induktion der tis11B-Expression in Differenzierungsmedium beob-
achten. Eine insgesamt etwas hohere Basalexpression von tis711B war bei den RD/18-
Zellen zu erkennen, was mit dem hoéheren Differenzierungspotential dieser Zellen
zusammenhangen konnte.

Auch nach 72h kam es zu keiner Veranderung der tis11B-Expression in RD/18-Zellen.
Demgegenuber erfolgte bei beiden Zelllinien eine Induktion der p27-Genexpression.
Dieses Gen ist fur den Austritt aus dem Zellzyklus von Bedeutung und wird in normalen
Myoblasten 24h nach Beginn der Differenzierung induziert (46). Dartber hinaus wurden
in meinen Studien — zumindest bei RD/18-Zellen — regelmalRig charakteristische
Veranderungen im histologischen Erscheinungsbild beobachtet, was ebenfalls darauf
hinweist, dass die Zellen unter den gewahlten Versuchsbedingungen tatsachlich mit der
Differenzierung beginnen.

Dies weist darauf hin, dass in Rhabdomyosarkomzellen auch nach langerer Verweil-
dauer in Differenzierungsmedium keine Induktion von tis11B stattfindet. Es ist also
tatsachlich mdglich, dass eine Induktion dieses Gens wichtig fur einen normalen Ablauf
des Differenzierungsprozesses ist, und dass das geringe Differenzierungspotential von
Rhabdomyosarkomzellen mit inrem aberranten tis11B-Expressionsmuster assoziiert ist.
Der fur Muskelzellen spezifische Differenzierungsmarker myosin heavy chain wird in
RD/18-Zellen erst nach 6-7 Tagen Behandlung mit Differenzierungsmedium induziert,
in normalen Myoblasten jedoch bereits nach ca. 48h (78, 92). Daher wird in unserer
Arbeitsgruppe zurzeit untersucht, ob die Induktion von tis711B moglicherweise spater

im Verlauf der Differenzierung dieser Zellen stattfindet.

Da aber auch denkbar war, dass bei einer Storung der tis71B-Expression ein anderes
tis11-Gen dessen Funktion zumindest teilweise Ubernehmen konnte, wurde die Expres-
sion von tis11 und tis711D in RD-Zellen ebenfalls analysiert.

Beide Gene zeigten eine gut nachweisbare Basalexpression, die bei beiden Zelllinien
etwa gleich stark ausfiel. Es lief3 sich jedoch weder bei RD/12- noch bei RD/18-Zellen

eine Induktion nach Behandlung mit Differenzierungsmedium beobachten. Dies ist ein
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weiterer Hinweis darauf, dass die differentielle Expression im Verlauf der Myogenese

eine spezifische Eigenschaft des tis717B-Gens sein konnte.

4.4 Die Gene tis11B und tis11D sind in vielen murinen
Geweben exprimiert; das tis11-Gen ist jedoch unter
physiologischen Bedingungen in den meisten Geweben
nicht oder kaum exprimiert

Als Modell fur die Differenzierung und Regeneration von Skelettmuskelzellen in vivo
wurde die mdx-Maus gewahlt. Diese Tiere entwickeln ab einem Alter von 2-3 Wochen
entzundliche Degenerationserscheinungen im Muskelgewebe mit Untergang von
Muskelzellen, was jedoch in den darauf folgenden Monaten durch eine zunehmend

effektive Regeneration ausgeglichen werden kann (102).

4.4.1 Die Gene tis11B und tis11D sind in vielen Geweben von WT-
und mdx-Mausen nachweisbar exprimiert

Um die Expressionsmuster der tis171-Gene in Muskel- und Nichtmuskelgewebe von
madx- und Wildtypmausen miteinander zu vergleichen, wurden zunachst fir alle Gene
detaillierte Analysen ihrer Expressionsmuster in verschiedenen murinen Geweben

vorgenommen. Hierzu lagen vor Beginn dieser Arbeit nur wenige Daten vor.

Tis11B:

Das tis11B-Gen war in fast allen Organen messbar exprimiert, besonders stark in lym-
phatischen Geweben (Milz, Lymphknoten, Thymus), der Aorta, Lunge und Hoden. Eine
Ausnahme bildete moglicherweise der Gastrointestinaltrakt.

Flr diese Arbeit war insbesondere die Expression in denjenigen Geweben interessant,
deren Hauptanteil aus Skelett-, Herz- oder glatten Muskelzellen besteht. Hierbei lieRen
sich folgende Unterschiede feststellen: Im Skelettmuskel der Extremitaten war die
tis11B-Expression vergleichsweise am schwachsten, im Herz starker und im Uterus am
starksten. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in einem dieser Gewebe
der grofite Anteil der tis711B-Expression nicht auf die jeweiligen Muskelzellen selbst,
sondern auf einen anderen Zelltyp, wie Fibroblasten oder Endothelzellen, zuriickgeht.
In Hinblick auf die Skelettmuskulatur muss dabei beachtet werden, dass hier nur ein

hinsichtlich Alter und Geschlecht korrektes Vergleichspaar aus mdx-Maus und Kontrolle
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verwendet wurde (die beiden Weibchen), welches darlber hinaus nicht gemeinsam in
einer einzelnen Northern Blot-Analyse untersucht wurde.

Ein Unterschied zwischen WT- und mdx-Mausen war lediglich in der Leber zu erkennen.
Hier war die Expression bei den mdx-Mausen deutlich geringer. Die Griinde hierfur sind
unklar, jedoch ist ein Zusammenhang mit dem durch den Dystrophinmangel gestorten
Ca?*-Haushalt bei den betroffenen Tieren denkbar, der auch in der Leber spezifische
Veranderungen des Stoffwechsels und des Genexpressionsmusters hervorrufen konnte
(33).

Tis11D:

Die tis11D-Expression war in vielen Geweben deutlich messbar, besonders stark in
Lymphknoten und Thymus, Lunge, Aorta und Haut. Es zeigte sich ferner eine sehr hohe
tis11D-Expression in den Herzen der WT-Mause, die bei den mdx-Mausen deutlich
niedriger war.

Auch im Uterus war tis71D deutlich messbar exprimiert; in der Extremitatenmuskulatur
war die Expression im Vergleich der drei untersuchten muskularen Organe am

schwaéachsten.

Tis1l:

Die Analyse der tis11-Expression in verschiedenen Geweben auf RNA-Ebene besta-
tigte prinzipiell die Ergebnisse alterer Publikationen, aus denen hervorgeht, dass tis711
in den meisten Geweben zwar durch Zytokine und andere exogene Faktoren stark
induziert wird (siehe 1.3.2), jedoch basal in der Regel nicht messbar exprimiert wird (16,
79). Zwar liel3 sich bei einigen Organen eine minimale Expression erahnen, gut nach-
weisbar war eine Expression des tis171-Gens jedoch lediglich im Lymphknoten und in

der Lunge. Es gab keine Unterschiede zwischen WT- und mdx-Mausen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass tis11, ubereinstimmend mit den Ergebnissen
bisheriger Publikationen, in den meisten Geweben kaum nachweisbar exprimiert wird.
Demgegenulber war die Expression von tis11B und tis711D in fast allen Geweben, darun-
ter alle Muskelgewebstypen, nachweisbar. Diese beiden Gene zeigen also im Vergleich
zu tis11 eine gréRere Ahnlichkeit beziiglich des Expressionsmusters im Gewebe.

Alle untersuchten tis171-Gene werden offenbar in lymphatischen Geweben, insbeson-

dere den Lymphknoten, recht stark exprimiert.
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Aufgrund der Expressionsunterschiede von tis11D zwischen WT- und mdx-Mausen im
Herz ware eine genauere Untersuchung zu den tis11D-Expressionsmustern in diesem

Organ interessant.

4.4.2 Das tis11B-Gen wird in der Muskulatur von mdx-Mausen
differentiell exprimiert

Die Analyse der tis11B-Expression in der Muskulatur von mdx-Mausen als Modell fur
die Differenzierung und Regeneration von Skelettmuskelzellen in vivo wurde an acht
Paaren durchgeflihrt, die jeweils aus einer mdx-Maus im Alter von 4, 8, 12 oder 24
Wochen sowie einem Kontrolltier gleichen Alters und Geschlechts bestand. Von jedem
Tier wurden M. quadriceps, M. gastrocnemius, Zwerchfell und Herz untersucht. Dabei
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen mdx- und Kontrolltieren.

Die 4 Wochen alten mdx-Mause exprimierten in M. quadriceps, Zwerchfell und Herz
weniger tis11B als die Kontrolltiere. In geringerem Ausmal} zeigte sich im M. gastrocne-
mius der gleiche Trend.

Bei den 8 Wochen alten Tieren war demgegenuber im M. gastrocnemius und Zwerchfell,
bei den mannlichen Tieren auch im M. quadriceps, bei den mdx-Mausen eine hdhere
tis11B-Expression als bei den Kontrolltieren zu erkennen.

Der bei den 4 Wochen alten Tieren erkennbare Expressionsunterschied im Herz war in
dieser Altersgruppe nicht nachweisbar.

Im Alter von 12 Wochen zeigte sich in den Extremitatenmuskeln, nicht jedoch im
Zwerchfell, der gleiche Trend wie bei den 8 Wochen alten Tieren. Im Vergleich zu die-
sen fiel im Herz weiterhin eine etwas niedrigere Basalexpression auf, ohne dass ein
Unterschied zwischen WT- oder mdx-Mausen erkennbar war.

Bei den 24 Wochen alten Tieren lielRen die Ergebnisse dagegen keinen eindeutigen
Trend erkennen. Im M. quadriceps schien jedoch die tis11B-Expression bei allen vier

Tieren zum Erliegen gekommen zu sein.

Diese Ergebnisse zeigten eindeutige Unterschiede zwischen mdx- und WT-Mausen
hinsichtlich der tis71B-Expression. Insbesondere in der Extremitatenmuskulatur war bei
den 8 und 12 Wochen alten mdx-Mausen eine deutlich hohere tis11B-Expression als
bei den Kontrollen zu beobachten. Die histopathologische Untersuchung deutete auf
eine gegenuber den 4 Wochen alten Tieren massive Zunahme regenerativer Prozesse

in den Muskeln dieser Tiere hin. Dies konnte auf die Induktion dieses Gens in den
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Satellitenzellen oder Myoblasten im Rahmen der Regeneration von Muskelzellen
zuruckzufuhren sein und deutet auf eine funktionelle Rolle von tis71B bei der Re-
generation und Differenzierung von Skelettmuskelzellen in vivo hin.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse scheint es fur die Zukunft sinnvoll, Unter-
suchungen zur Expression von tis71B in den verschiedenen Zelltypen des Muskel-
gewebes anzustellen. Dabei konnten in situ-Hybridisierungs- und Immunfluoreszenz-
verfahren wichtige Erkenntnisse liefern. Auch die gleichzeitige Visualisierung von
Satellitenzellen durch entsprechende Marker wie M-Cadherin, Pax-7 oder CD 34 (93)
konnte hier von Bedeutung sein.

Einschrankt wird die Aussagekraft der hier vorliegenden Untersuchung durch die
Tatsache, dass sich in der Skelettmuskulatur der mdx-Mause, besonders bei den
Altersgruppen, die die groften Unterschiede hinsichtlich der tis71B-Expression zeigen,
massive inflammatorische Infiltrate fanden, wie die histopathologische Untersuchung
des M. gastrocnemius ergab. Der Anteil, den die Entzindungszellen an der Gesamt-
menge der RNA haben, die aus dem jeweiligen Muskel isoliert wurde, ist schwer
einzuschatzen.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum, im Gegensatz zu den alteren Tieren, die 4 Wo-
chen alten mdx-Mause in allen Skelettmuskeln und sogar im Herz weniger tis11B

als die Kontrolltiere exprimierten.

Eine Erklarung kdnnte sein, dass es im Rahmen der in diesem Alter oder kurz davor
akut einsetzenden Entzindung in der Muskulatur zu einer generalisierten Entzindungs-
reaktion im Korper der Tiere kommt. Uber noch unbekannte Mechanismen kénnte so
eine Inhibition der tis711B-Expression in verschiedenen Geweben, auch Muskeln und
Herz, ausgeldst werden. Auch bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Unter-
suchungen an Herzen Coxsackie-Virus B3-infizierter Mause im Akutstadium der

Myokarditis (siehe 3.5) wurde eine Inhibition der tis171B-Genexpression beobachtet.

Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine wichtige Rolle von tis71B bei der Regenera-

tion und Differenzierung von Skelettmuskelzellen in vivo hin.
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4.5 Das tis11B-Gen wird in Herzmuskelgewebe in vitro und
in vivo differentiell exprimiert

Vor Beginn dieser Arbeit existierten keine Daten daruber, ob das tis171B-Gen auch in
Herzmuskelgewebe exprimiert wird und welche Funktion das entsprechende Protein
dort haben kdnnte. Aus den Untersuchungen an mdx-Mausen ging jedoch hervor, dass
dieses Gen im Herz stark exprimiert war. Dies liel3 eine Funktion von TIS11B in der
Herzmuskulatur vermuten.

Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Herzmuskelgewebe unter verschiedenen phy-
siologischen und pathologischen Bedingungen mittels geeigneter in vitro- und in vivo-

Modelle hinsichtlich der tis71B-Expression untersucht.

4.5.1 Die tisl1B-Expression in HL-1-Zellen kann durch HGF, TNF-a
und TGF- induziert werden

Um Aufschluss daruber zu bekommen, ob die an mdx-Mausen und Kontrolltieren im
Herz nachgewiesene tis11B-Expression zumindest teilweise auf die Kardiomyozyten
zuruckgehen konnte, und um Erkenntnisse Uber eine magliche differentielle Expression
von tis11B in diesen Zellen zu gewinnen, wurden im Verlauf dieser Arbeit Studien an
HL-1-Zellen durchgeflhrt. Dabei handelt es sich um eine immortalisierte Linie von
murinen Kardiomyozyten, die einen differenzierten Phanotyp aufweisen und hinsichtlich
des Genexpressionsmusters sowie pharmakologischer und elektrophysiologischer
Eigenschaften etwa adulten Vorhofkardiomyozyten entsprechen (28).

Wir konnten nachweisen, dass das tis11B-Gen in HL-1-Zellen exprimiert ist. Vor diesem
Hintergrund stellte sich die Frage, ob die tis171B-Expression in diesen Zellen einer
spezifischen Regulation — z.B. durch dulere Faktoren wie Zytokine oder Wachstums-
faktoren — unterliegt.

Daher wurde die tis11B-Expression in HL-1-Zellen untersucht, die entweder mit HGF,
TGF-B oder TNF-a inkubiert worden waren. Diese Faktoren wurden insbesondere des-
halb ausgewahlt, weil bereits vor Beginn dieser Arbeit bekannt war, dass sie vielfaltige
Effekte auf Kardiomyozyten haben und eine bedeutende Rolle bei verschiedenen

kardiovaskularen Erkrankungen spielen:

HGF ist ein Wachstumsfaktor, fur den u. a. spezifische Wirkungen auf Kardiomyozyten

und Endothelzellen gezeigt werden konnten. Darlber hinaus ist der HGF-Spiegel im
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Serum bei verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen erhéht. Daher wird ange-
nommen, dass HGF eine wichtige, moglicherweise protektive Rolle innerhalb des
kardiovaskularen Systems zukommt (51). An HL-1-Zellen konnte ferner gezeigt werden,
dass HGF den Transkriptionsfaktor GATA-4 aktiviert, der eine wichtige Rolle bei der

Herzmuskelzelldifferenzierung spielt (62).

Das immunmodulatorische, hauptsachlich antiinflammatorisch wirkende Zytokin TGF-f3
scheint bereits bei der Entwicklung des Herzens eine wichtige Rolle zu spielen. Es wird
von Kardiomyozyten gebildet, wobei es die Expression seines eigenen Gens inhibiert
(126). Die tis11-Expression kann in humanen T-Zellen durch TGF- induziert werden;
ob dies auch fir tis11B zutrifft, wurde bisher nicht publiziert (101).

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, fur das eine wichtige Rolle bei kardiovas-
kularen Erkrankungen diskutiert wird (89). Kardiomyozyten sezernieren TNF-a, vor
allem unter pathologischen Bedingungen wie Infektion oder Ischamie, sind jedoch auch
selbst Zielzellen fur dieses Zytokin. Dabei hat es eine negativ inotrope Wirkung auf die
Herzmuskelzellen, die interessanterweise von TGF- inhibiert werden kann. TNF-a
scheint in der Herzmuskelzelle eine wichtige wie auch komplexe Rolle bei vielen patho-
logischen Prozessen zu spielen. DarUber hinaus ist bekannt, dass TIS11B und TNF-a
die Expression ihrer Gene, vermutlich im Rahmen eines Feedback-Mechanismus,

gegenseitig beeinflussen (siehe 1.3).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bereits nach 3h Inkubation mit TGF-3 oder
HGF eine Induktion von tis711B nachgewiesen werden; nach 24h hatten alle drei Zyto-
kine eine Induktion dieses Gens ausgeldst. Damit konnte gezeigt werden, dass tis11B
in murinen Kardiomyozyten differentiell exprimiert wird, und dass diese Expression
durch verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert bzw. reguliert werden
kann.

Die Regulation durch TNF-a wurde aufgrund der besonderen Relevanz dieses Zytokins
bei kardiovaskularen Erkrankungen in einer weiteren Versuchsreihe noch einmal
genauer untersucht. Dabei wurde ein grol3er zeitlicher Unterschied hinsichtlich des
Induktionsbeginns zwischen quieszenten und nicht-quieszenten Zellen beobachtet. Dies
deutet darauf hin, dass der zeitliche Verlauf der tis11B-Induktion durch TNF-a durch

andere im Serum vorhandene Faktoren moduliert wird.
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Auf Proteinebene konnten diese Ergebnisse, zumindest hinsichtlich der tis771B-Induktion
durch HGF, nicht bestatigt werden, was wahrscheinlich an der mangelnden Spezifitat
des zum damaligen Zeitpunkt zur Verfugung stehenden Antikorpers lag. Zurzeit werden
in unserer Arbeitsgruppe verschiedene kommerzielle Antikdrper auf ihre Spezifitat
getestet, um die entsprechenden Studien baldmdglichst wiederholen zu kénnen.
Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Untersuchung darauf hin, dass das tis77B-Gen
bei verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen aufgrund der damit verbundenen
hohen Spiegel an Zytokinen und Wachstumsfaktoren im Serum und in der ECM indu-

ziert werden konnte.

4.5.2 Im Akutstadium der CVB3-induzierten Myokarditis bei der
Maus wird die Expression des tis11B-Gens in der

Herzmuskulatur reprimiert

Das Coxsackie-Virus B3 ist ein Enterovirus, das bei bis zu 4% seiner Wirte, dies kdnnen
sowohl Mensch als auch Maus sein, eine infektiose Myokarditis auslésen kann. Aus der
akuten Entzundung geht in einigen Fallen durch Viruspersistenz oder Autoimmunpro-
zesse eine chronische Myokarditis hervor, was haufig zu einer inflammatorischen
dilatativen Kardiomyopathie fuhrt (49, 50, 58, 100).

Pravalenz und Verlauf der Erkrankung, insbesondere die Haufigkeit der Viruspersistenz,
werden nicht nur durch den Virustyp, sondern auch durch die genetische Disposition
und das Immunsystem des Wirts bestimmt. Bei den beiden im Verlauf dieser Arbeit
analysierten immunkompetenten Mausstammen C57BL/6 und A.BY/SnJ aulRert sich
dies darin, dass nach einer von Tieren beider Stamme gleichermallen durchgemachten
akuten Myokarditis die Entztindung bei C57BL/6-Tieren in der Regel nach 18-21 Tagen
abklingt, wahrend A.BY/SnJ-Tiere fast immer eine chronische Myokarditis durch Virus-
persistenz entwickeln (43, 63, 117).

Die Untersuchung dieser Tiere sollte daher zum einen klaren, ob eine Infektion mit
CVB3 allgemein zu einer Veranderung der tis11B-Expression im Herzmuskelgewebe
fuhrt, zum anderen, ob die Art des untersuchten Mausstamms, und damit der gene-
tische Hintergrund der Tiere, einen Einfluss auf das tis71B-Expressionsmuster hat.

Es konnte gezeigt werden, dass die tis171B-Expression im Herz bei fast allen CVB3-
infizierten Tieren 8 Tage p. i. deutlich niedriger war als bei den Kontrolltieren. Ein Unter-

schied zwischen den beiden Stdmmen war jedoch nicht erkennbar.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass bei CVB3-induzierter, akuter Myokarditis, zumindest

8 Tage p. i. die tis11B-Expression inhibiert wird. Da dies bei Tieren beider Zuchtstamme
gleichermal3en zu beobachten war, scheint die genetische Disposition zur Chronifi-
zierung der Krankheit durch Viruspersistenz, zumindest in dieser Phase der Erkrankung,
keinen Einfluss auf die tis11B-Expression zu haben.

Diese Daten waren insbesondere deshalb Uberraschend, weil aufgrund der Ergebnisse
der Untersuchungen an HL-1-Zellen erwartet worden war, dass bei einer Myokarditis,
die mit einer massiven Entzindungsreaktion im Herz sowie hohen Serumspiegeln von
TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen einhergeht (43, 63), tis11B eher
induziert als reprimiert wird. Ein Grund fur die beobachtete Repression kdnnte sein,
dass andere Zytokine oder Wachstumsfaktoren, die bei akuter Myokarditis in grof3en
Mengen freigesetzt werden, inhibierende Effekte auf die tis771B-Expression haben,
welche die induzierende Wirkung von TNF-a, HGF und TGF-f Ubersteigt oder blockiert.
Auch ein spezifischer Effekt, den das Virus selbst hervorruft, ist nicht auszuschlieRen.
Denkbar ware weiterhin, dass in diesem Fall nicht Kardiomyozyten sondern andere
Zelltypen einen vergleichsweise grof3en Anteil an der Gesamt-RNA im Herzmuskel-
gewebe hatten. Nicht zuletzt kdnnte auch der Zeitpunkt der Untersuchung eine Rolle
gespielt haben, da moglich ware, dass die tis71B-Expression wie bei der Myogenese
auch hier einen multiphasischen Verlauf zeigt.

Momentan werden in unserer Arbeitsgruppe die Expressionsmuster individueller Tiere
mit ihrem histologischen Phanotyp korreliert, was insbesondere hinsichtlich der
JAusreilder” in den einzelnen Gruppen von Interesse ist.

Daruber hinaus kdnnte es interessant sein, die Expression von tis711B (und moglicher-
weise auch tis171D) auch zu anderen, vor allem spateren, Zeitpunkten p. i. in den

Herzen beider Stamme zu analysieren.
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