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1 Einleitung 

 
1.1 Virale Myokarditis beim Menschen 

 

Die Myokarditis ist definiert als eine fokale oder diffuse entzündliche Erkrankung des Myokards, 

die akut, subakut oder chronisch verläuft. Der Entzündungsprozess kann von wenigen 

subepikardialen Entzündungsherden der linken Ventrikelwand bis hin zu einem diffusen Befall 

beider Ventrikel reichen (1, 2, 3). In ätiologischer Hinsicht können eine Vielzahl von infektiösen 

(Viren, Bakterien, Pilze, Spirochäten, Protozoen, Würmer) und nichtinfektiösen Faktoren 

(Kardiotoxine, Systemerkrankungen, allergische Reaktionen) eine Myokarditis auslösen. In den 

westlichen Industrienationen sind Viruserkrankungen die häufigste Ursache einer akuten 

Myokarditis (1, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Während in früheren Untersuchungen vor allem Enteroviren, 

insbesondere Coxsackievirus B3, ätiologisch verantwortlich gemacht wurden (10, 11), zeigen 

neuere Studien, dass auch Adenoviren, Parvovirus B19 und humanes Herpesvirus-6 eine große 

Rolle spielen (4, 7, 9, 12). 

 

Die Patienten sind häufig symptomarm oder sogar asymptomatisch und nur selten treten eine 

akute Herzinsuffizienz oder vital bedrohliche Herzrhythmusstörungen auf (1, 13). Der klinische 

Verlauf ist überwiegend günstig und die Myokarditis heilt spontan innerhalb von Wochen aus (1, 

14). Bei einem Teil der Patienten geht jedoch die akute in eine chronische Myokarditis über, die 

nach derzeitigem Kenntnisstand in eine inflammatorische dilatative Kardiomyopathie einmünden 

kann (15, 16, 17). 

 

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM), die durch eine Erweiterung und verminderte 

Pumpleistung eines oder beider Ventrikel charakterisiert ist (18, 19), ist die häufigste 

Herzmuskelerkrankung. Seit vielen Jahren wird die akute bzw. chronische virale Myokarditis als 

eine wichtige Ursache neben den ischämischen und valvulären Erkrankungen diskutiert (11, 18, 

20, 21). Bowles et al. (22) wiesen bereits 1986 bei Patienten mit Myokarditis sowie bei denen 

mit dilatativer Kardiomyopathie enterovirale RNA in nahezu 50% der Endomyokardbiopsien 

nach. Kühl et al. (9) fanden bei zwei Drittel von 245 erwachsenen Patienten mit DCM im 

Myokard virales Genom von einem weiten Spektrum kardiotroper Viren. Die pathogenetische 

Bedeutung dieser Befunde wird durch eine Studie gestützt, die zeigte, dass die virale Persistenz 
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bei DCM mit einer progredienten Funktionsstörung und die spontane Elimination mit einer 

Verbesserung der linksventrikulären Funktion verbunden sind (23). Auch eine Behandlung der 

DCM mit Interferon-ß führte zum Verschwinden des bis dahin persistierenden viralen Genoms 

und zu einer signifikanten Verbesserung der linksventrikulären Dysfunktion (24). 

 

Der klinischen Bedeutung der Myokarditis bzw. der DCM steht eine nur lückenhafte Kenntnis 

der Pathogenese gegenüber. Dieses Erkenntnisdefizit erklärt sich durch die besondere Situation 

beim Menschen, die die Aufklärung der Myokarditispathogenese erschwert. Aufgrund des häufig 

symptomarmen Verlaufs setzt die Diagnostik bei vielen Patienten erst zu einem Zeitpunkt ein, zu 

dem der Krankheitsverlauf schon mehr oder weniger weit fortgeschritten ist. Darüber hinaus 

erlauben die zur Verfügung stehenden nichtinvasiven diagnostischen Mittel nur unspezifische 

Aussagen. Informationen über die Pathogenese liefern sie nicht. 

 

Zweifellos haben die klinische Einführung der Endomyokardbiopsie und die histologische, 

immunhistochemische und molekularbiologische Materialaufarbeitung einen deutlichen 

Fortschritt gebracht. Jedoch handelt es sich bei der Endomyokardbiopsie um ein invasives 

Verfahren, das mit einer Mortalität von etwa 0,03% verbunden ist (25, 26). Vielfach wird 

deshalb erst dann eine Biopsie diskutiert, wenn eine therapierefraktäre akute oder chronische 

Herzinsuffizienz unklarer Ätiologie vorliegt (26, 27). Zudem verläuft ein Teil der Myokarditiden 

fokal, so dass eine repräsentative Materialgewinnung erschwert oder gar unmöglich sein kann (2, 

26). Dementsprechend wird die Sensitivität der endomyokardialen Biopsie in Abhängigkeit vom 

Zeitpunkt der Biopsie, dem Ort der Materialgewinnung, dem Untersucher und der Bezugsgröße 

zwischen 35 - 60% angegeben (28, 29). Selbst bei adäquater Materialgewinnung wird nur eine 

punktuelle Aussage ohne eine klare zeitliche Zuordnung zu dem dynamischen pathogenetischen 

Ablauf möglich sein. 

 

Aufgrund dieser Probleme beim Menschen wurden experimentelle Myokarditismodelle 

entwickelt, die eine raschere und exaktere Aufklärung der Pathogenese erlauben. So wurde bei 

verschiedenen Mausstämmen mit unterschiedlichen Agenzien eine Myokarditis induziert und 

anschließend untersucht. In Analogie zur klinischen Situation wurde häufig das Modell einer 

viralen Myokarditis durch Infektion mit Coxsackievirus B3 gewählt. In diesen Rahmen ordnet 

sich auch die vorliegende Arbeit ein, die es sich zur Aufgabe gemacht hat, die Bedeutung einer 
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Interleukin-4-Gabe bei der murinen Coxsackievirus B3 induzierten Myokarditis bei SWR/J-

Mäusen zu klären. 

 

 

1.2 Enterovirale Myokarditis bei SWR/J-Mäusen 

 

Von Grodums und Dempster (30) wurde über ein murines, picornavirusinduziertes 

Myokarditismodell berichtet, das in Variationen in unzähligen nachfolgenden Untersuchungen 

zur Anwendung kam. Hierzu wurden eine ganze Reihe verschiedener Mausstämme verwandt 

wie Balb/c- (31), C3H/He- (32), A/J- (33), NMRI- (34), SWR-Mäuse (35) und andere. SWR/J-

Mäuse sind Labortiere mit dem H-2 Haplotyp q2, die genetisch gut definiert sind und in der 

Forschung für verschiedenste Zwecke genutzt werden. Es handelt sich um immunkompetente, 

permissive Mäuse, bei denen es im Verlauf der Infektion zu einer Persistenz viraler RNA in Milz 

und Lymphknoten kommt (36). Klingel et al. (37) untersuchten die Rolle der Enterovirus-

Replikation in der Entwicklung der akuten und chronischen Herzmuskelerkrankung bei 

unterschiedlichen immunkompetenten Mausstämmen. Hierbei kamen sie unter anderem zu dem 

Ergebnis, dass die Läsionen während der akuten myokardialen Infektion bei SWR/J-Mäusen im 

Vergleich zu anderen Mausstämmen relativ stark ausgeprägt sind. Enterovirale RNA konnte im 

akuten Stadium in Herz, Milz, Lymphknoten, Pankreas, Lunge, Thymus, Leber und Gehirn 

nachgewiesen werden. Eine persistierende Infektion entwickelte sich jedoch nur im Herzmuskel, 

in der Milz und in den Lymphknoten. Ferner stellten die Autoren fest, dass die persistierende 

Infektion in SWR/J-Mäusen unabhängig von dem H-2 Haplotyp zu sein scheint. Vielmehr 

vermuteten sie als Ursache für die Chronifizierung eine Restriktion der Virusreplikation und der 

Kapsid-Proteinsynthese im Zusammenhang mit der Unfähigkeit immunkompetenter Zellen, 

virusinfizierte Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Trotz des ubiquitären viralen Organbefalls 

und der ausgeprägten Myokarditis wiesen die SWR/J-Mäuse nur eine geringe Mortalität auf. 

Diese Eigenschaften lassen SWR/J-Mäuse für die experimentelle Untersuchung der Pathogenese 

der akuten sowie der chronisch persistierenden Myokarditis gut geeignet erscheinen. 
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1.3 Coxsackieviren 

 

Zur Induktion einer experimentellen viralen Myokarditis werden häufig Coxsackieviren 

verwandt. Dies liegt insofern nahe, als beim Menschen Coxsackieviren zu den häufigsten 

Erregern der viralen Myokarditis gehören (4, 10, 11). Zwar ist der Mensch der einzige natürliche 

Wirt, jedoch lassen sich verschiedene Tiere wie Mäuse, Ratten und Hamster mit Coxsackieviren 

experimentell infizieren (38, 39). Coxsackieviren sind Enteroviren und gehören der Familie der 

Picornaviren an. Es handelt sich um kleine (~ 27 nm), unbehüllte ikosaederförmige RNA-Viren, 

bestehend aus einem linearen RNA-Plusstrang und einem Kapsid. Das Kapsid setzt sich aus 

zwölf Pentameren mit jeweils fünf Protomeren zusammen. Ein Protomer besteht aus vier 

verschiedenen Strukturproteinen (VP1 - VP4), wobei VP1 - VP3 die Oberfläche des Virions 

bilden und VP4 auf der Innenseite des Kapsids lokalisiert ist. Die Proteine VP1 - VP3 sind unter 

anderem für die Virusgestalt verantwortlich, das Protein VP4 dient der Stabilisierung des 

Kapsids sowie der Interaktion mit dem Genom. Virologisch werden bei den Coxsackieviren im 

Wesentlichen die zwei Gruppen A mit A1 - A22, A24 und B mit B1 - B6 Serotypen 

unterschieden. Die einzelnen Gruppen bzw. Serotypen besitzen eine unterschiedliche 

Organaffinität und führen demgemäß im Krankheitsfall zu unterschiedlicher Symptomatik. 

Coxsackieviren vom Typ B, insbesondere B3 (CVB3), sind durch kardiotrope Eigenschaften 

gekennzeichnet, die sie zur Myokarditisinduktion prädestinieren (40, 41). 

 

Voraussetzung für die Entwicklung einer Myokarditis ist die Bindung des Virus an 

Membranproteine der Zelle. Für diese Ankopplung ist auf Seiten der Coxsackieviren Typ B das 

VP1-Protein verantwortlich. Sowohl beim Menschen als auch bei Mäusen konnte ein 

gemeinsamer Rezeptor für die Bindung der strukturell unterschiedlichen Coxsackieviren Typ B 

und Adenoviren der Gruppe A, C, D, E und F, der so genannte Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor 

(CAR) identifiziert werden (42). Hierbei handelt es sich um einen 365 Aminosäuren 

umfassenden, transmembranösen Rezeptor der Immunglobulin-Superfamilie, der in Verbindung 

mit anderen Rezeptoren für die Virusbindung (z.B. decay-accelerating factor, DAF [CD55]; 

aktiviert unter anderem das Komplementsystem) und die Virusinternalisierung verantwortlich ist 

(43, 44). Während die CAR-Expression im gesunden Myokard gering ist, erfolgt anscheinend im 

Rahmen einer Myokarditis bzw. DCM eine starke Hochregulation (45, 46). Die Expression von 

CAR auf der Zielzelle beeinflusst einerseits die primäre zelluläre Infektion, andererseits aber 
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auch die Virusausbreitung, die Virusreplikation und die Viruspersistenz, z.B. in Form eines 

extrakardialen Reservoirs. Nach der Penetration des Virus kommt es innerhalb von Minuten zur 

Freisetzung der RNA in das Zellzytoplasma mit anschließender komplementärer RNA-

Strangbildung. 

 

Lyden et al. (47) konnten im Tiermodell zeigen, dass der Verlauf der CVB3-Myokarditis 

hormonabhängig ist. So wiesen mit Testosteron behandelte Mäuse eine etwa dreifach stärkere 

Expression des myokardialen CVB3-Rezeptors und/oder akzessorischer Bindungsmoleküle auf 

als mit Östrogen behandelte Tiere. Dies könnte eine Erklärung für die beim Menschen 

beobachtete Dominanz der akuten Myokarditis bei Männern sein. 

 

 

1.4 Pathogenese der experimentellen viralen Myokarditis 

 

Bezüglich des chronologischen Ablaufs der experimentellen viralen Myokarditis der Maus 

lassen sich nach Kawai (48) und McManus et al. (49) drei Phasen unterscheiden: eine akute, eine 

subakute und eine chronische Phase. Dem weitgehend entsprechend postulieren auch Liu und 

Mason (50) einen dreiphasigen Krankheitsprozess mit einer viralen, einer inflammatorischen und 

einer dilatativen Phase. 

 

 

1.4.1 Akute Phase (Tag 0 - 3 p.i.) 

 

Die akute Phase (Tag 0 - 3 p.i.) ist zunächst gekennzeichnet durch die CVB3-Internalisierung 

über den CAR, die Virusreplikation und eine direkte virale Zytotoxizität (49) mit fokalen 

myokardialen Zytolysen, Nekrosen und Apoptosen (41, 51). Erst ab dem drittem Tag wird 

zunehmend mRNA proinflammatorischer Zytokine wie IL-1ß, TNF-α sowie IFN-γ von 

myokardialen Zellen (Myozyten, Endothelzellen, Fibroblasten) exprimiert (32, 52). Zu diesem 

Zeitpunkt besteht nur ein spärliches Zellinfiltrat aus Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und 

Makrophagen (52). 
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1.4.1.1 Virale Zytolyse 

 

In pathogenetischer Hinsicht ist die initiale myokardiale Schädigung in der akuten Phase der 

experimentellen Virusmyokarditis auf eine direkte virale Zytotoxizität mit Zytolyse und 

Apoptosen zurückzuführen (49, 53). Insbesondere in den ersten beiden Tagen p.i. fehlen noch 

eine Zytokinexpression oder eine zelluläre Infiltration, die die Zellschädigung verursachen 

könnten. Zudem haben sowohl in situ Hybridisierungsstudien bei CVB3-infizierten Mäusen als 

auch in vitro Studien gezeigt, dass Coxsackie- und Zytomegalieviren direkt Myokardiolysen 

induzieren können (49, 53, 54, 55). Hierbei scheint unter anderem die Spaltung von Dystrophin 

durch die virale Protease 2A eine Rolle zu spielen (56). 

 

 

1.4.1.2 Zytokine und Zellinfiltrat 

 

Ab dem drittem Tag p.i. werden eine Zytokinexpression und ein zelluläres Infiltrat nachweisbar. 

Die pathogenetische Bedeutung dieser Veränderungen betrifft aber vor allem das subakute 

Stadium und soll deshalb im folgenden Abschnitt näher beschrieben werden. 

 

 

1.4.2 Subakute Phase (Tag 4 - 14 p.i.) 

 

Ab Tag vier p.i. folgt die subakute Phase der experimentellen Virusmyokarditis, die initial durch 

eine zelluläre Infiltration von NK-Zellen und Makrophagen, danach zunehmend von CD4+-

/CD8+-T-Lymphozyten, Neutrophilen, Monozyten, B-Lymphozyten und Fibroblasten 

gekennzeichnet ist (49, 57). In späteren Stadien der subakuten Phase dominieren die aktivierten 

zytotoxischen CD8+-T-Lymphozyten und Makrophagen (48, 58, 59). 

 

Neben dem zellulären Infiltrat weist die subakute Phase eine starke Expression zahlreicher 

Zytokine auf. Hierbei besteht eine zeitabhängige unterschiedliche Freisetzung verschiedener 

Zytokine. Bis zum siebten Tag p.i. steigen proinflammatorische Zytokine wie IL-1α , IL-1ß, IL-

6, TNF-α, TNF-ß sowie IFN-γ an. Nach dem 5. - 7. Tag werden vor allem regulatorische 

Zytokine wie IL-2, IL-4 und IL-10 exprimiert (32). Allerdings wird Il-10, das auf T-
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Lymphozyten und Makrophagen eine deaktivierende Funktion ausübt (60), bereits frühzeitig 

parallel zur Virusreplikation exprimiert und bleibt ebenso wie TNF-α und IFN-γ bis in die späte 

Phase der Myokarditis nachweisbar (34). Die gesteigerte Zytokinexpression wird zumindest 

initial durch die virale Infektion induziert und erfolgt durch ortsansässige myokardiale Zellen 

(32, 52), ab 5. – 7. Tag jedoch vor allem durch aktivierte Makrophagen und Lymphozyten des 

Zellinfiltrates (32, 52, 58). Ab 8. - 10. Tag treten neutralisierende Antikörper-Titer mit einem 

Maximum um den 14. Tag auf (61), die mit einer vollständigen Viruselimination einhergehen. 

Zeitlich parallel dazu entwickeln sich während des 7. - 14. Tages p.i. die schwersten 

myokardialen Zellschädigungen. 

 

Während in pathogenetischer Hinsicht die akute Phase noch ganz überwiegend von der direkten 

Virustoxizität bestimmt ist, spielt in der subakuten Phase die Immunabwehr die entscheidende 

Rolle. Hierbei muss zwischen der angeborenen (unspezifischen) und der adaptiven (spezifischen) 

Immunabwehr mit zellulären und humoralen Komponenten unterschieden werden. Zu den Zellen 

der angeborenen Immunabwehr zählen NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen, Granulozyten, 

Mastzellen und dendritische Zellen. Teile der humoralen angeborenen Immunität sind Opsonine, 

Akute-Phase-Proteine, Lysozym, Perforin und das Komplementsystem. Zu den Zellen der 

adaptiven Immunabwehr gehören die B- und T-Lymphozyten. Entsprechend dem oben 

geschilderten Wechsel des Zellinfiltrates stehen am Anfang der subakuten Phase die angeborene 

Immunabwehr (s. 1.4.2.1) und das NO-System (s. 1.4.2.2, S. 14), später die erworbene 

Immunabwehr (s. 1.4.2.4, S. 16 + 1.4.2.5, S. 19) im Vordergrund. 

 

 

1.4.2.1 Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) 

 

Die dominante Infiltration von NK-Zellen am Übergang von der akuten zur subakuten Phase 

stellt die erste entscheidende Antwort des angeborenen Immunsystems auf die erfolgte 

Virusinfektion dar. Für die Attraktion von NK-Zellen scheint zum einen CVB3 selbst 

verantwortlich zu sein, das die Myozyten frühzeitig zur Bildung von Chemokinen z.B. von 

MCP-1 (monozyten chemoattractant protein 1) stimuliert (62). Zum anderen setzen 

antigenpräsentierende Zellen (APC) nach Erkennung der viralen Infektion Zytokine und 
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Chemokine frei, die die NK-Zellen zum Ort der Infektion führen und über Interleukin-2 und 

IFN-γ aktivieren (63). 

 

Als Teil des angeborenen Immunsystems entfalten NK-Zellen frühzeitig antigenunabhängig 

wichtige Wirkungen. Während zeitweise ein aggravierender inflammatorischer Effekt der NK-

Zellen diskutiert wurde, zeigen neuere Studien, dass sie hauptsächlich über zwei Mechanismen 

eine kardioprotektive Funktion besitzen. Zum einen tragen sie durch Freisetzung von Perforin, 

das zirkuläre porenähnliche Läsionen (~ 16 nm) an der Zellmembranoberfläche und eine Lyse 

virusinfizierter Myokardzellen verursacht, zur Hemmung der Virusreplikation bzw. zur 

Viruselimination bei (64, 65, 66). Da die Lyse nur virusinfizierte Zellen betrifft, erfolgt 

hierdurch keine zusätzliche Myokardschädigung (65). Zum anderen besitzen NK-Zellen die 

Fähigkeit zur frühen und raschen Induktion von IFN-γ, welches das adaptive Immunsystem 

stimuliert (67, 68, 69). Eine Sonderform stellen die NK1.1+CD4+-T-Zellen dar, die 

Charakteristika von CD4+- und NK-Zellen besitzen (70) und neben anderen Zytokinen große 

Mengen IL-4-synthetisieren. Diesen Funktionen entsprechend war bei Mäusen eine verminderte 

NK-Zellaktivität oder NK-Zelldepletion mit einem Anstieg der myokardialen Virustiter, einer 

verzögerten Viruselimination und einer schwereren Kardiomyopathie verbunden (71, 72, 73). 

Somit kommt den NK-Zellen eine entscheidende protektive Rolle bei der Entwicklung der 

CVB3-induzierten Myokarditis durch Begrenzung der Virusreplikation und Stimulation sowie 

Differenzierung des adaptiven Immunsystems zu (s. 1.4.2.4, S. 16). 

 

 

1.4.2.2 Stickstoffmonoxid (NO) 

 

Die gegen Ende der akuten Phase zunehmend exprimierten Zytokine IL-1ß, TNF-α und INF-γ 

stimulieren die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS) in Kardiomyozyten und 

führen zu einem Anstieg von Stickstoffmonoxid (NO). Insbesondere bei der frühen Kontrolle der 

Virusinfektion im Rahmen des angeborenen Immunsystems wird NO eine bedeutende Rolle 

zugeschrieben (74). NO hemmt bei verschiedenen viralen Infektionen, so auch bei CVB3, die 

Virusreplikation, die Zellproliferation und die Zell-zu-Zell-Ausbreitung der Infektion (74, 75, 

76). Darüber hinaus kann NO die virale Protease 2A durch Nitrolisierung des Cysteins 

inaktivieren und somit die Spaltung von Dystrophin vermindern (77). Die initial protektive 
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Wirkung von IFN beruht auf der Aktivierung von NK-Zellen und Makrophagen sowie der 

Induktion der NO-Synthese (78, 79). Das Zusammenwirken beider Mechanismen ist für eine 

effiziente initiale Infektabwehr von großer Bedeutung. 

 

 

1.4.2.3  Zytokine 

 

Die in der subakuten Phase anfangs von den myokardialen Zellen, später dem Zellinfiltrat 

reichlich exprimierten Zytokine spielen in der Pathogenese der viralen Myokarditis eine 

entscheidende Rolle. Sie nehmen Einfluss auf die angeborene bzw. erworbene Immunabwehr, 

die Differenzierung der T-Helferzell-Population (s. 1.4.2.4, S. 16), die extrazelluläre Matrix (s. 

1.4.4.2, S. 25) und die Fibrosebildung. Die Wirkung einzelner Zytokine auf die virale 

Myokarditis der Maus wurde in zahlreichen experimentellen Modellen untersucht. Welche 

Bedeutung der jeweils festgestellten Einzelwirkung im Kontext des außerordentlich komplexen 

natürlichen Ablaufs zukommt, ist jedoch noch weitgehend ungeklärt. 

 

Durch die exogene Zufuhr von Il-1 oder Il-2 kann eine CVB3-induzierte Myokarditis verstärkt 

(80), die Entwicklung einer Myokarditis durch Blockierung von Il-1- bzw. Il-2-Rezeptoren 

gehemmt (81) und bei myokarditisresistenten B10.A Mäusen eine CVB3- Myokarditis durch Il-1 

bzw. TNF-α induziert werden (82). Il-6 und TNF-α können zu einer Aggravierung der viralen 

Myokarditis der Maus und zu einer Verschlechterung der Herzfunktion führen (52, 82, 83). Il-4, 

als frühes Produkt von NK1.1+CD4+-Zellen und als Th2-Zytokin (s. 1.4.2.4, S. 16) mit 

autoregulatorischer Aktivität (84, 85), hemmt die Makrophagen (86), stimuliert die Expression 

des IL-4-Rezeptors auf Lymphozyten, fördert die Bildung antiinflammatorischer Zytokine wie 

TGF-β1 (87) und vermindert die Produktion der Th1-typischen Zytokine IL-2 sowie IFN-γ (88). 

Il-6 beeinflusst die Makrophagenaktivierung (89), die B-Zelldifferenzierung (90) und hat bei 

frühzeitiger Applikation einen günstigen (91), bei langfristiger Verabreichung einen ungünstigen 

Effekt auf den Myokarditisverlauf (92). Il-10 hemmt Makrophagen, Th1-Zellen und die IL-2- 

bzw. TNF-α-Expression (60). Die Behandlung von Mäusen mit EMCV-Myokarditis mit 

rekombinantem humanem Il-10 reduziert die myokardialen Läsionen und erhöht das 14-Tage-

Überleben (93). Il-12 wie auch IFN-γ vermindern im EMCV-Myokarditismodell den 

Parenchymschaden und führen zu einer Verlängerung der Überlebenszeit (94, 95, 96). IL-15 
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verstärkt die Zytotoxizität von NK-Zellen, stimuliert die B-Zell-Proliferation, die Ig-Sekretion 

und die T-Zell-Proliferation (97, 98). Il-18 verstärkt die NK-Zell- und Makrophagenaktivität und 

fördert die IFN-γ-Expression. Zum Zeitpunkt der Infektion appliziertes Il-18 vermindert die 

myokardialen Nekrosen und verbessert die Überlebensrate bei C3H/HeJ-Mäusen mit EMCV- 

Myokarditis (99). Sowohl IFN-α (100) und IFN-ß (101, 102) als auch IFN-γ (103) wirken bei 

einer CVB3-Infektion protektiv und IFN knock out Mäuse erliegen rasch einer CVB3-

Myokarditis (48). 

 

Nach diesen Untersuchungen scheinen bei der Pathogenese der subakuten viralen Myokarditis 

der Maus die Zytokine Il-1ß, Il-2, Il-15, TNF-α eher proinflammatorische und die Zytokine Il-4, 

Il-10, Il-12, Il-18, IFN eher protektive Wirkungen zu entfalten. 

 

 

1.4.2.4 Differenzierung von CD4+-T-Helferzellen zu Th1- bzw. Th2-Zellen 

 

Während zu Anfang der subakuten Phase vor allem NK-, NK1.1+CD4+-T-Zellen und 

antigenpräsentierende Zellen (APC) auftreten, wird später das zelluläre Infiltrat zunehmend von 

B- und T-Lymphozyten dominiert. Das angeborene Immunsystem kontrolliert zwar die frühe 

Virusinfektion, ohne das nachfolgende adaptive Immunsystem gelingt jedoch keine endgültige 

Infektbeseitigung (66, 67). Dementsprechend spielen pathogenetisch in der subakuten Phase 

sowohl B- als auch T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle, die durch die frühe 

Zytokinexpression (vor allem von IFN-γ, Il-12 und Il-4) des angeborenen Immunsystems 

aktiviert werden (104, 105). Ihre diagnostische Differenzierung erfolgt über das spezifische 

Profil von Oberflächenmolekülen („cluster of differentiation“, CD), wobei CD2, -3 , -4 , -7, -8 

für T-Lymphozyten sowie deren Subpopulationen und CD1, -19, -20, -21, -22, -23, -24 für B-

Lymphozyten charakteristisch sind. CD4 wird typischerweise auf T-Helferzellen und CD8 auf 

zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert. NK-Zellen und Makrophagen sind durch CD11b 

gekennzeichnet. 

 

Mosmann et al. (106) beschrieben eine Differenzierung von naiven CD4+-T-Helferzellen (Th0) 

zu Th1- bzw. Th2-Zellen. Hierbei handelt es sich um ausgereifte T-Helferzellen, die sich durch 

ihr bevorzugt gebildetes Zytokinmuster und ihre Funktion unterscheiden. So exprimieren Th1-
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Zellen überwiegend Il-1ß, Il-2, Il-12 und IFN-γ („Th1-Zytokine“) sowie Th2-Zellen Il-4, Il-5, Il-

6, Il-10 und TGF-ß („Th2-Zytokine“; s. Abb. 1.1, S. 18) (106, 107). Über die jeweilige 

Zytokinexpression aktivieren Th1-Zellen die zelluläre (Makrophagen und zytotoxische CD8+-T-

Lymphozyten) und die Th2-Zellen die humorale Immunabwehr (B-Lymphozyten, IgG1- und 

IgE-Bildung) (108, 109). 

 

Für Art und Umfang der Th0-Differenzierung sind neben der genetischen Disposition (110), 

Antigeneigenschaften (111), der Typ der antigenpräsentierenden Zelle (APC) (112, 113), 

Geschlechtshormone (31, 114, 115) und die Zytokinexpression entscheidend. Während die ersten 

vier Faktoren in einer gegebenen Situation feststehen, erfolgt die eigentliche Modulation der 

Th1- bzw. Th2-Bildung vor allem durch die jeweilige Zytokinexpression. So fördern initial die 

von NK-Zellen und Makrophagen gebildeten Zytokine IFN-γ und Il-12 die Differenzierung zu 

Th1- (116) und das von NK1.1+CD4+-T-Zellen stammende Il-4 die Differenzierung zu Th2-

Zellen (117). In der Folge üben die von diesen Zellen in höherer Konzentration gebildeten 

Zytokine selbst einen stimulierenden oder hemmenden Einfluss auf die Zelldifferenzierung aus. 

Die Th2-Zytokine Il-4 und Il-10 inhibieren die Th1-Funktion (60, 118) und Il-6 hemmt die 

Differenzierung der Th0- zur Th1-Zelle (119). Umgekehrt inhibieren die Th1-Zytokine Il-12 die 

Ausdifferenzierung zur Th2-Zelle (116) und IFN-γ die Th2-Funktion (120). Neben der 

Beeinflussung der jeweils anderen Zellpopulation haben Il-4 bzw. Il-12 und IFN-γ auch 

stimulierende Wirkungen im Sinne einer positiven Rückkopplung auf die eigene Zellreihe. Im 

Hinblick auf die Beeinflussung der experimentellen Virusmyokarditis durch eine exogene 

Zytokinapplikation ist von Bedeutung, dass IFN-γ bereits auf der Stufe der 

antigenpräsentierenden Zellen einen stimulierenden (31) und Il-4, Il-10 und TGF-ß einen 

hemmenden Einfluss auf Makrophagen besitzen (60, 87, 121). In Abb. 1.1 sind die einzelnen 

Zytokine mit ihren jeweiligen Funktionen aufgeführt. Hierbei muss jedoch berücksichtigt 

werden, dass die Daten von verschiedenen Studien mit unterschiedlichen experimentellen 

Bedingungen stammen. Insofern ist das Schema nicht ohne weiteres vollständig auf eine 

bestimmte experimentelle Situation zu übertragen, zumal einzelne Zytokine (z.B. Il-12, IFN-γ, 

TNF-α) in Abhängigkeit vom Zeitpunkt ihrer Einwirkung durchaus gegensätzliche Effekte haben 

können (122). 

 
Entsprechend der unterschiedlichen stimulierenden Wirkungen ausgereifter Th-Zellen auf T- und 

B-Lymphozyten werden der Th1-Antwort im CVB3-Myokarditis-Mausmodell überwiegend 
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proinflammatorische und der Th2-Antwort protektive Wirkungen zugeschrieben. So überwog bei 

männlichen BALB/c-Mäusen mit ausgeprägter entzündlicher Reaktion die Th1-  

 

 
 
 
 
  
                                                                                                                       
 
         
 
 
  
 
  
  
 
 
  
  
                                                                                                  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 

 

 

 

Abb. 1.1: Polarisation von CD4+-T-Helferzellen nach Antigenkontakt und Einfluss  

 verschiedener Zytokine                  Stimulation,                    Hemmung 

 APC = antigenpräsentierende Zelle; Zytokine rot eingerahmt 
 

 

Antwort und bei weiblichen Tieren mit milder entzündlicher Reaktion die Th2-Antwort (31). 

Seko et al. (32) fanden bei C3H/He-Mäusen in der Frühphase der CVB3-Myokarditis ein 
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deutliches Überwiegen der Th1- gegenüber der Th2-Antwort. Bei BALB/c-Mäusen bewirkt eine 

Aktivierung von Vγ4+-T-Zellen - über Stimulation einer dominanten Th1-Antwort - eine 

Verstärkung und eine Aktivierung von Vγ1+-T-Zellen - über eine dominante Th2-Antwort - eine 

Hemmung der CVB3-Myokarditisentwicklung (123, 124). Leipner et al. (125) fanden sowohl bei 

immunkompetenten als auch bei IL-4-defizienten knock out Mäusen in der akuten Phase einer 

CVB3-induzierten Myokarditis eine dominante Th1-Antwort. Darüber hinaus wiesen die IL-4-

defizienten Mäuse eine verlängerte myokardiale Viruspersistenz und eine Neigung zur 

persistierenden chronischen Herzmuskelerkrankung auf. Im Unterschied zu den genannten 

Untersuchungen führte eine anti-Il-4-Behandlung bei A/J-Mäusen mit experimenteller 

Autoimmunmyokarditis nicht zu einer Verschlechterung, sondern zu einer Abschwächung der 

Myokarditis (126). Es ist unklar, inwieweit für diese Unterschiede das differente Myokarditis-

Mausmodell verantwortlich ist. 

 

 

1.4.2.5 B- und T-Lymphozyten 

 

B-Lymphozyten 

Die über Zytokine der Th2-Zellen aktivierten B-Lymphozyten sind durch die Bildung von 

neutralisierenden Antikörpern (AK) gegen noch nicht intrazellulär lokalisierte Viren maßgeblich 

an der Überwindung der Infektion beteiligt. Beginnend ab 4. und vor allem ab 8. - 10. Tag p.i. 

treten rasch zunehmend antivirale AK mit einem Maximum um den 14. Tag auf. Eng mit dem 

Anstieg der neutralisierenden AK ist ein Abfall der Virustiter verknüpft (61). Die Bedeutung der 

B-Zellen für die Viruselimination wird durch Untersuchungen an B-Zell knock out Mäusen 

untermauert, die nach Infizierung mit CVB3 eine chronische, lebenslange Infektion entwickeln 

(127). Zudem geht verschiedenen Untersuchungen zufolge eine frühe Antikörperantwort mit 

einer weniger schweren Myokarditis einher (128, 129). Die Viruselimination über NK-Zellen, 

Makrophagen, neutralisierende Antikörper und zytotoxische T-Zellen erreicht zum Ende der 

subakuten Phase ihren Höhepunkt, so dass nach dem 14. Tag p.i. zumeist nur noch virale RNA 

nachweisbar ist (35). Inwieweit B-Zellen bei dem Myokarditis-Mausmodell nicht nur eine 

protektive, sondern durch Bildung CVB3-Myosin kreuzreagierender AK auch eine schädigende 

Funktion haben, wird derzeit noch kontrovers diskutiert (s. 1.4.3.3, S. 22). 
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T-Lymphozyten 

Im Verlauf der subakuten Phase nimmt der Anteil der über Zytokine der Th1-Zellen aktivierten 

CD8+-T-Lymphozyten am zellulären Infiltrat stetig zu und erreicht am 7. - 14. Tag p.i. sein 

Maximum. Parallel zu diesem Anstieg erreicht die myokardiale Schädigung ihr stärkstes 

Ausmaß (48, 59). Für einen pathogenetischen Zusammenhang zwischen dem CD8+-Zellinfiltrat 

und dem Auftreten der Myokardschäden sprechen nicht nur das zeitliche und örtliche 

Zusammentreffen, sondern auch zahlreiche weitere Beobachtungen. So konnte gezeigt werden, 

dass zytotoxische T-Lymphozyten virusinfizierte Myozyten in vitro lysieren können (130, 131). 

Nackt-Mäuse ohne Thymus (132, 133) weisen, ebenso wie T-Zell depletierte Mäuse, nur eine 

abgeschwächte virusinduzierte Myokarditis auf (58, 134, 135). CD4+-/CD8+-Rezeptor knock out 

Mäuse waren wie T-Zellrezeptor knock out Mäuse vor einer kardialen Coxsackieinfektion besser 

als CD4+- oder CD8+-Rezeptor knock out Mäuse geschützt (136). Schließlich kann die 

Myokarditis durch Transfer von T-Zellen erkrankter in nicht erkrankte Mäuse übertragen werden 

(137). Die durch T-Lymphozyten verursachten Zellschäden sind zum einen durch eine Perforin 

induzierte Zytolyse CVB3-infizierter Zellen bedingt und wichtiger Teil der Infektabwehr bzw. -

überwindung. Zum anderen können während der Erkrankung autoreaktive zytotoxische T-

Lymphozyten aktiviert werden, die auch nicht infizierte Myokardzellen angreifen, zusätzliche 

Schäden setzen und zur Chronifizierung der Myokarditis beitragen (s. 1.4.3.3, S. 22). 

 

In der Pathogenese der viralen Myokarditis der Maus hat somit die adaptive Immunabwehr in 

der subakuten Phase eine zweifache, z.T. gegensätzliche Bedeutung. Während die B-

Lymphozyten durch Bildung neutralisierender Antikörper überwiegend protektiv wirken, werden 

die schweren myokardialen Zellschäden vor allem durch zytotoxische T-Lymphozyten 

verursacht. 

  

 

1.4.3 Chronische Phase (ab Tag 15 p.i.) 

 

Als chronische Phase der experimentellen Virusmyokarditis bezeichnet man die Phase ab Tag 15 

p.i. Die Viruselimination ist zu diesem Zeitpunkt in der Regel abgeschlossen. Dessen ungeachtet 

besteht die entzündliche Reaktion fort und geht zunehmend mit einer Matrixdegradation, einem 

Kollagenumbau und einer diffusen Fibrose einher. Bei Überleben der Mäuse und längerfristigem 
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Verlauf folgen eine Zunahme des Verhältnisses Herz- zu Körpergewicht, eine Ventrikeldilatation 

und eine Herzinsuffizienz (48). Der Zusammenhang zwischen einer chronischen Myokarditis 

und der Entwicklung einer inflammatorischen dilatativen Kardiomyopathie wurde von 

verschiedenen Seiten diskutiert und experimentell untermauert (48, 138, 139, 140). 

 

Nach dem 14. Tag p.i. ist in der Regel kein replizierendes Virus mehr nachweisbar (s. 1.4.2.5, S. 

19). In pathogenetischer Hinsicht kommt somit eine floride kardiale Virusinfektion als Ursache 

für die Entwicklung und die Progression der chronischen Myokarditis nicht mehr in Betracht. 

Als alternative Erklärungen für die Chronifizierung werden deshalb eine Virusgenom- bzw. eine 

extrakardiale Viruspersistenz und/oder eine Autoimmunreaktion diskutiert. 

 

 

1.4.3.1 Kardiale Virusgenompersistenz 

 

Als eine mögliche Ursache für die Chronifizierung der viralen Myokarditis wird die Persistenz 

viraler RNA mit konsekutiver, anhaltender Stimulation von T-Lymphozyten diskutiert (48). So 

war bei DBA/2-Mäusen mit EMCV- und bei NMRI-Mäusen mit CVB3-induzierter Myokarditis 

bei Abwesenheit von infektiösem Virus virale RNA bis zu über 90 Tage p.i. nachweisbar (141, 

142, 143). Verschiedene immunkompetente Mäuse mit viraler RNA-Persistenz entwickeln eine 

chronische Myokarditis, DBA/J-Mäuse mit frühzeitiger RNA-Elimination jedoch nicht (37). 

Klingel et al. (37) vermuteten, dass persistierende virale RNA zur Replikation fähig ist und 

neues antigenes Material freisetzt. Kim et al. (144) wiesen im Myokard CVB3-infizierter Mäuse 

virales Genom nach, das 5´ terminal 7 bis 49 Nukleotiddeletionen (TD) aufwies und langsam 

replizierte. Gesunde Mäuse entwickelten nach Inokulation von CVB3-TD-Genom keine 

Entzündungsreaktion oder Nekrosen. Das Auftreten von CVB3-TD könnte die Genompersistenz 

bei intaktem Immunsystem und die Persistenz der Myokarditis nach Elimination des infektiösen 

Virus erklären (144, 145). Wessely et al. (140) konnten zeigen, dass transgene Mäuse mit 

kardialer Expression einer CVB3-RNA-Mutanten ohne infektiöse Eigenschaften 

echokardiographisch und morphologisch eine DCM mit systolischer Funktionsstörung 

entwickeln. Andere Autoren weisen jedoch darauf hin, dass CVB3- und MCMV-resistente 

Mäuse (z.B. C57BL/6) – trotz Persistenz viraler RNA über 90 Tage – zwar eine akute, aber keine 
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chronische Myokarditis entwickeln und halten zumindest bei diesen Tieren die Art der 

Immunantwort für entscheidender (146). 

 

Entsprechend der Situation beim Tier konnte auch bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 

in Endomyokardbiopsien in bis zu zwei Drittel aller Fälle virales Genom nachgewiesen werden 

(6, 9, 147). Darüber hinaus bestand bei solchen Patienten ein Zusammenhang zwischen der 

Prognose und der Viruspersistenz bzw. Virusclearance (148). 

 

 

1.4.3.2 Extrakardiale Virusinfektion 

 

Muir et al. (149) wiesen darauf hin, dass die Viruspersistenz in extrakardialen Geweben an der 

Unterhaltung einer chronischen Myokarderkrankung beteiligt sein könnte. Untersuchungen bei 

Mäusen ergaben, dass in der chronischen Phase der CVB3-induzierten Myokarditis das Virus in 

Milz und Lymphknoten (37) sowie Leber und Pankreas (40) über die subakute Phase hinaus 

persistierte. Die Autoren vermuteten, dass die anhaltende Infektion dieser Organe mit einer 

Aktivierung des Immunsystems für den Fortgang der Myokarditis auch nach kardialer 

Viruselimination verantwortlich ist (36, 37). Hierfür könnten auch Befunde von Reetoo et al. 

(35) sprechen, die serielle Untersuchungen von CVB3-RNA in verschiedenen Organen und der 

myokardialen Inflammation durchführten. Hierbei beobachteten sie eine Koinzidenz von RNA-

Elimination in der Milz und dem Verschwinden der Myokarditis bei unverändert persistierender 

CVB3-RNA im Herzen. 

 

 

1.4.3.3 Autoimmunreaktion 

 

Für eine Beteiligung autoimmuner Mechanismen an dem Verlauf der chronischen viralen 

Myokarditis sprechen das Auftreten von Autoantikörpern (150, 151), die Myozytenzytolyse 

durch zytotoxische T-Lymphozyten in vitro (130, 131) und die Übertragbarkeit der Myokarditis 

durch Antikörper (152, 153) oder T-Lymphozyten (137). Bei Mäusen gilt Myosin als wichtigstes 

kardiales Autoantigen. So kann durch Injektion von kardialem Myosin eine Myokarditis 

induziert werden, die histologisch der viralen Myokarditis gleicht. Charakteristisch ist das 
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Auftreten autoreaktiver T-Lymphozyten und autoreaktiver zytotoxischer Antikörper mit einer 

Kreuzreaktion gegen CVB3-Kapsidprotein (154, 155). Isolierte zytotoxische Antikörper beim 

Menschen zeigten eine Kreuzreaktion mit CVB3-Kapsidprotein und kardialem Myosin, wobei 

beide in etwa 40% der Aminosäuresequenz übereinstimmten (156). Hieraus wurde gefolgert, 

dass aufgrund eines homologen Epitops von CVB3 und Myosin kreuzreagierende 

Autoantikörper und/oder zytotoxische T-Lymphozyten auftreten, die für den weiteren Verlauf 

der myokardialen Entzündung verantwortlich sind („molekulares Mimikry“). In mehreren 

Studien konnten kreuzreagierende AK nachgewiesen werden (152, 156, 157). In anderen Studien 

besaßen die aufgetretenen Autoantikörper jedoch keine kreuzreagierenden Eigenschaften (158, 

159). Alternativ könnte in diesen Fällen die Antikörperbildung durch massive Freisetzung oder 

strukturelle Änderung intrazellulärer Antigene induziert werden. Andererseits entwickeln auch 

B-Zell knock out Mäuse (C57BL/6) oder SCID-Mäuse (SCID = severe combined 

immunodeficiency syndrome) eine schwere Myokarditis (127, 160). 

 

In pathogenetischer Hinsicht bleibt die Bedeutung von Autoantikörpern sowohl für die 

Entwicklung der myosininduzierten Autoimmunmyokarditis als auch der chronischen viralen 

Myokarditis der Maus unklar (48, 145, 155). Zumindest scheint eine Abhängigkeit von den 

experimentellen Bedingungen und dem verwandten Mausstamm zu bestehen (48, 161). 

Hingegen ist die pathogenetische Bedeutung autoreaktiver CD8+-T-Lymphozyten weitgehend 

akzeptiert (48, 58, 145, 146, 162), wobei Myosin als eines von vermutlich mehreren 

Autoantigenen bei der Autoimmunmyokarditis und der CVB3-Myokarditis identifiziert werden 

konnte (155, 163). 

 

 

1.4.4 Die kardiale extrazelluläre Matrix (EZM) 

 

Das Myokard besteht neben Myozyten, Fibroblasten und Gefäßen aus einer extrazellulären 

Matrix (EZM), die von Kollagenen, Proteoglykanen, Glukosaminoglykanen, Fibronektin, 

Laminin, Osteopontin und anderen Molekülen gebildet wird (164). Von allen Bestandteilen 

kommen dem Kollagen Typ I (Kol I) mit 85% und dem Kollagen Typ III (Kol III) mit 11% der 

EZM die größte Bedeutung zu, während die anderen Kollagene (IV, V, VI) zu vernachlässigen 

sind (165). Kol I und Kol III unterscheiden sich nicht nur bezüglich ihres quantitativen 
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Vorkommens, sondern auch ihrer Eigenschaften. Während Kol I parallel angeordnete dicke, 

reißfeste Fibrillen mit großer mechanischer Belastbarkeit bildet, formt Kol III feine, elastische 

Fibrillen, die die Speicherung kinetischer Energie ermöglichen. Zusammen bilden Kol I und Kol 

III ein komplexes dreidimensionales Netzwerk, das als Gerüst für die Anordnung von Myozyten 

und Gefäßen, die Koordination der Myozytenkontraktion und der Aufrechterhaltung der 

Herzgeometrie dient. Über die mechanische Funktion hinaus moduliert die EZM zahlreiche 

interzelluläre -, Zell-Matrix- und Zell-Gefäß-Interaktionen, die für Wachstum und Funktion 

verschiedener kardialer Zellen wichtig sind (166). Die Kollagensynthese erfolgt über kardiale 

Fibroblasten und wird durch eine Reihe von Faktoren wie mechanische Beanspruchung, 

Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-ß) und neurohormonale Einflüsse (Angiotensin II, Aldosteron) 

stimuliert bzw. durch verschiedene Zytokine inhibiert (TNF-α, Il-1ß) (167, 168). 

 

 

1.4.4.1 Remodeling der extrazellulären Matrix (EZM) 

 

Beim gesunden Herzen unterliegt das Kollagennetz einem täglichen Umbau von etwa 5 - 9% und 

steigt bei verschiedenen Herzerkrankungen bis zu 50% an (169, 170, 171). Hierbei handelt es 

sich zumeist nicht nur um eine Beschleunigung von Abbau und Synthese, sondern auch um eine 

Aufspaltung der Quervernetzungen, Veränderung des Gesamtkollagengehaltes und/oder der 

relativen Anteile von Kol I bzw. Kol III (172, 173, 174, 175). Der qualitative und quantitative 

Umbau der EZM, der mit wechselnd ausgeprägter Fibroblastenproliferation, 

Myozytenhypertrophie, Nekrose und Fibrose verbunden ist, wird unter dem Begriff des 

Remodeling zusammengefasst (176). In funktioneller Hinsicht führt der Umbau über eine 

zunehmende Steifheit des Myokards, eine Veränderung der Herzgeometrie und eine 

Herzdilatation zur diastolischen bzw. systolischen Funktionsstörung (177). Abgesehen von 

pathogenetischen Unterschieden findet sich ein pathologisches Remodeling bei arterieller 

Hypertonie, Myokardhypertrophie, Myokardischämie, ventrikulärer Tachykardie und 

inflammatorischer Kardiomyopathie (178). Der Matrixumbau erfolgt über eine Dysbalance der 

Faktoren, die bei Kollagensynthese und –abbau beteiligt sind wie Wachstumsfaktoren, Zytokine 

sowie verschiedene Proteasen und deren Inhibitoren. 

 

Im Falle der viralen Myokarditis wird das empfindliche Gleichgewicht der EZM-Regulation 
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durch die entzündliche Reaktion selbst gestört. Bezogen auf das Kollagengerüst betrifft dies 

sowohl die Kollagensynthese als auch den Kollagenabbau. Als Mediatoren wirken hierbei die 

initial von myokardialen Zellen später vom zellulären Infiltrat überschießend exprimierten 

Wachstumsfaktoren und Zytokine wie TGF-ß, Il-1ß und TNF-α. Während TGF-ß die 

Kollagensynthese stimuliert (167), wird diese von Il-1ß und TNF-α gehemmt (168). Zur gleichen 

Zeit beeinflussen dieselben Zytokine den Kollagenabbau durch Modulation der beteiligten 

Proteasen (Matrixmetalloproteinasen) und Proteaseinhibitoren („tissue inhibitors of matrix 

metalloproteinases“). 

 

 

1.4.4.2 Matrixmetalloproteinasen (MMPs) 

 

Bei den proteolytischen Enzymen werden Exo- und Endopeptidasen unterschieden, je nachdem 

ob sie terminale oder interne Peptidverbindungen spalten. Die Endopeptidasen können in 

Abhängigkeit von dem jeweiligen katalytischen Mechanismus und der Inhibitorsensitivität 

weiter in Serin-, Zystein-, Aspartat- und Metalloproteinasen unterteilt werden. Der 

Kollagenabbau ist im Wesentlichen auf die Funktion der Matrixmetalloproteinasen (Matrixine, 

MMPs) und nur z.T. der Serinproteinasen (z.B. Plasmin) zurückzuführen. 

 

Bei den Matrixmetalloproteinasen handelt es sich um eine Gruppe von 22 Enzymen, deren 

Namen vom gemeinsamen Substrat (EZM) und der funktionellen Zinkabhängigkeit abgeleitet 

wurde. Alle MMPs enthalten eine Pre-, Pro- und eine zinkbindende katalytische Domäne (179, 

180). Entsprechend ihrem Wirkort werden sie in extrazellulär wirkende, sezernierte MMPs und 

in sechs lokal wirksame, membrangebundene MT-MMPs unterteilt. Ausgehend von ihrer 

Substratspezifität und Funktion können Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), 

Gelatinasen (MMP-2, MMP-9) und Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) unterschieden 

werden (180). Der Abbau von Kollagen wird durch die Kollagenase MMP-1 eingeleitet und die 

entstehenden Fragmente durch MMP-2, MMP-9 und MMP-3 vollständig degradiert. Die 

Wirkung der MMPs bezieht sich jedoch nicht nur auf den Abbau des Kollagengerüstes, sondern 

betrifft alle Matrixbestandteile einschließlich der Zelloberflächenmoleküle und 

Nichtmatrixproteine (180). Infolgedessen sind sie bei zahlreichen Prozessen involviert wie der 

Embryonalentwicklung, Gewebebildung, Wundheilung, bei entzündlichen Erkrankungen, 



 
 
 
 

26

Tumoren und auch dem kardialen Remodeling. Dementsprechend können die MMPs von 

zahlreichen, sehr unterschiedlichen Zellen gebildet werden (z.B. Fibroblasten, Myofibroblasten, 

Kardiomyozyten, Endothelzellen, Makrophagen, Neutrophile, Lymphozyten, Tumorzellen u.a.) 

(180, 181). 

 

In Bezug auf die Funktion der einzelnen MMPs ergeben sich vielfältige Überlappungen. Dies 

betrifft insbesondere den Kollagenabbau, an dem nahezu alle MMPs beteiligt sind. 

Demgegenüber sind für die Degradation der anderen Matrix- und Nichtmatrixproteine (Zytokine, 

Wachstumsfaktoren, Adhäsionsmoleküle, α2-Makroglobulin, Plasminogen u.a.) vor allem MMP-

2, MMP-3 und MMP-9 verantwortlich (180). Unter allen MMPs nimmt MMP-3 eine 

Sonderstellung ein, da es neben seiner Beteiligung beim EZM-Umbau auch eine wichtige Rolle 

in der initialen Aktivierung der anderen MMPs spielt (182, 183). Bezüglich der Funktion 

einzelner MMPs in anderen Zusammenhängen (z.B. Knochenentwicklung, vaskuläres 

Remodeling, Tumorwachstum u.a.) siehe Sternlicht und Werb (180).  

 

Die vielfältigen und bedeutenden Funktionen der MMPs in physiologischen wie auch 

pathologischen Prozessen erklärt, warum die MMPs in einem nur zum Teil aufgeklärten 

komplexen System engmaschig reguliert werden. Diese Regulation findet auf drei Ebenen statt: 

auf der Ebene der Transkription, der Aktivierung und der Degradation. Hieran sind Zytokine, 

Wachstumsfaktoren (TGF-ß, VEGF, PDGF u.a.), Neurohormone (Angiotensin II, Endothelin-1), 

das spezifische Substrat, Inhibitoren sowie die MMPs selbst beteiligt (180, 184). 

 

Die Synthese von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 wird von den Zytokinen Il-1ß und TNF-α und 

die von MMP-1, MMP-2 und MMP-3 von einem membrangebundenen Aktivator („extracellular 

matrix metalloproteinase inducer“, EMMPRIN) stimuliert (168, 185) (Abb. 1.2). TGF-ß hat 

bezogen auf einzelne MMPs gegensätzliche Effekte im Sinne einer Induktion der Expression von 

MMP-2 und MMP-9 und einer Suppression von MMP-1, MMP-3 und MMP-13 (186, 187, 188). 

Neben TGF-ß übt auch Il-4 einen hemmenden Einfluss auf die MMP-Synthese aus (84). Nach 

Transkription, Translation und Entfernung der Pre-Domäne werden alle extrazellulären MMPs 

als inaktive Pro-Enzyme sezerniert und an EZM-Proteine gebunden (189, 190). Die Aktivierung 

erfolgt über die proteolytische Abspaltung der Pro-Peptiddomäne durch bereits aktiviertes MMP-

3, MT1-MMP und/oder unspezifische Proteinasen vor allem von Plasmin (183, 191). Plasmin 
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selbst wird durch Konversion von Plasminogen mittels der Plasminogenaktivatoren uPA 

(„urokinase-type plasminogen activator“) bzw. tPA („tissue-type plasminogen activator“) 

gebildet, die ihrerseits durch einen Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI) gehemmt werden (191) 

(Abb. 1.2). Über die Konversion von Plasminogen hinaus scheint uPA zusätzlich T-Zellen, 

Makrophagen und proinflammatorische Zytokine wie Il-1ß, Il-6 und TGF-ß zu stimulieren und 

damit selbst zu Inflammation und Matrixdegradation beizutragen (192). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.2: Stimulierende und hemmende Einflüsse auf das Matrixdegradationssystem 

                                Stimulation                     Hemmung / Inaktivierung 

                    (Aus Gründen der Übersichtlichkeit konnten die Effekte auf einzelne MMPs oder TIMPs 

                    nicht dargestellt werden, Einzelheiten siehe Text. Zytokine rot eingerahmt) 
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1.4.4.3 Inhibitoren der Metalloproteinasen 

 

Die Hemmung der MMPs erfolgt durch spezifische und unspezifische Inhibitoren (Abb. 1.2). Als 

spezifische Inhibitoren wurden bislang vier größtenteils sezernierte Proteine („tissue inhibitors of 

matrix metalloproteinases“, TIMPs) identifiziert (189, 190, 193). Die TIMPs werden von den 

gleichen Zellen gebildet, die auch die EZM und die MMPs synthetisieren. Sie besitzen eine 

größere N-terminale Domäne und eine interagierende dreifach gewundene kleinere C-

Subdomäne (194). Die N-terminale Domäne bindet an die katalytische Domäne der proMMPs 

und MMPs in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1. Hierdurch wird die Aktivierung der 

proMMPs verhindert (195) bzw. die Aktivität der MMPs durch Blockierung der 

Substratbindungsseite reversibel gehemmt (189, 193). Zusammen inhibieren die TIMPs alle 

MMPs, wobei sie einzeln in Bezug auf die Expression und die Affinität zu MMPs Unterschiede 

zeigen (196). Während TIMP-1 und TIMP-2 ubiquitär exprimiert werden, wurde TIMP-4 

überwiegend im Herzen nachgewiesen und daher auch als „cardiac inhibitor of 

metalloproteinase“ bezeichnet (197). TIMP-1 ist ein Inhibitor von MMP-3 und MMP-9, TIMP-4 

von MMP-1 bis -3, -7, -9 und MT1-MMP (196, 198, 199, 200). TIMP-2 hat eine duale Funktion. 

In niedriger Konzentration fördert es durch membranständige Komplexbildung mit MT1-MMP 

und proMMP-2 die MMP-2-Aktivierung durch benachbarte ungebundene MT1-MMP-Moleküle. 

In hoher Konzentration hingegen hemmt es nach Sättigung der MT1-MMP-Moleküle 

ungebundenes aktiviertes MMP-2 (201, 202). Vor allem die Expression von TIMP-3 wird durch 

Il-1ß sowie TNF-α gehemmt (196, 198) und die von TIMP-1 durch Il-4 stimuliert (203). 

 

Neben den spezifischen TIMPs bestehen auch unspezifische Inhibitoren, unter denen α2-

Makroglobulin die größte Rolle spielt (Abb. 1.2). Im Gegensatz zu den TIMPs, die mehr lokal 

wirksam sind, hemmt α2-Makroglobulin ubiquitär und irreversibel (180, 204). Schließlich 

spielen die MMPs selbst in Bezug auf ihre Regulation insofern eine wesentliche Rolle, als dass 

sie ihre eigene proteolytische Inaktivierung und Degradation vornehmen (180). 

 

Die Bedeutung der Inhibitoren, speziell der lokal wirksamen TIMPs, besteht in der 

Ausbalancierung der durch Zytokine und Serinproteinasen bedingten Aktivierung des MMP-

Systems. Bei einer Auslenkung des Gleichgewichts z.B. durch proinflammatorische Zytokine 

mit überschießender MMP-Aktivierung oder durch eine TIMP-Suppression tritt ein verstärkter 
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Umbau der EZM auf. Mehrere Studien beim Menschen sowie beim Tier zeigten, dass auch das 

kardiale Remodeling auf ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs (MMP/TIMP-

Verhältnis) zurückgeführt werden kann (175, 205, 206, 207, 208, 209).  

 

 

1.5 Problemstellung 

 

Bei Betrachtung der in Abb. 1.1 (S. 18) und Abb. 1.2 (S. 27) dargestellten Schemata wird 

deutlich, dass Zytokine auf jeder Ebene sowohl der Inflammation als auch des 

Matrixdegradationssystems eine besondere Rolle spielen. Insofern liegt es nahe, durch eine 

exogene Einflussnahme auf die Zytokinkonstellation den natürlichen Verlauf der Myokarditis zu 

verändern. Dies kann sowohl durch Gabe eines zytokin- oder rezeptorspezifischen Antikörpers 

als auch durch Verabreichung eines bestimmten Zytokins erfolgen. 

 

Frühere Untersuchungen ergaben, dass durch die Gabe von Il-1 bzw. Il-2 die Entstehung und 

Unterhaltung der CVB3-Myokarditis gefördert wird (80, 81, 82). Spätere Studien zeigten 

hingegen, dass durch eine frühzeitige Applikation von Il-10 (93), Il-12 bzw. IFN-γ (94, 95, 96) 

oder Il-18 (99) die myokardialen Läsionen vermindert und das Überleben verlängert werden 

kann. Allerdings wurden diese Untersuchungen mit einem anderen Myokarditismodell 

(Encephalomyocarditis virus (EMCV)-Myokarditis) durchgeführt. Inwieweit diese Daten auf die 

CVB3-Myokarditis übertragbar sind, ist unklar. 

 

Unter den in Abb. 1.1 und 1.2 dargestellten Zytokinen spielt Il-4 eine besondere Rolle. Zum 

einen hemmt es die Makrophagen, die Expression von proinflammatorischen Th1-Zytokinen und 

stimuliert die eher antiinflammatorische Th2-Antwort. Zum anderen inhibiert es die MMP-

Transkription und stimuliert die TIMP-1-Expression, was zu einer protektiv wirkenden 

Verschiebung des MMP/TIMP-Verhältnisses führen könnte. 

 

Diese günstig erscheinenden Eigenschaften von Il-4 waren der Anlass, die Auswirkungen einer 

exogenen Il-4-Applikation auf den Verlauf der experimentellen CVB3-Myokarditis bei SWR/J-

Mäusen in vivo zu überprüfen. Hierzu wurden gesunde und CVB3-infizierte Mäuse ohne bzw. 

CVB3-infizierte Mäuse mit kontinuierlicher Il-4-Gabe vom Zeitpunkt der Infizierung bis zum 
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Beginn der chronischen Phase untersucht. Untersuchungsgegenstand waren Parameter der akuten 

Entzündung, des MMP/TIMP-Systems und die linksventrikuläre Funktion. 

 

Im Einzelnen sollten durch die vorliegende Arbeit folgende Fragen geklärt werden: 

 

1. Zu welchen Veränderungen der inflammatorischen Parameter (Zytokinexpression, 

Zellinfiltration) führt eine CVB3-induzierte Myokarditis bei SWR/J-Mäusen am Ende der 

subakuten Phase? 

2. Bestehen zu diesem Zeitpunkt bereits Verschiebungen im Matrixdegradationssytem 

gemessen am MMP/TIMP-Verhältnis und der uPA- bzw. tPA-Expression? 

3. Gehen diese Veränderungen mit einer Beeinträchtigung der linksventrikulären Funktion 

einher? 

4. Welchen Einfluss hat die kontinuierliche Il-4-Gabe auf die Expression proinflammatorischer 

Zytokine, die Zellinfiltration und das Matrixdegradationssystem? 

5. Kann durch eine kontinuierliche Il-4-Gabe eine etwaige linksventrikuläre Funktionsstörung 

als Folge der subakuten Myokarditis gebessert werden?  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

31

2 Versuchstiere, Material und Methodik 
 

2.1 Tiere 

 

Sämtliche SWR/J-Mäuse wurden aus Zuchten des Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA 

bezogen. Die Versuchstiere wurden in Gruppen von 6 - 8 Tieren in durchsichtigen 

Polycarbonatkäfigen des Typs Makrolon III (42 x 26 x 15 cm) auf staubfreiem 

Weichholzgranulat gehalten. Die Umweltbedingungen der Tiere wurden in engem Rahmen 

konstant gehalten. Die Raumtemperatur lag bei 22 ± 2°C, die relative Luftfeuchtigkeit bei 55 ± 

5% und die Belichtung erfolgte in einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus (0700 bis 1900 Uhr 

MEZ). Vor Versuchsbeginn wurden die Mäuse zwei Wochen lang an diese 

Versuchsbedingungen gewöhnt. Die Ernährung der Tiere erfolgte ad libitum mit pelletiertem 

Alleinfuttermittel (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage) und sterilem Leitungswasser, das 

über Tränkeflaschen angeboten wurde. Die Tiere wurden von dem Pflegepersonal täglich 

sorgfältig kontrolliert und ihre Verhaltensweisen protokolliert.  

 

 

2.2 Virus 

 

Die Infizierung der Mäuse erfolgte mit dem Coxsackievirus B3 (CVB3, Nancy strain), das von 

Prof. Dr. med. Zeichardt, Institut für Virologie, Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus 

Benjamin Franklin, zur Verfügung gestellt wurde. Das Virus wurde in einer Konzentration von 1 

x 108 plaque forming units (PFU) in HeLa-Medium bei –80°C gelagert. Unmittelbar vor der 

Anwendung wurden Einzeldosen von 5 x 105 PFU in 0,5 ml PBS-Puffer (150 mM NaCl, 2 mM 

KCl, 2 mM KH2PO4) gelöst und im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

 

 

2.3 Material 

2.3.1 Antikörper, Enzyme, Primer und Chemikalien 
 
Bezeichnung Spezifizierung Hersteller / Lieferant 

ABC-Reagenz VECTASTAIN® Standard Vector, Laboratories, Burlingame, U.S.A. 
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller / Lieferant 

Aceton  VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Agarose SeaKem LE Agarose Cambrax, Rockland, U.S.A. 

Anti-Maus-CD3-AK 1:50, Ratte Serotec, Eching, Deutschland 

Anti-Maus-CD11b-AK 1:50, Ratte BD Biosciences (Pharmingen), Heidelberg, 

Deutschland 

Anti-Ratte-IgG-AK 1:100, Kaninchen, EO 468 Dako, Hamburg, Deutschland 

Aqua bidest. Aqua Spüllösung, steril Delta Select, Pfullingen, Deutschland 

Avidin / Biotin Avidin / Biotin Blocking Kit Vector, Laboratories, Burlingame, U.S.A. 

Biotherm Taq DNA-abhängige DNA- 

Polymerase 

Rapidozym, Berlin, Deutschland 

Borsäure  VWR Merck, Darmstadt, Deutschland  

Bromphenolblau  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

BSA Bovines Serum Albumin Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A. 

Carbazol 3-Amino-9-Ethylcarbazol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Chloroform  VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Coomassie Blue Coomassie Blue G-250  VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

DEPC Diethylpyrocarbonat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

DEPC-behandeltes 

Aqua bidest. 

RNase freies Wasser Promega, Mannheim, Deutschland 

DMSO Dimethylsulfoxid VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

DNA-Längenstandard Marker VIII Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland 

DNase I RNase freie DNase Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland 

DNTP Set dATP, dGTP, dCTP, dTTP AB-Gene, Hamburg, Deutschland  

EDTA Äthylendiamintetraessigsäure VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure 100% (Eisessig) p.a. VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol absolut Ethanol absolut p.a. VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethidiumbromid 1% Lösung in Wasser VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Hämalaun Farblack zur Kernfärbung VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

HCL  1 N (1mol/l) VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol 2-Propanol VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaiser`s Glycerin- 

gelatine 

Gelatine 7040 VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kalziumchlorid gekörnt VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller / Lieferant 

Magnesiumchlorid als Hexahydrat VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol  J.T. Baker, Deventer, Holland 

Natriumacetat  VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumacetat-

Trihydrat 

 VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid   VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumdesoxychol-

säure 

 VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

N,N-

Dimethylformamid 

 VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Nonidet P-40  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Normalserum Kaninchen Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Primer  TIB Molbiol, Berlin, Deutschland 

Protein Assay Kit BCA  Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland 

Proteinmarker für Zymographie Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Reverse Transkription cDNA Synthese Kit Promega, Mannheim, Deutschland 

rmIL-4 rekombinantes murines IL-4 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, 

 Deutschland 

RNase Zap aktiver RNAse-Inhibitor Ambion, Austin, U.S.A. 

RNAsin  Promega, Mannheim, Deutschland 

SDS Sodiumdodecylsulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Tris-Base 

 

Trishydroxymethylamino-

methan 

VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tris-HCl  Trishydroxymethylamino-

methanhydrochlorid 

VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Triton X-100 p.a. Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Trizol LS Reagent zur RNA-Extraktion Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Tween® 20 Polyäthylenglykol-Sorbitan- 

Fettsäureester 

VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Wasserstoffperoxid 30% H2O2 (v/v) p.a. Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Xylol Xylol Isomere f. die Histologie VWR Merck, Darmstadt, Deutschland 

Zymographie-Gel  Ready Precast Gel 10% Bio-Rad, München, Deutschland 
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2.3.2 Lösungen 
 
Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung 

AEC-Färbelösung Immunhistochemie 0,025% AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) 

(w/v) 

5% N,N-Dimethylsulfonamid (v/v) 3 mM 

Essigsäure  

7 mM Natriumacetat  

0,01% H2O2 (v/v)   

ad Aqua dest. 

Agarosegel PCR Agarose 

1% Ethidiumbromid 

0,5 x TBE 

Elektrophoresepuffer  Zymographie 250 mM Tris-Base 

192 mM Glycin 

0,1% SDS (w/v) 

ad Aqua dest.  

pH 8,3 

Entfärbelösung Zymographie 70 ml Eisessig 

350 ml Methanol 

600 ml Aqua dest. 

Enzympuffer Zymographie 12,1 g Tris-Base 

63,0 g Tris HCL 

117 g NaCl 

7,4 g CaCl2 

500 µl MgCl2 

20 ml Brij 35 

ad 1000 ml Aqua dest. 

Ladepuffer   PCR-Elektrophorese 40% Sucrose (w/v) 

0,25% Bromphenolblau (w/v) 

Pepsin Immunhistochemie Pepsin, Dako 

1 N HCl 

ad Aqua dest. 

Renaturierungspuffer Zymographie Triton X-100 

ad Aqua dest. 
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Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung 

RIPA-Puffer 

 

 

 

 

 

Proteasehemmer 

Proteinextraktion PBS 

1% Nonidet P-40 

0,5% Natriumdesoxycholsäure 

0,1% 20%iges Natriumdodecylsulfat 

 
mit 
 
0,2 M PMSF in Ethanol 

Aprotinin 1 µg/µl in Aqua dem. 

Leupeptin 5 mg/ml in Aqua dem. 

Pepstatin 5 mg/ml in Methanol 

TBE-Puffer Agarosegelelektrophorese 45 mM Tris-borat 

1 mM EDTA, pH 8,0 

TBS pH 7,6-7,8 Immunhistochemie 60,60 g Trizma HCl 

13,90 g Trizma Base 

87,66 g NaCl 

ad 1 l Aqua dest. 

TE-Puffer Nested PCR Virusnachweis 10mM Tris-HCl 

1mM EDTA, pH 7,4 

Tween® 0,025% Immunhistochemie 250 µl Tween® 20 ad 1 l TBS 

 

 

2.3.3 Arbeitsgeräte und Programme 
 
Gerät  /  Programm Bezeichnung / Hersteller 

Absorbance Reader für ELISA Magellan Standard, Sunrise, Tecan, Austria GmbH, 

Grödig/Salzburg, Österreich 

Aufzeichnung der Hämodynamik WR3101 Mark VII Linearcorder; Graphtec Corporation, 

Tokyo, Japan 

Autoklav   Hartmann, Schleswig, Deutschland 

Brutschrank    Function Line; Heraeus, Osterode, Deutschland 

Drucker, farbig    Stylus Photo 870, Epson 

Drucker, schwarz-weiss   HP Laser Jet 1300, Hewlett-Packard 

Eismaschine    AF-10; Scotsman, Vernon Hills, U.S.A. 
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Gerät  /  Programm Bezeichnung / Hersteller 

Eisschrank  -20°C:   

                    -20°C/4°C:  

                    -80°C:  

Economic super; Bosch AG, Stuttgart, Deutschland 

Electronic; Bosch AG, Stuttgart, Deutschland 

Ultralow Freezer; Zapf Instrumente, Sarstedt, Deutschland 

Elektrophoresekammer (Agarosegele) Standard Power Pack P25; Biometra, Göttingen, Deutschl. 

Elektrophoresekammer (Zymographie) Bio-Rad, München, Deutschland 

Gelschlitten Eigenproduktion Charité 

Gewebeeinbettungsautomat Shandon, Frankfurt/Main, Deutschland 

Grafikprogramm Corel Draw 6.0; Corel, Unterschleissheim, Deutschland 

Konduktanzkatheter 1,4-F Millar Mikrokonduktanz-Katheter, (ARIA SPR-719); 

Millar Instruments, Houston, U.S.A. 

Homogenisator    Pellet Pestle Motor; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschl. 

Magnetrühr- / Erwärmungsplatte Ikamag RCT; IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 

Mikroskop  Leica DMRD; Leica, Bensheim, Deutschland 

Mikroskopkamera DC Viewer; Leica, Bensheim, Deutschland 

Mikrotom Jung CM 3000; Leica, Bensheim, Deutschland 

Mikrowelle    Privileg Microwave 800; Welabo, Düsseldorf, Deutschland 

Ofen 250°C    Heraeus, Osterode, Deutschland 

PCR- Thermozykler Mastercycler gradient; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

pH-Meter    Digital pH-Meter 646, Knick; Beyer, Düsseldorf, Deutschl.  

Photometer    DU 640i; Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland 

Pipetten     Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Präzisionswaage   Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Schüttler     KS 500; IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 

SM 25; Bühler, Tübingen, Deutschland 

Software zur digitalen Messung der 

optischen Dichte 

Scion Corporation, Maryland, USA 

Software zur Digitalisierung der Gele BioDoc V2.0; Biometra, Göttingen, Deutschland 

Software zur Auswertung 

immunhistologischer Schnitte 

Lucia G V3.51; Imaging Laboratories, Prag, Tschechische 

Republik 

Statistikprogramm SPSS 10.0.1; SPSS Incorporation, Chicago, U.S.A. 

Tabellenerstellungsprogramm Excel 2000, Microsoft, Unterschleissheim, Deutschland 

Textverarbeitungsprogramm Word 2000, Microsoft, Unterschleissheim, Deutschland 



 
 
 
 

37

Gerät  /  Programm Bezeichnung / Hersteller 

Thermomixer    Comfort; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

Ultrazentrifuge    Sorval Superspeed RC-2B; Kendro, Langenselbold, 

Deutschland 

UV-Transilluminator BioDoc Analyze System; Biometra, Göttingen, Deutschland 

Vortexgeräte   

  

MS2 Minishaker; IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 

Vibro-Fix; IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 

Waage, elektronisch DMS 580; Kern Elektronik, Albstadt, Deutschland 

Wasserbad    GFL, Burgwedel, Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 1.0R; Heraeus, Osterode, Deutschland 

 

 

2.3.4 Verbrauchsartikel 
 
Artikel Spezifizierung Hersteller / Lieferant 

Deckgläser 24 x 50 mm Menzel-Gläser, Braunschweig, 

Deutschland 

Einmalhandschuhe Derma-Free Ansell-Medical, Bangkok, Thailand 

Feintücher Kim Wipe lite  Hakle-Kimberley, Mainz, Deutschland 

Homogenisierstäbe Pellet Pestles Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Objektträger Unbeschichtet für 

Immunhistochemie 

Menzel-Gläser, Braunschweig, 

Deutschland 

Photopapier K 65 HM-CE Sony, Köln, Deutschland 

Pipettenspitzen  10, 100, 1000 µl unsteril

10, 100, 1000 µl mit Filtertip, 

RNase frei 

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Polyacrylamidgel 7,5% Tris-HCl-Gel Bio-Rad, München Deutschland 

Reaktionsgefäße 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml

Safe-Lock bzw. RNAse frei

  

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

Zentrifugengefäße Sorval Polypropylen Oak Ridge 

Bottle 

Kendro, Langenselbold, Deutschland 
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2.4 Tierversuche 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Tierversuche erfolgten gemäß § 8 Abs. 1 des 

Tierschutzgesetzes von 1993. Für die Versuche erteilte das Landesamt für Landesschutz, 

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin die Genehmigung. Der tierexperimentelle 

Teil dieser Arbeit wurde gemäß den Richtlinien des Deutschen Ethikrates und der 

Gesundheitsbehörde NIH sowie mit Billigung der Ethikkommission des CBF durchgeführt. 

  

2.5 Versuchsanordnung 

 

Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe 

von Prof. Dr. med. P. L. Schwimmbeck (Institut für Kardiologie und Pulmologie, Charité 

Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin) durchgeführt. Das Maus-

Myokarditismodell ist in unserer Arbeitsgruppe seit längerem etabliert und bereits in mehreren 

Studien zur Anwendung gekommen (160, 170, 210, 211). Für die Untersuchung wurden acht 

Wochen alte männliche SWR/J-Mäuse verwandt, die vom Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA 

bezogen wurden. Insgesamt wurden 24 SWR/J-Mäuse ausgewählt und randomisiert auf vier 

Gruppen verteilt (Tab. 2.1). 

 

Tab. 2.1: Versuchsgruppen 

Versuchsgruppen       Kürzel Behandlung 

  
Gruppe 1 (n = 6)        K Nicht infizierte Kontrolltiere 

Gruppe 2 (n = 6)        K+Il-4 Nicht infizierte Tiere mit mrIL-4 vom 1. - 14. Tag  

 

Gruppe 3 (n = 6)        I CVB3-infizierte Tiere 

Gruppe 4 (n = 6)        I+Il-4 CVB3-infizierte Tiere mit mrIL-4 vom 1. - 14. Tag 

 

 

Am Tag 0 erhielten die Tiere der Gruppe 1 (Kontrollen, K) einmalig eine Injektion mit 0,5 ml 

PBS i.p. im Sinne einer Scheininfektion. Die Tiere der Gruppe 2 (K+Il-4) erhielten eine 

einmalige Injektion mit 0,5 ml PBS i.p. im Sinne einer Scheininfektion und wurden mit 200 ng 

rekombinantem murinem Interleukin-4 (rmIl-4; R&D System) gelöst in 100 µl PBS + 0,1% BSA 
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täglich i.p. für 14 Tage behandelt. Die Tiere der Gruppe 3 (I) wurden mit 5 x 105 plaque forming 

units (PFU) CVB3 (Nancy strain) in 0,5 ml phosphatgepufferter NaCl-Lösung (PBS) i.p. 

infiziert. Die Tiere der Gruppe 4 (I+Il-4) wurden mit 5 x 105 plaque forming units (PFU) CVB3 

(Nancy strain) in 0,5 ml phosphatgepufferter NaCl-Lösung (PBS) i.p. infiziert und analog zur 

Gruppe 2 mit 200 ng rekombinantem murinem Interleukin-4 täglich i.p. für 14 Tage behandelt.  

 

Am 14. Tag post infectionem wurde die Studie nach Erhebung der hämodynamischen Parameter 

( s. 2.10, S. 57) beendet. 

 

 

2.6 Gewebepräparation 

 

Nach den hämodynamischen Messungen wurden die Tiere getötet und die Herzen unter sterilen 

Bedingungen am Gefäßstiel entnommen. Die blutleeren Herzen wurden gewogen und zu dem 

vor dem Eingriff erhobenen Gewicht der Tiere in Beziehung gesetzt. Anschließend wurden die 

Vorhöfe entfernt und die Ventrikel durch Schnittführung senkrecht zur Herzlängsachse geteilt. 

Der proximale Teil, der für die spätere RNA- bzw. Protein-Extraktion vorgesehen war, wurde 

sofort in flüssigen Stickstoff überführt und anschließend bei –80°C gelagert. Der untere Teil im 

Bereich der Herzspitze wurde für die nachfolgende Paraffineinbettung und immunhistologische 

Aufarbeitung in 4%iger neutraler Formalinlösung fixiert. 

 

 

 

2.7 Molekularbiologische Methoden (Polymerase-Kettenreaktion) 

 

2.7.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Bei der PCR handelt es sich um ein Verfahren, mit dem geringste Mengen von DNA 

vervielfältigt und danach mit üblichen Labormethoden nachgewiesen werden können. Das 

Prinzip beruht auf einer vielfachen Wiederholung eines Reaktionsablaufes (Zyklus), der aus drei 

Schritten besteht. Im ersten Schritt werden die beiden komplementären DNA-Stränge durch 

Erhitzen auf 94 - 96°C getrennt (Denaturierung). Durch Abkühlen auf 50 - 65°C binden im 
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zweiten Schritt synthetische Primer (kurze DNA-Stücke mit definierter Sequenz) an den 

komplementären Teil der DNA-Einzelstränge (Hybridisierung). Im dritten Schritt wird die 

Temperatur auf die optimale Arbeitstemperatur von zugegebenen DNA-Polymerasen (68 - 72°C) 

angehoben, die dann die DNA vom Primerende aus entsprechend dem DNA-Einzelstrang 

verlängern (Elongation, DNA-Polymerisation). Durch ständige Wiederholung eines solchen 

Zyklus verdoppelt sich jeweils die Anzahl der kopierten DNA-Moleküle. Im Anschluss an die 

PCR können die PCR-Produkte durch eine Agarosegelelektrophorese (s. 2.7.8, S. 48) sichtbar 

gemacht und ggf. quantifiziert werden. 

 

 

2.7.2 RNA-Extraktion mittels TRIZOL® 

 

Die RNA-Extraktion aus den Herzproben wurde mittels der Trizol-Methode gemäß den 

Protokollen der Firma Gibco BRL nach der modifizierten Single-Step-Methode von 

Chomczynski (212) durchgeführt. Für die Aufarbeitung der RNA wurden ausschließlich sterile 

RNase-freie Substanzen und Materialien verwandt. Alle Glasgefäße wurden zuvor fünf Stunden 

bei 250°C ausgebacken. Sämtliche selbst hergestellten Reagenzien wurden mit frischem 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Aqua bidest. angesetzt. Zur Eliminierung von 

RNasen wurden Arbeitsflächen, Materialien sowie Einmalhandschuhe großzügig mit RNase-Zap 

behandelt. 

  

Die in Stickstoff gelagerten Myokardproben wurden jeweils zu 400 µl Trizol® (Lagerung bei 

4°C) gegeben und anschließend gewogen. Zunächst erfolgte die manuelle Zerkleinerung der 

Gewebestücke mittels Pellet Pestles und anschließend die vollständige Homogenisierung. 

Daraufhin wurden weitere 400 µl Trizol hinzugefügt, der Ansatz von 800 µl gründlich 

durchmischt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 160 µl Chloroform und 

starkem Schütteln über 15 sec wurde der Ansatz ca. 3 min stehen gelassen. Im Anschluss 

erfolgte die Zentrifugation der Gewebeproben bei 4°C mit 12.000 g über 15 min bis zur 

Separation von drei Phasen: der Oberphase, der Zwischenphase und der Unterphase. Die 

wässrige RNA-haltige Oberphase wurde abgehoben und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Die DNA- und proteinhaltige weiße Zwischenphase und die rötliche Unterphase wurden für die 

spätere Proteinextraktion bei -20°C gelagert. 
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Zur Ausfällung der RNA wurden der RNA-haltigen Oberphase 400 µl Isopropanol zugegeben, 

die Lösung mehrmals vorsichtig geschwenkt und anschließend ca. 20 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Bei 12.000 g und 4°C wurde die RNA über 20 min zentrifugiert und pelletiert. Nach 

Entfernung der überstehenden Flüssigkeit wurden unter sorgsamer Schonung des Pellets 800 µl 

75%iges Ethanol (v/v, -20°C) zum Waschen und Lösen des Pellets dazugegeben. Anschließend 

wurde das Gemisch bei 7.500 g und 4°C erneut über 15 min zentrifugiert. Nach Entfernung des 

Ethanols und Trocknen des Pellets an der Luft über etwa 10 min erfolgte die gewichtsadaptierte, 

gewebeabhängige Zugabe von nukleasefreiem Wasser (DEPC-behandeltes Aqua bidest.) zu den 

glasigen Pellets gemäß der Formel: 

 

Lösemenge (µl) = Gewebemasse (mg)  x 1,6 (= spez. Gewebefaktor für das Herz) 

 

Zur vollständigen Lösung wurden die Pellets im Thermomixer bei 300 rpm und 58°C über 10 

min inkubiert und anschließend sofort auf Eis gestellt. Ausgehend von einem Verhältnis von 

80% RNA und 20% DNA wurde die exakte Nukleinsäurekonzentration der Probe mittels 

Photometer bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm gemessen. Die Qualität der RNA wurde 

dabei photometrisch als Ratio A260 / A280 überprüft und in einem Bereich von 1,6 - 1,8 als 

qualitativ gut beurteilt.  

 

 

2.7.3 DNase Verdau 

 

Im Rahmen der RT-PCR wird die Genexpression bzw. die Expression von RNA untersucht, 

indem letztere in eine cDNA überführt wird. Um Interferenzen mit der DNA der Gewebeproben 

zu vermeiden, muss diese jedoch zuvor durch eine DNA-Verdauung eliminiert werden. Zu 

diesem Zweck wurde eine Behandlung mit DNase I® nach Protokollen der Firma Roche 

durchgeführt. 

 

10 µg der isolierten RNA wurden in einem 50 µl Reaktionsgemisch (25 mM Tris-HCl, 0,1 mM 

EDTA, 5 mM MgCl2, pH 7,2) mit 25 U RNase-freier DNase I® für 2 h bei 37°C im 

Thermozykler inkubiert. Zur anschließenden Inaktivierung der DNAse wurde die Lösung über 5 
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min bei 90°C inkubiert und dann 5 min auf Eis gestellt. Die restlose Elimination der DNA wurde 

mittels einer Kontroll-PCR mit ß-Aktin-Primern überprüft und bei Unvollständigkeit noch 

einmal eine Behandlung mit 25 U 10% DNase I® durchgeführt. Die vollständig verdauten 

Proben wurden mittels Photometrie (260 nm und 280 nm) untersucht und die Konzentration der 

RNA bestimmt. 

 

 

2.7.4 Reverse Transkription 

 

Die Überführung der RNA in cDNA (complementary DNA) erfolgte durch Reverse 

Transkripion. Dies ermöglichte die anschließende Untersuchung der Proben mittels 

semiquantitativer RT-PCR. Die cDNA-Synthese wurde mit dem Reverse Transkriptions System 

der Firma Promega (Promega, Mannheim, BRD) mit einem „first strand“ cDNA Synthese Kit 

nach den dazugehörigen Protokollen durchgeführt. 2 µg RNA wurden ad 10 µl mit 

nukleasefreiem DEPC-behandeltem Aqua bidest. aufgefüllt und 10 min bei 70°C denaturiert. Im 

Folgenden wurde die RNA in einem 40 µl Reaktionsgemisch (5 mM MgCl2, 0,5 mM dNTP`s, 40 

U RNAsin, 1 µg Oligo-(dT)15-Primer) mit 25 U AMV-Reverse Transkriptase bei 42°C für 30 

min inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der AMV Reverse Transkriptase durch 

Inkubation des Ansatzes über jeweils 5 min bei 95°C und Abkühlen auf Eis. Die so gewonnene 

hochkonzentrierte cDNA wurde zunächst bei –80°C zwischengelagert. Für die Durchführung der 

PCR-Reaktion wurde die cDNA bei Raumtemperatur aufgetaut und gleichmäßig mit DEPC-

behandeltem Aqua bidest. verdünnt, so dass sie anschließend in die PCR-Reaktion eingesetzt 

werden konnte.  

 

 

2.7.5 Optimierung der PCR-Bedingungen 

 

Für einen optimalen Ablauf der PCR und als Voraussetzung für eine semiquantitative 

Auswertbarkeit sowie Reproduzierbarkeit der Ergebnisse müssen die 

Primeranlagerungstemperatur und die Zyklenzahl für jeden Primer individuell ermittelt werden. 
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2.7.5.1 Primeranlagerungstemperatur 

 

Zunächst wurde die Primeranlagerungstemperatur für alle Primerpaare mittels des Gradient-

Thermozyklers der Firma Eppendorf ermittelt. Hierzu wurden mehrere Probeläufe zwischen 

50°C und 70°C durchgeführt (PCR 1: T = 55,0°C, G = 5,0°C; PCR 2: T = 60°C, G = 5°C; PCR 

3: T = 65,0°C, G = 5,0°C). Eine optimale Anlagerungstemperatur liegt dann vor, wenn das 

Signal maximal, ohne oder mit nur schwachen Nebenbanden (unspezifischen Signalen) 

versehen, zur Darstellung kommt. Bei den verwendeten Primern, die im Einzelnen in den 

Tabellen 2.2 und 2.3 aufgeführt sind, ergaben sich optimale Anlagerungstemperaturen zwischen 

51°C - 64°C. Zusammen mit der optimalen Primeranlagerungstemperatur wurde die günstigste 

MgCl2-Konzentration durch Variation zwischen 1,5 bis 4,0 mM in Form der stärksten 

spezifischen Bande ermittelt. 

  

 

2.7.5.2 Zyklenzahl 

 

Im Hinblick auf die semiquantitative Auswertung und für den Vergleich von PCRs ist 

entscheidend, dass sie sich im exponentiell linear ansteigenden Abschnitt der 

Amplifikationskurve befinden. Es wurden deshalb PCRs unter gleichen Versuchsbedingungen 

mit identischen Reaktionsansätzen jedoch unterschiedlichen Zyklenzahlen durchgeführt. Die 

Proben wurden nebeneinander in einem 2%igen Agarosegel mit 0,4 µg/ml Ethidiumbromid 

aufgetragen und die spezifischen Banden der PCR-Produkte als optische Dichtewerte (OD) mit 

Hilfe der Scion-Image-Software (Scion Corporation, Maryland, USA) gemessen (s. Abb. 2.1). 

 

Die optischen Dichtewerte wurden als Maß für die Stärke der Signale gegenüber den 

Zyklenzahlen aufgetragen. Für die semiquantitative RT-PCR wurde eine Zykluszahl im unteren 

linear ansteigenden Teil der Amplifikationskurve gewählt (s. Abb. 2.2). Die ermittelten 

optimalen Zyklenzahlen sind für die einzelnen Primer in den Tabellen 2.2 und 2.3 aufgeführt. 

 

 

 

 



 
 
 
 

44

 

 

 

 

 

  

Abb. 2.1: Amplifikation von β-Aktin bei verschiedenen Zyklenzahlen 

 Spur 1-9: Ansteigende Zyklenzahlen (Zyklus 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31)  

 N: Negativkontrolle, M: Marker 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.2: Zyklenoptimierung für semiquantitative RT-PCR 

 

 

 

2.7.6 RT-PCR und Nested-RT-PCR 

 

Zum Nachweis enteroviraler RNA wurde eine RT-PCR („reverse transcription-polymerase chain 

reaction“) modifiziert nach Saiki et al. (213) durchgeführt. Die hierfür benötigten Primer wurden 

von der Firma TIB Molbiol bezogen. Die Primersequenzen und die ermittelten 

Anlagerungstemperaturen sowie Zyklenzahlen sind in der Tabelle 2.2 aufgelistet. 

 

 

1   2   3   4    5    6    7   8   9   N   M 
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Tab. 2.2: Charakteristika der Primer für den Nachweis von enteroviralem Genom. 
 
Amplifikat 
 

Sequenzen 
AS 

5´→3´ 

Sequenzen 
SE 

5´→3´ 

Anlagerungs- 
temperatur 

 (°C) 

Zyklen

     
CVB3 (Basis) cggtacctttgtgcgcctgt caggccgccaacgcagcc 61,0 30 

CVB3 (Nested) ccccggactgagtatcaata ggccgccaacgcagccaccg 57,0 35 

ß-Aktin agggaaatcgtgcgtgacat catctgctggaaggtggaca 64,0 26 

 

 

Nach reverser Transkription mit MMLV-Reverse Transkriptase jeder einzelnen RNA-Probe 

unter Einsatz von Random-Primern wurden 100 ng cDNA für die PCR eingesetzt. Zunächst 

wurde als Kontrolle eine RT-PCR mit dem „housekeeping enzyme“ β-Aktin durchgeführt. 

Hierfür wurde die gewonnene Stocklösung der cDNA für die β-Aktin-PCR und die CVB3-Basis-

PCR mit autoklaviertem Aqua dest. 1:5 verdünnt. Es wurde ein 20 µl Reaktionsansatz aus 

Puffer, 2,5 mM MgCl2, 0,5 µM β-Aktin Primer AS, 0,5 µM β-Aktin Primer SE, 0,25 mM 

dNTPs, 0,025 U/µl Gold Taq und Aqua dem. erstellt und 5 µl der verdünnten cDNA 

hinzugegeben. Dem Ansatz wurde ein Tropfen Mineralöl zugefügt. Die Amplifikation der cDNA 

wurde mit einem 26 Zyklen umfassenden Programm im Thermozykler der Firma Eppendorf 

durchgeführt, der bei Verwendung der Gold Taq nicht vorgeheizt werden sollte. Zunächst 

durchliefen die Proben 7 min bei 95°C. Die darauf folgenden Zyklen bestanden jeweils aus einer 

45 sec dauernden Denaturierung bei 95°C, Primeranlagerung bei 64°C und DNA-Synthese bei 

72°C. Abschließend durchliefen die Proben einen DNA-Syntheseschritt über 10 min bei 72°C. 

Als interne Negativkontrolle wurden für jede amplifizierte cDNA-Probe zweimal Aqua dest. und 

als interne Positivkontrollen eine Koamplifikation von endogenem ß-Aktin sowie von klonierter 

cDNA von Coxsackievirus B3 (PCV B3-Typ, 73,5 ng/µl) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mit 2%igem Agarosegel mit 0,4 µg/ml Ethidiumbromid. Die Signale wurden anschließend 

mittels BioDoc Analyze System unter UV-Licht der Wellenlänge 254 nm aufgenommen. 

 

Anschließend wurde die Basis RT-PCR zum Nachweis von CVB3 durchgeführt. Hierfür wurden 

einem Reaktionsansatz von 20 µl bestehend aus Puffer, 1,5 mM MgCl2, 0,4 µM CVB3(Basis) AS 

und 0,4 µM CVB3(Basis) SE, 0,2 mM dNTPs, 0,025 U/µl Gold Taq sowie Aqua dem. je 5 µl 

cDNA und ein Tropfen Mineralöl zugefügt. Zur Kontrolle wurden vier Negativ- und vier 
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Positivkontrollen koamplifiziert. Die Proben durchliefen im Thermozykler 7 Minuten bei 95°C, 

anschließend 30 Zyklen mit je 45 sec Denaturierung bei 95°C, Primeranlagerung bei 61°C, 

Elongation bei 72°C sowie abschließend eine 10-minütige DNA-Synthese bei 72°C. Danach 

folgte die Auswertung der PCR im 2%igen Agarosegel mit 0,4 µg/ml Ethidiumbromid. 

 

Zur Steigerung der Sensitivität wurde im Anschluss eine nested-PCR durchgeführt. Hierzu 

wurden zunächst die PCR-Produkte der Basis-PCR jeweils 1:100 mit 1 x TE-Puffer (pH 7,6) 

verdünnt. Davon wurden 4 µl in einer 35 Zyklen umfassenden sekundären PCR erneut 

amplifiziert. Die Proben durchliefen 7 min bei 95°C und anschließend 35 Zyklen bestehend aus 

45 sec Denaturierung bei 95°C, 45 sec Primeranlagerung bei 57°C sowie 45 sec Elongation bei 

72°C. Abschließend wurde eine 10-minütige DNA-Synthese bei 72°C durchgeführt. Die 

Auswertung der PCR erfolgte in einem 2%igem Agarosegel mit 0,4 µg /ml Ethidiumbromid. 

 

 

2.7.7 Semiquantitative RT-PCR 

 

Die gewonnene cDNA wurde auf die Transkripte der in Tabelle 2.3 aufgeführten Parameter 

untersucht. Die hierfür benötigten Primer wurden von der Firma TIB Molbiol bezogen. Die 

Primersequenzen und die ermittelten Anlagerungstemperaturen sowie Zyklenzahlen sind in der 

Tabelle 2.3 aufgelistet. 

 

Für die RT-PCR von MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-4, TNF-α, tPA, Kol I, Kol III und ß-

Aktin wurden jeweils 3 µl cDNA eingesetzt, die in 29,9 µl Wasser gelöst wurden. Zu jeder Probe 

wurden 12,1 µl Reaktionsansatz gegeben (4,5 µl 10 x PCR-Puffer, 2 µl 50 mM dNTPs, 2,0 µl 25 

mM MgCl2, 1,8 µl 3´Primer, 1,8 µl 5´Primer [Primerkonzentration: 50 ng/µl gelöst in Aqua 

bidest.]), 0,5 µl 1,25 U Taq-DNA-Polymerase (Rapidozym). Für die PCR von MT1-MMP, IL-

1β, Il-6, Il-10, IFN-γ und uPA wurden je 6 µl cDNA eingesetzt und in 26,9 µl Wasser gelöst. Die 

Reaktionsansätze von uPA und IFN-γ wurden mit 1,5 µl 25 mM MgCl2 variiert, IFN-γ zeigte die 

besten Ergebnisse bei Zusatz von 6% DMSO (Dimethylsulfoxid). 
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Tab. 2.3: Charakteristika der Primer für die semiquantitative RT-PCR. 
 
Amplifikat 

 
Sequenzen 

AS 
5´→3´ 

Sequenzen 
SE 

5´→3´ 

Anlagerungs- 
temperatur  

(°C) 

Zyklen 

     
Il-1ß ccactttgctcttgacttct gggatgatgatgataacctg 51 40 

TNF-α gtggggagcagaggttcagtg caaagggagagtggtcaggtt 60 36 

INF-γ agcaacagcaaggcgaaaaag gttgtatctgggggtggggga 56 40 

IL-6 cactaggtttgccgagtagatctc atgaagttcctctctgcaagagact 58 40 

IL-10 actcttcacctgctccactgc acatactgctaaccgactcct 62 40 

MMP-2 cgggtccattttcttcttca ggagaaggctgtgttcttcg 58 33 

MMP-3 atggaaacgggacaagtctg tggagatgctcactttgacg 51 40 

MMP-9 cccaccttatccagactcct cgacagcacctcccactatg 62 38 

MT1-MMP gccatccttttcatag tgtcccccttttaccagtg 55 40 

TIMP-4 gtggttcctggtccctacta ctcttccctctgtggtgtga 60 33 

uPA cagtctgaaccaaacggagcatcagta

aac 

ccatctaccagaagaacaagggag

gaagtc 

57 40 

tPA tttctttgtcattgcttcat catcgtctccattcttctct 55 40 

Kol I tggggtggagggagttta ctggaagagcggagagta 55 33 

Kol III caccattgagacattttgaag cccagaacattacataccact 59 31 

ß-Aktin agggaaatcgtgcgtgacat catctgctggaaggtggaca 60 25 

 

Mittels des Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde ein Zyklus-für-

Zyklus-Monitoring der PCR-Produkte durchgeführt, um die Amplifikationseffizienz und die 

exponentiell-lineare Phase sicherzustellen. Für alle Primerpaare wurde das gleiche PCR-

Programm verwendet: 

Schritt 1: 5 min bei 94°C Denaturierung   

 2: 30 sec bei 94°C Denaturierung   

 3: 30 sec  Primeranlagerung 

 4: 35 sec bei 72°C DNA-Synthese 

 5: 10 min bei 72°C DNA-Synthese 

 6: bei 4°C Reaktionsstopp 
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Die Schritte 2, 3 und 4 wurden mit der für den jeweiligen Primer ermittelten optimalen 

Zyklenzahl und der Schritt 3 mit der jeweils ermittelten optimalen Primeranlagerungstemperatur 

(Tab. 2.3) wiederholt. Die PCR-Produkte wurden auf ein 2%iges Agarosegel mit 0,4 µg/ml 

Ethidiumbromid aufgetragen und anschließend analysiert. Die einzelnen Banden wurden im UV-

Transluminator digitalisiert und die Stärke der Signale mit der Scion-Image-Software (Scion 

Corporation, Maryland, USA) in Optische Dichtewerte (OD) transformiert. 

 

Jede PCR wurde durch eine oder mehrere weitere PCRs kontrolliert, bestätigt und die Ergebnisse 

gemittelt. Als Negativkontrolle lief bei allen PCRs ein Reaktionsansatz mit Wasser mit. Als 

interne Kontrolle wurde β-Aktin mitgeführt. Hierbei ist von Bedeutung, dass β-Aktin in allen 

Eukaryotenzellen stark exprimiert, jedoch durch eine Virusinfektion nicht beeinflusst wird. ß-

Aktin wird daher auch als „housekeeping gene“ bezeichnet, weil es von den Zellen unabhängig 

vom Stimulationsstatus in hohem Maße exprimiert wird. 

 

 

2.7.8 Agarosegelelektrophorese 

 

Mittels Agarosegelelektrophorese können die DNA-Proben aufgetrennt werden. In diesem mit 

TBE-Puffer (s.u.) versetzten Medium liegen die Nukleinsäuren aufgrund des pH-Wertes des 

verwendeten Laufpuffers als Polyanione mit negativ geladenen Phosphatgruppen vor und 

wandern im elektrischen Feld zur Anode. Im ausgehärteten Zustand bildet die Agarose eine 

dreidimensionale Gelmatrix, durch die die Wanderung größerer DNA-Fragmente stärker 

behindert wird als die kleinerer, so dass die Beweglichkeit der Nukleinsäuren sowohl durch die 

Nettoladung als auch durch die Molekülgröße beeinflusst wird. DNA-Fragmente gleicher Größe 

wandern bei konstanter Porengröße und elektrischer Feldstärke übereinstimmend weit in der 

Gelmatrix. Damit die Nukleinsäuren nur innerhalb der Matrix wandern können, wurden jeweils 

45 µl PCR-Produkt mit 9 µl eines 6 x Ladepuffers (40% Sucrose (w/v), 0,25% Bromphenolblau 

(w/v)) beschwert. Pro Spur wurden jeweils 10 µl der DNA-Probe in Ladepuffer aufgetragen. 

 

Die PCR-Produkte wurden in einem 2%igen Agarosegel (w/v) in TBE-Puffer mittels 

Horizontalgelelektrophorese für 20 min bei 120 V aufgetrennt. Als Richtwert für die Länge des 

untersuchten DNA-Fragmentes wurde stets ein DNA-Längenstandard mitgeführt. Der DNA-



 
 
 
 

49

Längenstandard enthielt DNA-Fragmente bekannter Größe. Zur optischen Darstellung der DNA 

unter UV-Licht wurde den Agarosegelen 0,4 µg/ml Ethidiumbromid zugefügt. Direkt nach 

Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel im UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge 

von 254 nm digital aufgezeichnet (Belichtung 1000 ms, Blende 4,0, Vergrößerungsfaktor 20) 

und zur Dokumentation elektronisch gespeichert (BioDoc Analyze System; Biometra). Die PCR-

Ergebnisse wurden auf β-Aktin bezogen und als relative mRNA-Werte angegeben (OD Zytokin 

Amplifikat / OD β-Aktin Amplifikat). 

 

 

2.8 Proteinchemische Methoden 

 

2.8.1 Proteinextraktion mittels RIPA-Puffer 

 

Für die Proteinextraktion mittels RIPA-Puffer wurden die bei der RNA-Präparation 

zurückgelegten Myokardproben verwendet. Zunächst wurde das Gewebegewicht ermittelt. 

Anschließend wurde die entsprechende Menge RIPA-Puffer (s. 2.3.2, S. 34), dem unmittelbar 

vor dem Gebrauch Proteasehemmer zugefügt wurde, gemäß folgender Formel zu den Proben 

hinzugegeben: 

 
RIPA-Puffer-Menge (µl) = Gewebegewicht (mg) x 10 

 
Danach wurde auf Eis gearbeitet, um starke Blasenbildung zu vermeiden. Das Gewebe wurde 

zunächst manuell mittels Pellet Pestles zerkleinert und dann mit einem Stabhomogenisator 

vollständig homogenisiert. Anschließend wurden die Proben für 15 min bei 600 rpm und 4°C im 

Thermomixer behandelt sowie anschließend für 15 min bei 4°C und 16.000 g zentrifugiert und 

Zellreste pelletiert. Der proteinhaltige Überstand wurde abgenommen und in kleineren Mengen 

aliquotiert, um ein wiederholtes Auftauen der Proteine bei verschiedenen Proteinbestimmungen 

zu vermeiden. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. 
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2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration  

 

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde mittels des BCA-Protein Assay Kit der 

Firma Pierce (Rockford, USA) durchgeführt. Der Nachweis basiert auf der Biuret-Reaktion, bei 

der zweiwertiges Cu2+ in alkalischem Milieu zu einwertigem Cu+ reduziert wird. Die Cu+-Ionen 

bilden mit der Bicinchoninicsäure (BCA) einen Chelatkomplex, der die kolorimetrische 

Quantifizierung der Gesamtproteinmenge ermöglicht. Für die Konzentrationsbestimmung wurde 

eine Eichkurve unter Verwendung einer Verdünnungsreihe (Doppelbestimmung) mit bovinem 

Serumalbumin (BSA) und Aqua dest. erstellt. Die Proteinkonzentration der 

Untersuchungsproben wurde dann durch Vergleich der gemessenen Absorption mit der 

Eichkurve im ELISA-Reader bestimmt. 

 

Nach Erwärmung der Messproben auf Raumtemperatur wurden diese mittels Vortexer gründlich 

durchmischt. Jeweils 50 µl der mit Aqua dest. im Verhältnis 1:100 verdünnten Proteinlösungen 

wurden in Form einer Dreifachbestimmung auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen und mit 1 ml 

BCA-Arbeitslösung je Probe versehen. Der Ansatz wurde auf dem Vortexer kurz durchmischt 

und anschließend für 30 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Die proportional zur 

Proteinkonzentration einsetzende Farbentwicklung (lila) wurde innerhalb von max. 30 min 

mittels ELISA-Reader (SUNRISE) bei einer Wellenlänge von 560 nm gemessen. 

 

 

2.8.3 Gelatin-Zymographie der MMP-2-Aktivität 

 

Die Gelatin-Zymographie wird zur Aktivitätsbestimmung von Enzymen mit gelatinolytischen 

Eigenschaften verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde sie zur Bestimmung der Aktivität 

von MMP-2 eingesetzt. Bei dieser Methode werden die Proteine zunächst elektrophoretisch auf 

gelatinehaltigen Polyacrylamidgelen getrennt. Danach werden die Gele mit einem enzymhaltigen 

Puffer inkubiert und anschließend gefärbt. Bei Anwesenheit einer gelatinolytisch aktiven 

Peptidase stellt sich der betreffende Gelbereich ungefärbt und die unveränderte Gelatine gefärbt 

dar.  
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2.8.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. SDS 

(Natriumdodecylsulfat) ist ein Detergenz mit vielen negativen Ladungen. Nach Anlagerung an 

ein Protein wird dieses denaturiert und die spezifische Ladung des Proteins maskiert. Der 

entstandene negativ geladene SDS-Proteinkomplex wandert dann in der Gelelektrophorese mit 

einer Geschwindigkeit, die nur noch von Molekül- und Gelporengröße abhängt, zur Anode. Dies 

führt im elektrischen Feld bei konstanter Gelporengröße zur Auftrennung der Proteine auf dem 

Weg zur Anode. 

 

Zunächst wurden die Myokard-Proteinproben mit Aqua dest. auf 10 µl aufgefüllt und mit der 

gleichen Menge Ladepuffer (Gesamtvolumen 20 µl; s. 2.3.2, S. 34) vermischt. Anschließend 

wurde der Ansatz über 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Für die Untersuchung 

wurden jeweils die 20 µl der Proteinproben auf ein 10%iges Polyacrylamid-Gel mit 0,1% 

Gelatine (w/v) (Biorad 161-1185) aufgetragen und die Proben bei konstanter Spannung (125 V) 

über 60 min laufen gelassen. Auf jedem Gel wurde ein Längenstandard mitgeführt, der die 

Zuordnung der Gelatinase A-Aktivität zu einer spezifischen Bande ermöglichte. Die 

Elektrophorese erfolgte auf Eis, so dass eine Hitzeentwicklung mit konsekutiver irreversibler 

Inaktivierung der Proteasen oder eine vorzeitige Gelatinolyse vermieden werden konnten. Im 

Anschluss an die Elektrophorese wurde das SDS mit Renaturierungs-Puffer (2,5% Triton X-100 

(v/v)) unter leichtem Schütteln der Gele über dreimal 20 min entfernt. Als interne Kontrollen 

wurden pro Gel jeweils eine Negativkontrolle mit Aqua dest. und Ladepuffer, eine 

Positivkontrolle sowie ein Größenstandard mitgeführt. 

 

 

2.8.3.2 Gelatin-Zymographie 

 

Nach Entfernung des SDS wurden die Gele mit den Proteinproben bei Raumtemperatur zweimal 

über 20 min unter leichtem Schütteln in frischem Enzympuffer (s. 2.3.2, S. 34) reaktiviert und im 

Anschluss für 18 h bei 37°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Abschließend wurden die Gele 

über 30 min bei Raumtemperatur in Enzympuffer geschüttelt. 

 



 
 
 
 

52

2.8.3.3 Gel-Färbung und -Entfärbung  

 

Zur Sichtbarmachung der durch die Aktivität von MMP-2 (= Gelatinase A, Maus 85 kDa) 

gespaltenen Gelatine in Form von Aussparungen gegenüber dem Rest des Gels wurden die Gele 

mit 0,5%iger Coomassie-Lösung G250 über 3 h unter leichtem Schütteln gefärbt. Anschließend 

wurden die Gele mehrfach mit Entfärbelösung aus 7% Essigsäure (v/v) und 35% Methanol (v/v) 

entfärbt, bis sich deutliche klare Banden gegenüber dem blau gefärbten Hintergrund 

hervorhoben. Hierbei entsprachen die klaren ungefärbten Banden der MMP-2-Aktivität, durch 

die die Gelatine gespalten und die Spaltprodukte aus dem Gel diffundierten.  

 

Die gefärbten Gele wurden im UV-Transilluminator mittels der Software BioDoc V2.0 

(Biometra) bei einer Wellenlänge von 254 nm digital aufgezeichnet (Belichtung 1000 ms, 

Blende 4,0, Vergrößerungsfaktor 20) und zur Dokumentation elektronisch gespeichert. Die 

Stärke der Signale wurde mit Hilfe der Scion-Image-Software (Scion Corporation) ausgewertet 

und die relativen optischen Dichtewerte (OD) ermittelt. Jede Enzymaktivitätsbestimmung wurde 

durch eine oder mehrere weitere Bestimmungen bestätigt und die Ergebnisse gemittelt. 

 

 

2.9 Immunhistochemische Färbungen von Paraffinschnitten 

 

2.9.1 Anfertigung von Paraffinschnitten  

 

Für die immunhistochemischen Färbungen wurden die Gewebeproben zunächst in 4%iger 

neutraler Formalinlösung fixiert (s. 2.6, S. 39). Im Anschluss an die Fixation wurden die 

Gewebeproben in Paraffin eingebettet. Die hierfür notwendige histologische 

Gewebeaufarbeitung erfolgte in einem Gewebeeinbettungsautomaten in folgenden Teilschritten:  

 

2 x 1 h in 70% Ethanol (v/v) 

3 x 2 h in 96% Ethanol (v/v) 

2 x 1 h in 100% Ethanol 

1 x 1 h in 66% Ethanol in Xylol (v/v) 

1 x 1 h in 33% Ethanol in Xylol (v/v) 
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1 x 1 h in Xylol  

2 x 2 h in Paraplast (56°C) 

 

Im Anschluss an die Behandlung im Gewebeeinbettungsautomaten und nach Abkühlung der 

Masse wurden die fertigen Paraffinblöcke bei 4°C dunkel gelagert. Mit einem 

Rotationsmikrotom wurden von den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben 5 µm dicke serielle 

Schnitte hergestellt. Danach wurden die Schnitte auf unbeschichtete Objektträger überführt und 

bei 37°C über Nacht getrocknet. Die fertigen Paraffinschnitte wurden auf die Marker CD3+ und 

CD11b+ untersucht.  

 

 

2.9.2 Grundlagen der indirekten immunhistochemischen Färbung  

 

Die Immunhistochemie dient zum Nachweis antigener Strukturen wie Proteine und 

Polysaccharide auf der Grundlage einer Antigen-Antikörper-Reaktion. In der vorliegenden 

Arbeit wurde ein indirektes immunhistochemisches Verfahren unter Verwendung von zwei 

Antikörpern (AK) eingesetzt, das über einen kaskadenförmigen Ablauf den Nachweis von CD3+- 

bzw. CD11b+-Zellen erlaubt. 

 

Bei dieser indirekten Methode bindet zuerst ein unkonjugierter Primär-AK an das zu 

untersuchende Antigen. Anschließend wird ein gegen das Fc-Fragment des Primär-AKs 

gerichteter Sekundär-AK zugegeben. Danach kann der Sekundär-AK bereits im nächsten Schritt 

über einen gebundenen Marker nachgewiesen werden. Häufig wird jedoch ein Zwischenschritt 

zur Erhöhung der Sensitivität eingeschaltet. Hierzu dient die Verwendung eines Sekundär-Aks, 

an den Biotin gebunden ist (biotinylierter AK). Die hohe Affinität von Avidin für Biotin wird für 

die nachfolgende Bindung eines Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes (ABC-Komplex) an den 

Sekundär-Ak ausgenützt. Da dieser Komplex eine höhere Anzahl von Markermolekülen 

(Peroxidase) trägt als bei dem Sekundär-AK möglich wäre, wird das Signal verstärkt 

(Amplifikation) und der Nachweis sensitiver. Nach Bindung des ABC-Komplexes erfolgt der 

AK-Nachweis über Umsetzung eines zugegebenen Peroxidase-Substrates (214). 
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2.9.3 Immunhistochemische Färbung von CD3+-Zellen 

 

Als Primär-AK wurde ein monoklonaler Anti-Maus-CD3-AK der Ratte (Firma Serotec, MCA 

1477) in einer Verdünnung von 1:50 verwandt, der sich gegen das CD3-Antigen muriner 

Lymphozyten richtet. Als Sekundär-AK diente ein monoklonaler Anti-Ratte-IgG-AK vom 

Kaninchen in einer Verdünnung von 1:100 (Firma Dako, EO 468), der sich gegen den Primär-

AK der Ratte richtet. Der Sekundär-AK ist für die nachfolgende Bindung des ABC-Komplexes 

mit Biotin markiert (biotinyliert). 

 

 

2.9.3.1 Entparaffinierung der Schnitte und Antigendemaskierung 

 

Zunächst erfolgte die Paraffinentfernung durch zweimaliges Waschen der Schnitte in Xylol über 

jeweils 10 min. Anschließend wurden das Xylol mittels Abs. Ethanol herausgewaschen und die 

Schnitte in mehreren Schritten in absteigender Alkoholreihe (90% → 70% → 30% Ethanol) über 

jeweils 2 min rehydriert. Zur weiteren Bewässerung der Schnitte sowie zum Entfernen des 

Ethanols wurden die Schnitte im Folgenden in Aqua dest. gespült und über zweimal 3 min bei 

Raumtemperatur in frischem Aqua dest. stehen gelassen.  

 

Anschließend wurde eine Demaskierung von Antigenen vorgenommen. Formalin kann über eine 

kovalente Vernetzung von Aminosäuren unter Bildung von Methylenbrücken zu einer 

Maskierung von Antigenen führen, wodurch die Permeabilität und Bindung von Antikörpern an 

Antigenstrukturen behindert wird. Um diese „Maskierung“ von Antigenstrukturen und dadurch 

verfälschte Ergebnisse zu verhindern, wurden die formalinfixierten Präparate mit Pepsin 

demaskiert. Die entparaffinierten Schnitte wurden mit frisch angesetztem Pepsin (Dako) (4 

mg/ml Pepsin in 0,2 M HCl) für 10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Demaskierung 

wurde durch zweimaliges gründliches Spülen mit Aqua dest. beendet. 
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2.9.3.2 Antikörperbindung und Farbreaktion 

 

Da Peroxidase als Enzymmarker diente, wurden zur Blockade endogener Peroxidasen die 

Schnitte in einer wässrigen Lösung von 0,9% H2O2 (v/v) über 15 min unter Schütteln inkubiert 

und die Peroxidasen irreversibel inaktiviert. Nach Entfernung des H2O2 mittels Spülung in TBS-

Puffer wurden die Objektträger zur Freilegung der AK-Bindungsstellen zweimal über 5 min in 

0,025% Tween® (in TBS) gewaschen. Avidin bindet nicht nur an Biotin, sondern auch an negativ 

geladene Gewebebestandteile. Zur Absättigung negativer Ladungen an Kollagen- und 

Bindegewebsproteinen, Vermeidung unspezifischer Hintergrundfärbungen und Blockade des 

endogenen Biotins wurde eine Lösung aus 10% Normalserum in TBS hergestellt und mit 1% 

BSA sowie 4 Tropfen Avidin/ml Lösung versetzt. Hierbei müssen zum Ausschluss 

unspezifischer Bindungen die Herkunft von Normalserum und Sekundär-AK übereinstimmen 

(im Falle von CD3 das Kaninchen). Mit dieser Lösung wurden die Schnitte gleichmäßig bedeckt 

und in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur über 30 min inkubiert. 

 

Der nächste Schritt diente der Bindung des Primär-AKs und der Blockade des endogenen 

Avidins. Hierfür wurde eine Lösung aus Primär-AK in TBS und 1% BSA mit 4 Tropfen 

Biotin/ml hergestellt, auf die Schnitte gleichmäßig aufgetragen und über 60 min bei 

Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Evtl. danach noch vorhandener ungebundener 

AK wurde durch Waschen der Schnitte mit 0,025% Tween® (in TBS) über zweimal 5 min 

entfernt. Anschließend wurden der in TBS und 1% BSA gelöste biotinylierte Sekundär-AK 

aufgetragen und die Schnitte ebenfalls bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer über 30 min 

inkubiert sowie zweimal mit TBS über jeweils 5 min gewaschen. 
 

Zur Bindung des Enzym-Markers an den Sekundär-AK wurde ABC-Komplex (Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex, VECTASTAIN®, Vector), der zuvor frisch angesetzt und 30 min bei 37°C 

im Thermomixer inkubiert wurde, auf die Schnitte aufgetragen. Nach 30 min bei 

Raumtemperatur in der Feuchtkammer wurde noch einmal mit TBS über zweimal 5 min 

gewaschen. Für die Sichtbarmachung der nun an den Sekundär-AK gebundenen Peroxidase 

wurde das Chromogen Carbazol (3-Amino-9-Ethylcarbazol, Merck, Deutschland) verwandt. Die 

Peroxidase fällt das Carbazol in Anwesenheit des Elektronendonors Wasserstoffperoxid zu 

einem rotbraunen Farbniederschlag aus, worüber die Identifizierung der CD3+-Zellen ermöglicht 

wird. Hierzu wurden die Schnitte mit einer frisch angesetzten Carbazol-Lösung unter sanftem 
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Schütteln über 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wegen der Lichtempfindlichkeit des 

Carbazols wurden die Küvetten abgedunkelt. Die Färbung bzw. die Peroxidase-Reaktion wurden 

in allen Schnitten parallel und identisch durchgeführt. 

 

Im Anschluss an die Farbreaktion wurden die Schnitte zweimal 5 min mit TBS gewaschen und 

danach eine Kern- bzw. Zytoplasmafärbung mittels Hämalaun durchgeführt. Hierfür wurden die 

Schnitte 5 sec in Hämalaun geschwenkt und anschließend in warmem Leitungswasser gespült, 

bis keine Blaufärbung des Leitungswassers mehr sichtbar war. Abschließend wurden die 

Schnitte mit Kaiser´s Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland) überschichtet, mit 21 x 

26 mm großen Deckgläsern versehen und haltbar gemacht. 

 

Zur Testung des Primärantikörpers wurden bei jedem Färbedurchgang Schnitte der Milz als 

Positivkontrolle und Myokardgewebe der Kontrolltiere als Negativkontrolle verwendet. Zur 

Testung der Spezifität des Sekundärantikörpers wurden Schnitte von Milz und Myokardgewebe 

der Kontrolltiere anstelle des Primärantikörpers mit Verdünnungspuffer inkubiert, um evtl. 

unspezifische Färbungen auszuschließen. 

 

 

2.9.4 Immunhistochemische Färbung von CD11b+-Zellen 

 

Die immunhistochemische Färbung von CD11b+-Zellen erfolgte nach oben stehendem Protokoll 

(s. 2.9.3, S. 54). Als Primär-AK wurden der monoklonale Anti-Maus-CD11b-AK von der Ratte 

(Firma BD Biosciences), als Sekundär-AK der monoklonale Anti-Ratte-IgG-AK vom Kaninchen 

(Firma Dako, EO 468; s. 2.3.1, S. 31) verwandt. 

 

 

 

2.9.5 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen 

 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Schnitte erfolgte jeweils mittels Computer-

assistierter Morphometrie (Software LUCIA GTM, Version 3.5.1, Imaging Laboratories, Prag, 

Tschechien) in einem geblindeten Verfahren. Für jede Gewebeprobe wurden mittels eines 
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Lichtmikroskops (Leica DMRD™, Leica, Bensheim, Deutschland) zwei Gewebeschnitte 

mäanderförmig mit einer 200-fachen Vergrößerung untersucht, auf eine Videokamera (Sony 

3CCD™ color) übertragen und digitalisiert. Das PC-Programm optimierte Schärfe und Kontrast 

des Schnittes und zählte die angefärbten Zellen (CD3+, CD11b+) pro Schnitt. Angegeben wurden 

die auf einen mm2 umgerechneten Mittelwerte. 

 

 

2.10 Messung der Hämodynamik 
 
2.10.1 Theorie der Konduktanzmethode 

 

Die Auswirkungen der CVB3-induzierten Myokarditis auf die Herzleistung und deren 

Beeinflussung durch eine Interleukin-4 Behandlung sollten durch Bestimmung der 

Hämodynamik untersucht werden. Die Aufzeichnung von Druck-Volumen-Kurven gilt sowohl 

beim Menschen als auch bei Tieren als Goldstandard der Hämodynamik-Messung (215). Zur 

Aufzeichnung des Herzzyklus als Druck-Volumen-Kurve wurde die Konduktanzmethode 

verwandt, die als genaue Methode zur Beschreibung der linksventrikulären systolischen und 

diastolischen Funktion des Herzens angesehen wird.  

 

Die Untersuchung wird mit einem Konduktanz-Katheter durchgeführt, der aus vier Elektroden 

und einem Drucksensor besteht. Die Elektroden sind paarweise über und unter dem Drucksensor 

angebracht. Die Messung des linksventrikulären Blutvolumens erfolgt über ein elektrisches Feld, 

das durch die äußeren Elektroden aufgebaut wird. Die Potentialunterschiede an den inneren 

Elektroden werden kontinuierlich aufgezeichnet und so die Leitfähigkeit zwischen den 

Elektroden bestimmt. Das aufgezeichnete Volumensignal ist ein Gesamtvolumen aus der 

Konduktanz des Blutes und der parallelen Konduktanz. Durch Infusion von hypertoner 

Kochsalzlösung kann die parallele Konduktanz ermittelt und das reale Blutvolumen errechnet 

werden. 

 

Das intraventrikuläre Volumen Vi kann mit der Formel 

 

Vi(t) = (1/α) (pL²) (Gi(t) - Gpi) 
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Vi = intraventrikuläres Volumen 

α  =  Volumen-Kalibrationsfaktor 

p = elektrischer Widerstand des Bluts 

L = Abstand zwischen den Elektroden 

Gi = Gesamtkonduktanz 

Gpi = Konduktanz des umgebenden Gewebes (Parallele Konduktanz) 

 

errechnet werden. Mittels des Drucksensors können der linksventrikuläre endsystolische Druck 

(LVESP), der maximale Druckanstieg über die Zeit (dP/dtmax) und der minimale Druckabfall 

über die Zeit (dP/dtmin) gemessen werden. dP/dtmax wird als Parameter für die linksventrikuläre 

Kontraktilität (systolische Funktion) und dP/dtmin als Parameter für die linksventrikuläre 

Relaxation (diastolische Funktion) verwandt. Mit Hilfe dieser in Echtzeit und in vivo bestimmten 

Parameter können dann Druck-Volumen-Kurven erstellt werden.  

 

 

2.10.2 Operativer Eingriff und Messvorgang 

 

Die Durchführung der hämodynamischen Messungen erfolgte durch die Arbeitsgruppe von PD 

Dr. Carsten Tschöpe (Klinik für Kardiologie und Pulmologie, Charité Universitätsmedizin 

Berlin, Campus Benjamin Franklin). Am 14. Versuchstag wurden alle 24 Tiere mittels 125 µg/g 

Kg Thiopental (Glaxo-Smith) i.p. anästhesiert, anschließend intubiert und maschinell mit einem 

Hubvolumen von 8 µl/g Kg und Raumluft beatmet (Mouse Minivent, Hugo Sachs, Deutschland). 

 

Zur linksventrikulären Katheterisierung wurden am Hals ein Hautschnitt in Längsrichtung von 

kaudal nach kranial durchgeführt und Halsmuskulatur sowie Speicheldrüsen durchtrennt. Nach 

Darstellung der rechten A. carotis communis wurde ein 1,4-F Millar Mikrokonduktanz-Druck-

Katheter (ARIA SPR-719, Millar Instruments, Houston, USA) mit Mikroinstrumentarium in das 

Gefäß eingebracht und retrograd über die Aortenklappe in den linken Ventrikel eingeführt (210, 

216). Die Messungen erfolgten jeweils in Apnoe durch Sistieren der Ventilation für etwa fünf 

Sekunden. 

 

Im Rahmen der Messung wurden folgende Parameter erhoben: 
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• die Herzfrequenz (S/min) 

• der linksventrikuläre endsystolische Druck (LVESP, mmHg), 

als Maß für die maximale Wandspannung 

• die maximale linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax , mmHg/s), 

als Maß für die linksventrikuläre Kontraktilität und 

• die minimale linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin , mmHg/s), 

als Maß für die linksventrikuläre diastolische Relaxation. 

 

Als Maß für die Herzauswurfleistung wurden die 

• Ejektionsfraktion (EF, %) und das 

• Herz-Minuten-Volumen (CO, µl/min) 

mittels der Software IOX V 1.5 (Emka, Frankreich) berechnet. 

 

 

2.11 Statistische Analyse 

 

Alle Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden einer deskriptiven und explorativen 

statistischen Analyse unterzogen. Die Auswertung wurde mit Hilfe der SPSS Software für 

Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeführt. Im Rahmen der deskriptiven Statistik 

wurden jeweils Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler und Median bestimmt. Im Text 

des Ergebnisteils werden stets die Mittelwerte mit den Standardabweichungen angegeben. 

Daneben werden alle Parameterergebnisse graphisch in Form von Boxplots dargestellt und 

wiedergegeben. Hierbei repräsentieren die Box den Interquartilsbereich zwischen 25% und 75%, 

die innere Linie den Median und die Längslinien (Whiskers) die Werte, die anderthalb 

Kastenlängen über oder unter denen der Box liegen, begrenzt durch den größten bzw. kleinsten 

Bereichswert. Werte, die mehr als anderthalb und weniger als drei Kastenlängen außerhalb der 

Box liegen, werden durch einen Kreis, und Werte, die mehr als drei Kastenlängen außerhalb der 

Box liegen, durch einen Stern gekennzeichnet. 

 

Da die Stichprobenumfänge z.T. unterschiedlich waren und eine Normalverteilung nicht 

anzunehmen war, wurde die explorative statistische Analyse ausschließlich mit 

nichtparametrischen Tests durchgeführt. Zuerst wurde mit Hilfe des H-Tests von Kruskal-Wallis 
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für jede einzelne Variable geprüft, ob die Stichproben (Untersuchungsgruppen) aus 

verschiedenen Grundgesamtheiten stammten. Ergab sich ein signifikanter Unterschied bei einem 

Signifikanzniveau von p<0,05 konnte die Nullhypothese (Gleichheit der Gruppen für eine 

bestimmte Variable) verworfen werden. Nur in diesem Fall wurde anschließend für die 

entsprechende Variable ein Einzelvergleich zwischen zwei Untersuchungsgruppen mit Hilfe des 

U-Tests nach Mann-Whitney durchgeführt (217, 218). 

 

Als Maß für die lineare Abhängigkeit zwischen zwei Variablen wurde der 

Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Daneben wurden die Einzelwerte der beiden 

Variablen als x/y-Punkte in ein x/y-Diagramm eingetragen und eine lineare Regressionsanalyse 

durchgeführt (217, 218). Im Text werden der Korrelationskoeffizient r, das Quadrat des 

Korrelationskoeffizienten r2 als Bestimmtheitsmaß und die grafischen Darstellungen mit x/y-

Punkten und Regressionsgeraden wiedergegeben. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1  Verhalten der Versuchstiere, Krankheitsverlauf und Mortalität 

 

Bei den Tieren der Kontrollgruppen (K und K+IL-4) traten keinerlei Verhaltensveränderungen 

oder körperliche Beeinträchtigungen auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Tiere der 

virusinfizierten Gruppe (I) im Verlauf der Studie eine zunehmende Krankheitssymptomatik. 

Nach vier bis fünf Tagen p.i. fielen die Tiere zunächst nur durch ein ruhigeres Verhalten auf. In 

den darauf folgenden Tagen traten eine Abnahme des Bewegungsdrangs und ein verminderter 

Fresstrieb in den Vordergrund. Gegen Ende der Studie wirkten die Tiere apathisch und fielen 

gegenüber den nicht infizierten Kontrollen durch ein geringeres Gewicht und eine geringere 

Körpergröße auf. Das Fell der infizierten Tiere wurde struppig und stumpf. Die mit Il-4 

behandelten infizierten Tiere (I+Il-4) zeigten im Prinzip ähnliche Symptome, jedoch zu einem 

späteren Zeitpunkt und in einer deutlich abgeschwächten Form. 

 

Während der Untersuchungsdauer bis zum Studienende am 14. Tag verstarb keines der Tiere. 

 

 

3.2  Körper- und Herzgewicht der Versuchstiere 

 

Zum Körper- und Herzgewicht liegen leider keine Einzeldaten, sondern nur die 

Schwankungsbreite innerhalb der einzelnen Gruppen vor. Insofern konnte kein statistischer 

Vergleich durchgeführt werden. Das Körpergewicht der Kontrolltiere (K) reichte von 23,3 bis 

23,8 g, das der infizierten Tiere (I) von 20,9 bis 21,4 g und das der infizierten Tiere mit Il-4-

Behandlung (I+Il-4) von 23,9 bis 24,3 g. Das Herzgewicht der Kontrolltiere (K) lag zwischen 

120 bis 130 mg, das der infizierten Tiere (I) von 100 bis 109 mg und das der infizierten Tiere mit 

Il-4-Behandlung (I+Il-4) von 120 bis 130 mg. 
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3.3 Ergebnisse der RT-PCR 

 
3.3.1 Nachweis enteroviraler RNA 

 

Mittels RT-PCR in Kombination mit nested-PCR konnte bei keinem der Kontrolltiere (Gruppe K 

und K+Il-4; s. Abb. 3.1a), jedoch bei 2 der infizierten (I) und 4 der infizierten mit Il-4 

behandelten Tiere (I+Il-4); s. Abb. 3.1b) enterovirale RNA nachgewiesen werden.  

 

 
       M                 K                              K+Il-4                          -                     +             M 

 

 

            

      M                 I                                 I+Il-4                          -                      +              M 

                                          

 

      M                             K                                           K+Il-4                             -          M 

 

 

 
       M                            I                                                 I+Il-4                             -        M  

 

 

 

 

Abb. 3.1: Nachweis enteroviraler RNA mittels seminested RT-PCR 

 (a+b) Nested-PCR von CVB3  (c) Interne Kontrolle mit RT-PCR von ß-Aktin 

 Darstellung im Ethidiumbromid gefärbten 2%igen Agarosegel 

 (M = DNA-Längenstandard [Marker VIII], - = Negativkontrolle, + = Positivkontrolle) 
 
 

 
 (a) 

 

 (c) 

 (b) 
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3.3.2 Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR 
 

Die Genexpression der einzelnen Variablen ist für die verschiedenen Guppen anhand 

repräsentativer PCR-Analysen in Abb. 3.2a und Abb. 3.2b dargestellt. Bei dem Vergleich der 

vier Gruppen mittels des H-Tests nach Kruskal-Wallis ergab sich für die Variablen IL-1β, TNF-

α, IFN-γ, IL-10, TIMP-4 und uPA ein statistisch signifikanter Unterschied, so dass für diese die 

Nullhypothese verworfen und Einzelvergleiche mit dem U-Test nach Mann-Whitney 

angeschlossen wurden. Für IL-6, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MT1-MMP, tPA, Kol I und Kol III 

ergab der H-Test keine Signifikanz, so dass für diese Variablen die Nullhypothese nicht 

verworfen und keine Einzelvergleiche durchgeführt werden konnten. 

 

Bei den Einzelvergleichen der beiden Kontrollgruppen (K gegen K+Il-4) ergab sich für keine der 

mit dem U-Test geprüften Variablen mit Ausnahme von TIMP-4 ein statistisch signifikanter 

Unterschied. Bezogen auf TIMP-4 wiesen die mit Il-4 behandelten gegenüber den unbehandelten 

Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg der mRNA-Expression auf (0,72±0,24 vs. 0,40±0,23; 

p<0,05). 

 
                       +       -      M               K                   K+IL-4                  I                    I+IL-4 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.2a: Vergleich der Genexpression von IL-1β, TNF-α, INF-γ und Il-6 in den einzelnen 

  Gruppen 

   TNF-α 

IL-1β 

IL-6  

   INF-γ 
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                           +      -       M               K                  K+IL-4                  I                    I+IL-4 

 
 
 

 

 

 

 

 
 

  

 

 

 
 

 
 

Abb. 3.2b: Vergleich der Genexpression von MMP-2, MMP-3, TIMP-4, MT1-MMP, uPA,  

 tPA und ß-Aktin  in den einzelnen Gruppen 

 (Aus jeder Gruppe wurden drei repräsentative Proben ausgewählt und auf einem 

 Ethidiumbromid gefärbten 2%igen Agarosegel aufgetragen. M = Marker) 
  

 
 
 

3.3.2.1 mRNA-Expression von Zytokinen  

 

Bei den Einzelvergleichen mit dem U-Test zwischen unbehandelten und mit IL-4 behandelten 

Kontrolltieren ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression der 

proinflammatorischen Zytokine IL-1β (0,84±0,38 vs. 0,64±0,34), TNF-α (0,89±0,31 vs. 

0,84±0,49), INF-γ (0,39±0,22 vs. 0,30±0,27) sowie des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 

MMP-2  

MMP-3 

TIMP-4 

MT1-MMP 

uPA 

tPA 

β-Aktin 
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(0,35±0,33 vs. 0,77±0,46) nachweisen. Demgegenüber war die mRNA-Expression in der 

infizierten im Vergleich zu der nicht infizierten Gruppe von IL-1β (1,77±0,51 vs. 0,89±0,31; 

p<0,01), TNF-α (2,30±1,35 vs. 0,84±0,38; p<0,05), INF-γ (1,22±0,53 vs. 0,39±0,22; p<0,01) 

und IL-10 (2,00±1,52 vs. 0,35±0,33; p<0,05) signifikant erhöht (s. Abb. 3.3a und 3.3b). 

 

Die IL-4-Behandlung der infizierten Tiere hingegen führte zu signifikant reduzierter mRNA-

Expression von INF-γ (0,84±0,17 vs. 1,22±0,53; p<0,05) und deutlicher, aber nicht signifikant 

reduzierter mRNA-Expression von IL-1β (1,23±0,38 vs. 1,77±0,51), TNF-α (1,08±0,17 vs. 

2,30±1,35) und IL-10 (0,69±0,40 vs. 2,00 ±1,52) gegenüber den unbehandelten infizierten Tieren 

(s. Abb. 3.3a und 3.3b). 

 

Die mRNA-Expression von IL-6 war in der infizierten Gruppe gegenüber der nicht infizierten 

Gruppe tendenziell erhöht (1,15±0,79 vs. 0,73±0,48) und wurde durch IL-4-Behandlung der 

infizierten Tiere im Vergleich zu den nicht behandelten infizierten Tieren deutlich gesenkt 

(0,47± 0,16 vs. 1,15±0,79). Allerdings entstammten die Versuchsgruppen für IL-6 gemäß dem 

H-Test nach Kruskal-Wallis nicht aus verschiedenen Grundgesamtheiten. Daher waren 

Einzelvergleiche für diesen Parameter unzulässig. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 3.3a:  mRNA-Expression von IL-1β und TNF-α in Relation zur mRNA-Expression von 

  β-Aktin in den einzelnen Gruppen. (* = p<0,05, ** = p<0,01) 

 

 

    Kontrolle       K + IL-4    Infiziert       I + IL-4 

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

23 

 

   Kontrolle       K + IL-4    Infiziert   I + IL-4 

0,00 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

2,50 

3,00 

3 

13 

 

 TNF-α / β-Aktin   IL-1β / β-Aktin 

*
**

Gruppe 
Gruppe 



 
 
 
 

66

 
  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.3b:  mRNA-Expression von INF-γ, IL-6 und IL-10 in Relation zur mRNA-Expression 

  von β-Aktin in den einzelnen Gruppen (* = p<0,05, ** = p<0,01) 

 
 
 
 

3.3.2.2 mRNA-Expression von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 

 

Die mRNA-Expression von MMP-2 und MMP-9 verhielten sich in den verschiedenen 

Versuchsgruppen relativ ausgeglichen. Die mRNA-Expression von MMP-3 hingegen war in der 

infizierten Gruppe gegenüber der nicht infizierten Kontrollgruppe um das 2,6-fache erhöht 
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(1,82±1,29 vs. 0,71±0,36) und wurde durch die IL-4-Behandlung der infizierten Tiere im 

Vergleich zu den nicht behandelten infizierten Tieren um das 1,6-fache gesenkt (1,13±0,45 vs. 

1,82±1,29) (s. Abb. 3.4). Allerdings entstammten die Versuchsgruppen für MMP-2, MMP-3 und 

MMP-9 gemäß dem H-Test nach Kruskal-Wallis statistisch nicht aus verschiedenen 

Grundgesamtheiten, daher waren Einzelvergleiche für diese Parameter unzulässig. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Abb. 3.4: mRNA-Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MT1-MMP in 

 Relation zur mRNA-Expression von ß-Aktin in den einzelnen Gruppen 
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Für MT1-MMP ergab sich ein Anstieg der mRNA-Expression bei den infizierten Tieren 

gegenüber den Kontrolltieren auf das 2,0-fache (s. Abb. 3.4). Allerdings entstammten die 

Versuchsgruppen für MT1-MMP gemäß dem H-Test nach Kruskal-Wallis statistisch nicht aus 

verschiedenen Grundgesamtheiten, daher waren Einzelvergleiche für diesen Parameter 

unzulässig. 

 

 

3.3.2.3 mRNA-Expression von TIMP-4 

 

Im Vergleich zu den nicht behandelten Kontrolltieren ließ sich in den mit IL-4 behandelten 

Kontrolltieren eine signifikante Zunahme der mRNA-Expression von TIMP-4 nachweisen 

(0,72±0,24 vs. 0,40±0,23; p<0,05). Die mRNA-Expression von TIMP-4 verhielt sich in 

Kontrolltieren und infizierten Tieren hingegen weitgehend ausgeglichen (0,40±0,23 vs. 

0,42±0,14) (s. Abb. 3.5). 

 

Unter der IL-4-Behandlung kam es bei den infizierten Tieren im Vergleich zu den unbehandelten 

infizierten Tieren zu einem signifikanten Anstieg der TIMP-4 mRNA-Expression auf das 3,3-

fache (1,39±0,20 vs. 0,42±0,14; p<0,01) (s. Abb. 3.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.5: mRNA-Expression von TIMP-4 in Relation zur mRNA-Expression von 

 ß-Aktin in den einzelnen Gruppen (* = p<0,05, ** = p<0,01) 
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3.3.2.4 MMP/TIMP-4 Quotienten 

 

Da die Beziehung mRNA MMP zu mRNA Inhibitor (MMP/TIMP) die pathophysiologische 

Bedeutung einer MMP-Veränderung besser widerspiegelt als die alleinige Angabe des absoluten 

MMP-Wertes, wurden für die einzelnen Gruppen die jeweiligen Quotienten berechnet. Hierbei 

ergab sich für den Quotienten MMP-2/TIMP-4 der Kontrolltiere (QK) ein Wert von 2,44 und für 

den der infizierten Tiere (QI) von 2,54. Im Gegensatz dazu zeigte der Quotient der mit IL-4 

behandelten infizierten Tiere (QIL-4) gegenüber dem der unbehandelten infizierten Tiere eine 

signifikante Abnahme um das 3,5-fache auf 0,73 (p<0,05). Für MMP-3/TIMP-4 ergab der QI 

gegenüber dem QK einen deutlichen Anstieg auf das 2,5-fache (4,33 vs. 1,76) wohingegen der 

QIL-4 gegenüber QI signifikant um das 5,3-fache abnahm (0,81 vs. 4,33; p<0,01). Der QI von 

MMP-9/TIMP-4 der Gruppe der infizierten Tiere zeigte im Vergleich zum QK der Kontrolltiere 

einen tendenziellen Anstieg (2,99 vs. 2,59) und QIL-4 der Gruppe der infizierten mit IL-4 

behandelten Tiere gegenüber dem QI eine signifikante Abnahme um das 4,4-fache auf einen 

Wert von 0,68 (p<0,01). 

 

 

3.3.2.5 mRNA-Expression von uPA und tPA 

 

In den Einzelvergleichen ließ sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression des 

Plasminogenaktivators uPA der nicht behandelten und mit IL-4 behandelten Kontrolltieren 

nachweisen (0,69±0,16 vs. 0,72±0,25). Die mRNA-Expression von uPA war in der infizierten 

Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe um das 2,2-fache erhöht (1,50±0,52 vs. 0,69±0,16; 

p<0,01). Die IL-4-Behandlung der infizierten Tiere führte im Vergleich zu den unbehandelten 

infizierten Tieren zu einer signifikanten Reduktion der mRNA-Expression von uPA um das 1,8-

fache (0,85±0,44 vs. 1,50±0,52; p<0,05) (s. Abb. 3.6). 

 

Die mRNA-Expression von tPA verhielt sich in den verschiedenen Versuchsgruppen relativ 

ausgeglichen. Bei den infizierten Tieren ließ sich ein tendenzieller Anstieg im Vergleich zu den 

Kontrollen nachweisen (s. Abb. 3.6). Allerdings stammten die Versuchsgruppen für tPA gemäß 

dem H-Test nach Kruskal-Wallis statistisch nicht aus verschiedenen Grundgesamtheiten, daher 

waren Einzelvergleiche für diesen Parameter unzulässig. 
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Abb. 3.6: mRNA-Expression von uPA und tPA in Relation zur mRNA-Expression 

 von ß-Aktin in den einzelnen Gruppen (* = p<0,05, ** = p<0,01) 

 
 
 
3.3.2.6 mRNA-Expression von Kollagen Typ I und Typ III  

 

Die mRNA-Expression von Kol I und Kol III waren in den einzelnen Gruppen weitgehend 

gleich, wenn auch der jeweilige Median der Kontrollen mehr oder weniger deutlich über dem der 

anderen Gruppen lag (s. Abb. 3.7). Jedoch entstammten die Versuchsgruppen für Kol I und 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.7: mRNA-Expression von Kollagen Typ I und Typ III in Relation zur 

 mRNA-Expression von β-Aktin in den einzelnen Gruppen 
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Kol III nach dem H-Test von Kruskal-Wallis statistisch nicht aus verschiedenen 

Grundgesamtheiten, daher waren Einzelvergleiche für diese Parameter unzulässig. 

 

 

3.4 Ergebnisse der Aktivitätsbestimmung von MMP-2  

 

Die gelatinolytische Aktivität von MMP-2 wurde mittels Gelatin-Zymographie bestimmt und die 

ungefärbte Bande bei 62 kDa als MMP-2 identifiziert (s. Abb. 3.8 und 3.9). Der H-Test ergab 

eine signifikante Varianz zwischen den Versuchsgruppen, so dass die Nullhypothese verworfen 

und  

 

 

                   K                             K+IL-4                                 I                                   I+IL-4                   M 

 
 
Abb. 3.8: Vergleich der Enzymaktivität von MMP-2 in den einzelnen Gruppen  
 
                     (Aus jeder Gruppe wurden zwei repräsentative Proben ausgewählt und auf 
                     Coomassie-Gel dargestellt. M=Marker) 
 
 
                                             
                                                      

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 3.9: Enzymaktivität von MMP-2 in den einzelnen Gruppen (* = p<0,05, ** = p<0,01) 
 (OD = optische Dichte) 
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Einzelvergleiche durchgeführt werden konnten. In den Einzelvergleichen mit dem U-Test 

zeigten die infizierten Tiere gegenüber den Kontrolltieren eine signifikante Zunahme der 

Enzymaktivität von MMP-2 (1,09±0,10 vs. 0,95±0,10; p<0,05). Demgegenüber kam es bei den 

infizierten Tieren unter IL-4-Behandlung im Vergleich mit den unbehandelten infizierten Tieren 

zu einer signifikanten Reduktion der MMP-2-Enzymaktivität (0,76±0,08 vs. 1,09±0,10; p<0,01). 
 
 
3.5 CD3+-Lymphozyten und CD11b+-Makrophagen 

 

  

                                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

Abb. 3.10: Immunhistochemische Färbung der CD3+-Lymphozyten. Paraffinschnitte 

  Kontrollen (K), infizierte Gruppe (I), IL-4-behandelte infizierte Gruppe (I+IL-4) 
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Bezüglich der Infiltration von CD3+-Lymphozyten (s. Abb. 3.10) ergab der H-Test eine 

signifikante Varianz zwischen den Versuchsgruppen, so dass die Nullhypothese verworfen und 

Einzelvergleiche durchgeführt werden konnten. 

 

Im Einzelvergleich mit dem U-Test zeigten die infizierten Tiere gegenüber den Kontrollen einen 

signifikanten Anstieg der CD3+-Zellzahl (73,8±15,8 vs. 14,8±5,5; p<0,01) (Abb. 3.12). Die IL-4-  

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.11: Immunhistochemische Färbung der CD11b+-Makrophagen. Paraffinschnitte 
                     Kontrollen (K), infizierte Gruppe (I), IL-4-behandelte infizierte Gruppe (I+IL-4) 
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Behandlung der infizierten Tiere führte hingegen zu einer signifikanten Reduktion der CD3+-

Lymphozyten im Vergleich zu den unbehandelten infizierten Tieren (33,6±9,8 vs. 73,8±15,8; 

p<0,01) (s. Abb. 3.12).  

 

Auch bei den CD11b+-Makrophagen (s. Abb. 3.11) wiesen die infizierten Tiere im Vergleich zu 

den Kontrollen eine Zunahme (2,3±1,9 vs. 1,5 ± 0,9) und die mit IL-4 behandelten Tiere 

gegenüber den unbehandelten infizierten Tieren eine Reduktion der Zellzahl auf (1,2±1,2 vs. 

2,3±1,9) (s. Abb. 3.12). Der H-Test nach Kruskal-Wallis ergab jedoch keine Signifikanz für die 

CD11b+-Makrophagenzahl. Insofern konnten die Nullhypothese nicht verworfen und keine 

Einzelvergleiche in den verschiedenen Versuchsgruppen durchgeführt werden. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abb. 3.12: CD3+- sowie CD11b+-Zellen in den einzelnen Gruppen (** = p<0,01) 
 Kontrollen (K), infizierte Gruppe (I), IL-4-behandelte infizierte Gruppe (I+IL-4) 
 

 

3.6 Ergebnisse der hämodynamischen Untersuchung 

 

Bei allen 24 Tieren wurde am 14. Tag p.i. eine hämodynamische Messung durchgeführt. 

Für die erhobenen hämodynamischen Parameter Herzfrequenz (S/min), LVESP (mmHg), 

dP/dtmax (mmHg/s), dP/dtmin (mmHg/s), CO (µl/min) und EF (%) ergab der H-Test, dass die 

 

  Kontrolle    K + IL-4   Infiziert    I + IL-4 

0,0 

1,0

2,0

3,0

4,0 

5,0 

6,0

12

15 

24 

 

 

    I + IL-4     Infiziert    K + IL-4      Kontrolle 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

15 

 Gruppe 

** **

  Gruppe 

CD3+-Zellen / mm2   CD11b+-Zellen / mm2 



 
 
 
 

75

Wertegruppen aus verschiedenen Grundgesamtheiten stammen. Somit konnten eine signifikante 

Varianz zwischen den Versuchsgruppen angenommen und Einzelvergleiche durchgeführt 

werden. 

 

In der unbehandelten infizierten Gruppe ergab sich gegenüber der Kontrollgruppe eine 

signifikante Abnahme von Herzfrequenz (490±28 vs. 551±42; p<0,05; ohne Abb.), LVESP 

(72,4±8,9 vs. 97,0±11,1; p<0,01), dP/dtmax (6793±1025 vs. 8872±935; p<0,01), dP/dtmin (-

4836±504 vs. -7769±847; p<0,01) (s. Abb. 3.13), CO (4457±1080 vs. 9183±1643; p<0,01) und 

EF (21,3±4,9 vs. 51,1±5,1; p<0,01) (s. Abb. 3.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.13: Linksventrikuläre Funktionsparameter (LVESP, dP/dtmax, dP/dtmin und CO) 
                     in  den  einzelnen Gruppen (** = p<0,01) 
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Abb. 3.14: Linksventrikulärer Funktionsparameter EF in  den  einzelnen Gruppen 
                      (** = p<0,01) 

 

Bei den mit IL-4 behandelten infizierten Mäusen stiegen LVESP (103,3±16,2 vs. 72,4±8,9; 

p<0,01) (s. Abb. 3.13), CO (9975±3137 vs. 4457±1080; p<0,01) und EF (42,2±10,7 vs. 

21,3±4,9; p<0,01) (Abb. 3.14) signifikant gegenüber den unbehandelten infizierten Tieren an. 

Die Parameter dP/dtmax (10276±3448 vs. 6793±1025) und dP/dtmin (-8330±2899 vs. -4836±504) 

wiesen unter der Il-4 Behandlung einen 1,5-fachen bzw. 1,7-fachen Anstieg auf (s. Abb. 3.13), 

der jedoch das Signifikanzniveau nicht erreichte. Die Herzfrequenz blieb nahezu unverändert 

(518±40 vs. 490±28; n.s.). 

 

 

3.6.1 Korrelationen nach Pearson 

 

Im Hinblick auf etwaige Zusammenhänge zwischen Parametern der Inflammation oder des 

Matrixdegradationssystems mit der EF bzw. dem CO wurden Korrelationen nach Pearson 

berechnet. Hierbei zeigte sich, dass die mRNA-Expression von Il-1ß (r = -0,717, r² = -0,514; 

p<0,01) und TNF-α (r = -0,666; r² = -0,444; p<0,01) mit der EF negativ korreliert waren (s. Abb. 

3.15). Eine negative Korrelation bestand auch zwischen der CD3+-Zellzahl und dem CO (r = -

0,752; r² = -0,566; p<0,01) sowie der EF (r = -0,843; r² = -0,711; p<0,01) (s. Abb. 3.16). Von 

den Parametern des Matrixdegradationssystems zeigte die mRNA-Expression von uPA eine 

negative Korrelation mit der EF (r = -0,733; r² = -0,537; p<0,01) (s. Abb. 3.17).  
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 Abb. 3.15: Korrelation nach Pearson zwischen mRNA-Expression von Il-1ß/ß-Aktin bzw. 

                     TNF-α/ß-Aktin und EF 

 

 

 

 

 

Abb. 3.16: Korrelation nach Pearson zwischen CD3+-Zellzahl und CO bzw. EF 
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Daneben war uPA auch mit Il-1ß (r = 0,807, r² = 0,651; p<0,01) positiv korreliert (s. Abb. 3.17). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.17: Korrelation nach Pearson zwischen mRNA-Expression von uPA/ß-Aktin und 

                     EF bzw. mRNA-Expression von  Il-1ß/ß-Aktin 
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4 Diskussion 
 

Die virale Myokarditis und die inflammatorische dilatative Kardiomyopathie haben eine große 

klinische Bedeutung (11, 15, 20, 21). Die Aufklärung der genauen Pathogenese beider 

Erkrankungen steht jedoch noch aus. In zahlreichen Untersuchungen konnte virale RNA im 

Myokard sowohl der murinen Myokarditis als auch in einem hohen Prozentsatz der chronischen 

Myokarditis bzw. idiopathischen DCM des Menschen nachgewiesen werden (6, 9, 22, 23, 141, 

142, 143, 147). Aufgrund dieser und anderer Befunde wurde von verschiedenen Autoren eine 

viral induzierte und unterhaltene Autoimmunreaktion mit progredienter Entzündung und 

chronischem Myokardumbau diskutiert (48, 130, 145, 146, 162). Insofern ist es von Interesse, 

inwieweit durch eine Immunmodulation der Ablauf einer viralen Myokarditis beeinflusst werden 

kann. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss einer exogenen Il-4-Behandlung 

von SWR/J-Mäusen mit CVB3-Myokarditis auf Inflammation, Matrixdegradationssystem und 

Herzfunktion untersucht. 

 

 
4.1 SWR/J-Mäuse und Krankheitsverlauf 

 

Für die Untersuchung der CVB3-Myokarditis wird häufig das von Woodruff und Kilbourne 

(219) entwickelte Myokarditismodell bei BALB/c-Mäusen verwandt. Nach Untersuchungen von 

Zhang et al. (220) haben BALB/c-Mäuse jedoch insbesondere bei einer längerfristigen 

Studiendauer gewisse Nachteile. Die Autoren untersuchten den Verlauf einer CVB3-Infektion 

bei BALB/c- und SWR-Mäusen im Hinblick auf Morbidität, Mortalität sowie Art und 

Schweregrad der Myokarditis über insgesamt 60 Tage. Hierbei stellten sie fest, dass BALB/c-

Mäuse schwer erkrankten, drastisch an Gewicht verloren, eine fulminante Pankreatitis, jedoch 

nur eine leichte Myokarditis entwickelten und häufiger verstarben. Demgegenüber erschienen 

die SWR-Mäuse wenig beeinträchtigt, verloren kein Gewicht, zeigten eine geringere Pankreatitis 

aber eine wesentlich schwerere Myokarditis. Keines der Tiere verstarb im gesamten 

Untersuchungszeitraum. Die Unterschiede in dem Krankheitsverlauf beider Mausstämme führten 

die Autoren auf die schwere Pankreatitis bei den BALB/c-Mäusen zurück.  

 

Auch Klingel et al. (37) untersuchten die akute und chronische CVB3-Myokarditis in 
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unterschiedlichen immunkompetenten Mausstämmen. Hierbei stellten sie fest, dass bei SWR/J-

Mäusen die kardialen Läsionen stärker ausgeprägt waren als bei den anderen Mausstämmen. 

Enterovirale RNA konnte in vielen Organen nachgewiesen werden (Herz, Milz, Lymphknoten, 

Pankreas, Lunge, Thymus, Leber, Gehirn), eine chronische Infektion mit RNA-Persistenz 

entwickelte sich jedoch nur im Herzmuskel, in der Milz und in den Lymphknoten (37, 53).  

 

Somit scheinen SWR-Mäuse für längerfristige interventionelle Studien aufgrund der bevorzugten 

kardialen Manifestation der CVB3-Infektion, der starken Ausprägung der Myokarditis und der 

hohen Überlebensrate besonders geeignet zu sein. Der Krankheitsverlauf der Tiere in der 

vorliegenden Studie war jedoch stärker ausgeprägt als bei den von Zhang et al. (220) 

beschriebenen SWR-Mäusen. Im Gegensatz zu diesen wurden unsere Tiere symptomatisch und 

entwickelten einen Gewichtsverlust, der jedoch mit etwa 10% des KG im Vergleich zu den 

BALB/c-Mäusen von Zhang et al. (220) gering ausfiel. In Übereinstimmung mit der genannten 

Studie verstarb keines der Tiere vorzeitig. 

 

 

4.2 Inflammatorische Parameter 

 

Zur Beschreibung der myokardialen Inflammation wurden in der vorliegenden Arbeit die 

mRNA-Expression verschiedener Zytokine und die Infiltration von CD3+-Lymphozyten bzw. 

CD11b+-Makrophagen untersucht. In Bezug auf die Zytokine wurden sowohl Th1- (Il-1ß, IFN-γ) 

als auch Th2-Zytokine (Il-6, Il-10) und das von beiden Zelltypen gebildete TNF-α bestimmt. Das 

ermittelte Zytokinmuster bei den infizierten männlichen SWR/J-Mäusen entsprach dem eines 

Th1-Phänotyps mit einem signifikanten Anstieg der proinflammatorischen Zytokine Il-1ß, IFN-γ 

und TNF-α. Demgegenüber verhielten sich die Th2-Zytokine mit einem unveränderten Il-6 und 

einem Anstieg von Il-10 uneinheitlich. Auch bei anderen Mausstämmen wie BALB/c- (31) oder 

C3H/He-Mäusen (32) wurde in der subakuten Phase der CVB3-Myokarditis eine dominante Th1-

Immunantwort beschrieben. Li et al. (221) beobachteten vor allem einen Anstieg des Th1-

Zytokins Il-2. Die aggravierende inflammatorische Wirkung von Il-1, IL-2 und TNF-α auf den 

Myokarditisverlauf ist durch zahlreiche Untersuchungen belegt (80, 81, 82, 83, 222; s. 1.4.2.3, S. 

15). 
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Die Th1-Antwort mit Aktivierung autoreaktiver zytotoxischer CD8+-T-Lymphozyten ist nach 

Ansicht verschiedener Autoren für die Myokardschäden in der subakuten Phase der CVB3-

Myokarditis verantwortlich (48, 58, 145, 146, 162). Demgegenüber werden der Th2-Antwort mit 

Aktivierung der humoralen Immunabwehr und Hemmung der Th1-Antwort protektive 

Eigenschaften zugeschrieben. Dem entspricht die Beobachtung von Huber et al. (31), dass 

weibliche BALB/c-Mäuse, die im Gegensatz zu den männlichen Tieren eine dominante Th2-

Antwort ausbilden, einen wesentlich milderen Verlauf der CVB3-Myokarditis aufweisen. 

Ebenso bewirkt bei BALB/c-Mäusen die Induktion einer dominanten Th1-Anwort durch Vγ4+-T-

Zellen eine Verstärkung und die Induktion einer dominanten Th2-Antwort durch Vγ1+-T-Zellen 

eine Hemmung der CVB3-Myokarditisentwicklung (123, 124). Diese Rollenverteilung ist jedoch 

nicht ohne weiteres auf alle Myokarditismodelle übertragbar. So stand bei A/J Mäusen mit 

myosininduzierter Autoimmunmyokarditis die Th2-Immunantwort im Vordergrund, jedoch hatte 

sie hier keine protektive, sondern eine die Krankheitsentwicklung und -progression fördernde 

Wirkung. Dementsprechend konnte durch Gabe eines monoklonalen anti-Il-4 Antikörpers der 

Th2- in einen Th1-Phänotyp umgewandelt und der Myokarditisverlauf abgemildert werden (126). 

 

Die Polarisierung der CD4+-Helferzellen zu Th1- oder Th2-Zellen wird neben IFN-γ im 

Wesentlichen von Il-4 kontrolliert (88, 117, 118, 223). Es stimuliert die Th2-Bildung und die 

Expression antiinflammatorischer Zytokine (87), hemmt die Th1-Funktion mit IL-2 und IFN-γ-

Bildung (60, 88, 118) und führt zu einem deutlichen Abfall von IFN-γ produzierenden Th1-

Zellen (224). Damit übereinstimmend führte die in der vorliegenden Studie durchgeführte Il-4-

Behandlung bei den infizierten Mäusen zu einem signifikanten Abfall von IFN-γ und einer 

tendenziellen Abnahme von Il-1ß. Der etwas geringer ausgeprägte Effekt auf Il-1ß am 14. Tag 

p.i. könnte darauf zurückzuführen sein, dass Il-1ß vor allem in der akuten Phase bis zum siebten 

Tag ansteigt (32), IFN-γ und TNF-α jedoch bis in die späte Phase hinein exprimiert werden (34). 

TNF-α wurde durch die Il-4 Behandlung nicht supprimiert, was mit seiner dualen Expression 

sowohl von Th1- als auch Th2-Zellen erklärbar ist. Ein Anstieg der Th2-Zytokine (Il-6, Il-10), 

über das bereits im Rahmen der Infektion erreichte Niveau hinaus, war nicht festzustellen. 

 

Das myokardiale Infiltrat der infizierten Mäuse war von einem deutlichen Überwiegen der 

CD3+-Zellen geprägt. Gegenüber den Kontrolltieren wiesen die infizierten Tiere einen 

signifikanten 5,0-fachen Anstieg der CD3+-T-Lymphozyten auf. Da eine Differenzierung in 
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CD4+- oder CD8+-Zellen nicht vorgesehen war, bleibt offen, auf welchen Zelltyp diese 

Veränderung zurückzuführen ist. Von anderen Autoren wurde aber übereinstimmend sowohl bei 

der CVB3- (48, 58) als auch der murinen CMV-Myokarditis (59) nach dem siebten Tag p.i. eine 

Dominanz von CD8+- gegenüber CD4+-Zellen beschrieben. Die Untersuchung der CD11b+-

Makrophagen ergab im Vergleich zu den CD3+-Lymphozyten eine deutlich geringere Präsenz 

und nur einen 1,5-fachen, nicht signifikanten Anstieg bei den infizierten Tieren gegenüber den 

Kontrolltieren. Die Dominanz von CD3+-Zellen im entzündlichen Infiltrat der späten subakuten 

Phase der CVB3-Myokarditis stimmt mit den Befunden anderer Autoren überein (48, 58, 221). 

Lediglich Huber (225) fand bei BALB/c-Mäusen mit CVB3-Myokarditis ein Überwiegen von 

Makrophagen gegenüber CD3+-Lymphozyten. Allerdings beziehen sich diese Daten auf den 

siebten und nicht den 14. Tag p.i. wie bei der vorliegenden Untersuchung. Vom 

pathogenetischen Ablauf her ist plausibel, dass zu Anfang die antigenpräsentierenden 

Makrophagen und später die induzierten T-Lymphozyten im Vordergrund stehen. Damit 

übereinstimmend beschrieb Kawai (48) eine maximale Zunahme der T-Lymphozyten im 

Zeitraum zwischen dem siebten und 14. Tag p.i. Der Anstieg der CD3+-Lymphozyten im 

Rahmen der Infektion ist vermutlich unter anderem auf die gesteigerte Expression der Th1-

Zytokine Il-2, Il-1ß und IFN-γ zurückzuführen, die eine wichtige Rolle in der Aktivierung und 

Proliferation von T-Lymphozyten spielen (118, 122, 226, 227, 228). 

  

Unter der Il-4-Behandlung wurde eine Abnahme des entzündlichen Infiltrates beobachtet. Dies 

betraf vor allem die CD3+-Lymphozyten, die einen signifikanten 2,2-fachen Abfall aufwiesen 

und weniger die Makrophagen mit einer 1,9-fachen Reduktion. Auch bei BALB/c-Mäusen mit 

CVB3-Myokarditis wurde unter einer auf nur fünf Tage begrenzten Il-4-Gabe ein signifikanter 

Abfall der CD3+-Zellen beobachtet (221). Ursächlich dürfte hierfür die Il-4-bedingte Hemmung 

der Th1-Zytokinexpression insbesondere von Il-2, Il-1ß und IFN-γ sein (60, 88), die, wie oben 

beschrieben, für die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten von Bedeutung sind. 

 

Bei keinem der Kontrolltiere konnte mittels der RT-PCR in Kombination mit der nested-PCR 

CVB3-RNA im Myokard nachgewiesen werden. Auch bei vier der unbehandelten und bei zwei 

der mit Il-4 behandelten infizierten Tiere ließ sich am Ende der subakuten Phase keine CVB3-

RNA mehr detektieren. Die bereits erfolgte CVB3-RNA-Elimination bei der Hälfte der Tiere 

war ebenso unerwartet, wie auch die höhere Eliminationsrate bei den unbehandelten Mäusen. 
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Zudem scheinen beide Befunde im Widerspruch zu den ausgeprägten Entzündungsparametern 

und der schweren kardialen Dysfunktion bei den unbehandelten Tieren zu stehen. Nach 

Beobachtungen von Herzum et al. (260) ist jedoch die kardiale Dysfunktion bei der CVB3-

Myokarditis nicht mit der Viruskonzentration, sondern mit den histologischen Veränderungen 

korreliert. Darüber hinaus wird von verschiedenen Autoren diskutiert, inwieweit nicht die 

kardiale, sondern die extrakardiale CVB3-Persistenz z.B. in Milz und Lymphknoten für die 

Chronifizierung der CVB3-Myokarditis verantwortlich ist (35, 36, 37, 149). Hiernach käme der 

rascheren kardialen CVB3-RNA-Elimination bei den unbehandelten Mäusen weder in Bezug auf 

die kardiale Funktion noch auf den weiteren Myokarditisverlauf eine prognostische Bedeutung 

zu. Ursächlich könnte sie durch das im Vergleich zu den behandelten Tieren wesentlich stärkere 

T-Zellinfiltrat bedingt sein, da insbesondere CD8+-T-Zellen letztlich für die Elimination 

virusinfizierter Myozyten verantwortlich sind.  
 

 

4.3 Extrazelluläre Matrix 

 

Zahlreiche Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass die inflammatorische Reaktion 

Umbauvorgänge der EZM induziert, die mit pathologischen Veränderungen des funktionell und 

morphologisch wichtigen Kollagengerüstes einhergehen. Diese unter dem Begriff des 

Remodeling zusammengefassten Veränderungen (s. 1.4.4.1, S. 24) werden durch Zytokine und 

vor allem durch Matrixmetalloproteinasen (MMPs) verursacht und führen ungebremst zur 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz und einer DCM (173, 178, 192, 209, 221, 229). Für einen 

kausalen Zusammenhang zwischen MMP-Aktivierung und EZM-Umbau sprechen 

experimentelle Daten. So führte eine chronische konstitutive Expression von MMP-1 im Herzen 

von transgenen Mäusen zur Desorganisation der EZM mit Reduktion des interstitiellen 

Kollagens und zur systolisch/diastolischen Funktionsstörung (177). 

 

Das Bindeglied zwischen der Entzündung und der Aktivierung des Matrixdegradationssystems 

stellt die Immunantwort des Organismus mit Zytokinexpression und zellulärem Infiltrat dar. 

Insbesondere die Zytokine fungieren als wichtige Regulatoren des MMP-Systems (189, 196, 

230). Beispielhaft konnte gezeigt werden, dass die kardiale Überexpression von TNF-α bei 

transgenen Mäusen mit einer gesteigerten MMP-Aktivität, einem progredienten Remodeling und 

einer linksventrikulären Dilatation einhergeht (207, 231). Umgekehrt führte die kardiale 
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Expression eines Il-1-Rezeptorantagonisten bei BALB/c-Mäusen zur drastischen Reduktion der 

Fibrosebildung und Mortalität (222). Insbesondere proinflammatorische Zytokine wie Il-1ß, 

TNF-α und IFN-γ können die Synthese verschiedener MMPs (MMP-1, -2, -3, -9) induzieren 

(168, 232, 233). TGF-ß stimuliert die MMP-2- und MMP-9-Expression und supprimiert MMP-1 

und MMP-3 (186, 187, 188). 

 

Über die direkte Einflussnahme auf die MMP-Synthese hinaus aktivieren Il-1ß und TNF-α noch 

indirekt auf zweierlei Weise das MMP-System. Zum einen stimulieren sie über die 

Expressionssteigerung von uPA die Bildung der Serinprotease Plasmin, die neben MMP-3 und 

MT1-MMP latente proMMPs aktiviert (234, 235). Zum anderen inhibieren sie spezifische 

TIMPs und reduzieren damit deren Hemmung der proMMP-Aktivierung bzw. Inaktivierung der 

aktiven MMPs (183, 196, 236). Die genannten Zytokine führen jedoch nicht nur über die 

Aktivierung des MMP-Systems, sondern auch über eine Modulation der Kollagensynthese zum 

EZM-Umbau (s.u.). 

  

Neben den proinflammatorischen Zytokinen ist auch das zelluläre Infiltrat der 

Entzündungsreaktion an dem Remodeling beteiligt. Die bei der viralen Myokarditis in großer 

Zahl auftretenden Makrophagen, Fibroblasten, Neutrophilen und T-Lymphozyten sind alle zur 

Expression von MMPs befähigt (180, 181, 232). Dementsprechend konnten bei Mäusen mit 

CVB3-Myokarditis mittels In-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie infiltrierende 

CD11b+-Makrophagen bzw. infiltrierende Immunzellen als Hauptquelle von MMP-3 und MMP-

9 identifiziert werden (175, 178, 221). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Beschreibung des Zustands des 

Matrixdegradationssystems die mRNA-Expression von vier MMPs (MMP-2, MMP-3, MMP-9, 

MT1-MMP), von einem spezifischen MMP-Inhibitor (TIMP-4), von zwei Vertretern der 

Plasminogenaktivierung (uPA, tPA) und die MMP-2-Aktivität untersucht. Bezogen auf die 

MMPs wiesen die infizierten Tiere einen 2,6-fachen Anstieg von MMP-3 und einen 2-fachen 

Anstieg von MT1-MMP auf. MMP-2 und MMP-9 waren jedoch ebenso wie TIMP-4 gegenüber 

den Kontrollen unverändert. Der MMP-3-Anstieg steht im Einklang mit der bei den infizierten 

Tieren signifikant erhöhten Zytokinexpression (Il-1ß, TNF-α , IFN-γ). Demgegenüber 

verwundert die unveränderte mRNA-Expression von MMP-2 und MMP-9. Am ehesten scheint 
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dies noch für MMP-2 verständlich, das im Myokard konstitutiv exprimiert werden soll, jedoch 

nicht für die induzierbare Form von MMP-9 (237, 238, 239). Auch die Einbeziehung des 

Inhibitors durch Bildung der MMP/TIMP-4 Quotienten führte zu keiner Veränderung des 

Befundes. MMP-2/TIMP-4 und MMP-9/TIMP-4 waren bei den infizierten Mäusen gegenüber 

den Kontrollen unverändert. Lediglich das Verhältnis MMP-3/TIMP-4 stieg auf das 2,5-fache 

an. Bei CVB3-infizierten BALB/c-Mäusen wurde am zehnten Tag p.i. ebenfalls ein Anstieg der 

mRNA von MMP-3 (2-fach) beobachtet. Im Unterschied zu den vorliegenden Ergebnissen 

waren jedoch auch die mRNA-Expression von MMP-9 erhöht und von TIMP-4 erniedrigt (175). 

Auch Cheung et al. (178), die CVB3-infizierte A/J-Mäuse am dritten, neunten und 30. Tag p.i. 

untersuchten, beschrieben einen Anstieg der MMP-9-mRNA und einen Abfall der 

Proteinexpression von TIMP-4 am neunten Tag. Danach bildeten sich die Veränderungen jedoch 

zurück, so dass sich am 30. Tag p.i. die Werte beider Parameter nicht mehr von den Basalwerten 

unterschieden. Dennoch erscheint es nicht sehr wahrscheinlich, dass der spätere 

Untersuchungszeitpunkt der vorliegenden Untersuchung (14. Tag gegenüber neuntem bzw. 

zehntem Tag p.i.) für die Unterschiede bezogen auf MMP-9 bzw. TIMP-4 verantwortlich ist. 

Daten anderer Untersucher zum Matrixdegradationssystem bei SWR/J-Mäusen sind nicht 

bekannt. Insofern bleibt zur Zeit unklar, inwieweit bei den verschiedenen Mausstämmen 

(SWR/J, BALB/c, A/J) Unterschiede in der kardialen Expression von MMPs nach CVB3-

Infektion bestehen. 

 

Die MMP-2-Aktivität der infizierten Tiere war jedoch im Gegensatz zur unveränderten mRNA-

Expression von MMP-2 signifikant erhöht. Die Aussagekraft der mRNA-Expression ist 

vermutlich begrenzt, da alle extrazellulären MMPs als Proenzyme sezerniert und bis zur 

Aktivierung inaktiv an EZM-Proteine oder Zellmembranen gebunden sind (189). Darüber hinaus 

bleibt bei der mRNA-Bestimmung auch der jeweilige Zustand der verschiedenen Inhibitoren 

unberücksichtigt. Insofern erscheint die Untersuchung der tatsächlichen MMP-Aktivität 

insbesondere von MMP-2 und MMP-9 aussagekräftiger. So bestand bei DBA/2-Mäusen mit 

CVB3-Myokarditis eine signifikante Korrelation zwischen der Aktivität von MMP-2 bzw. 

MMP-9 und dem histologischen Score sowie der kardialen Dysfunktion (240). Das Maximum 

der Aktivitätszunahme lag am zehntem Tag bei einer Verlaufsbeobachtung bis zu 30 Tagen. 

Auch Cheung et al. (178) beobachteten einen signifikanten parallelen Anstieg der MMP-2- und 
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MMP-9-Aktivität bis zum neunten Tag der CVB3-Myokarditis mit nachfolgendem Abfall auf 

subbasale Werte am 30. Tag p.i. 

 

Der Aktivierungsvorgang von MMP-2 ist sehr komplex und besteht aus mehreren Schritten. 

MT1-MMP bildet mit TIMP-2 und proMMP-2 einen membranständigen Komplex (191, 201, 

202). Bei niedriger Konzentration von TIMP-2 und unvollständiger Absättigung von MT1-MMP 

wird das im Komplex gebundene proMMP-2 durch benachbarte freie MT1-MMP-Moleküle zu 

inaktiven, intermediären 68/64 kDa Produkten umgewandelt. Erst daran schließt sich die 

eigentliche Aktivierung mit der proteolytischen Degradation zur aktiven 62 kDa MMP-2 an. Der 

letzte Schritt erfolgt offensichtlich durch die Serinprotease Plasmin unabhängig von anderen 

MMPs oder Proteasen und kann durch Plasmininhibitoren oder Anti-uPA-Antikörper gehemmt 

werden (241, 242, 243). Hiernach ist neben MT1-MMP vor allem das Plasminogensystem für 

die MMP-2-Aktivierung von entscheidender Bedeutung. Plasmin selbst wird über die zwei 

Plasminogenaktivatoren uPA und tPA gebildet, deren Aktivität wiederum durch einen 

Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI) gehemmt wird. 

 

Die infizierten Tiere der vorliegenden Arbeit wiesen nicht nur einen Anstieg der mRNA von 

MT1-MMP, sondern auch eine signifikante Steigerung der uPA-Expression auf. In 

Übereinstimmung mit der geschilderten MMP-2-Bildung stützen und erklären beide Befunde die 

nachgewiesene Aktivitätssteigerung von MMP-2. Der Zusammenhang mit der entzündlichen 

Reaktion besteht vermutlich in der vermehrten Bildung von Il-1ß und TNF-α, die beide die 

mRNA-Expression von uPA stimulieren (234, 235). Die tPA-Expression der infizierten Tiere 

hingegen war gegenüber den Kontrolltieren unverändert, was den Beobachtungen anderer 

Autoren entspricht (192). Die zentrale Bedeutung des Plasminogensystems für das kardiale 

Remodeling bei primär entzündlichen und nicht entzündlichen Myokarderkrankungen wird 

durch zwei Studien untermauert. Zum einen verminderte eine uPA-Geninaktivierung bei CVB3-

infizierten Mäusen uPA (-/-) die Expression proinflammatorischer Zytokine (Il-1ß, Il-6, TGF-ß), 

das T-Zellinfiltrat sowie den Myokardschaden und verhinderte das Auftreten einer 

linksventrikulären Funktionsstörung bzw. Dilatation (192). Zum anderen waren bei uPA (-/-) 

Mäusen mit arterieller Hypertonie im Gefolge eines Aortenbandings die linksventrikuläre 

Hypertrophie, Fibrose und Dilatation gegenüber den Kontrollen oder tPA (-/-) Mäusen deutlich 

geringer ausgeprägt (244). 
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Die Behandlung mit Il-4 führte bei den infizierten Tieren abgesehen von einem tendenziellen 

Abfall der mRNA-Expression von MMP-3 (1,6-fach) zu keiner Veränderung der untersuchten 

MMPs. Demgegenüber stieg die mRNA von TIMP-4 unter Il-4 signifikant an. Alle Quotienten 

aus MMP-2, MMP-3 bzw. MMP-9 und TIMP-4 waren um den Faktor 3,5 - 5,3 signifikant 

vermindert. Da TIMP-4 ein starker Inhibitor aller hier untersuchter MMPs ist (183, 198, 200), 

kann davon ausgegangen werden, dass die Reduktion der MMP/TIMP-4 Quotienten eine 

tatsächliche Aktivitätsabnahme des Matrixdegradationssystems widerspiegelt. In Bezug auf 

MMP-2 kann dies anhand der gemessenen signifikanten Abnahme der MMP-2-Aktivität unter Il-

4 direkt nachvollzogen werden. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass auch die 

mRNA-Expression des Plasminogenaktivators uPA unter Il-4 signifikant abnahm. Insofern kann 

die verminderte MMP-2-Aktivität sowohl auf die spezifische Hemmung durch TIMP-4 als auch 

auf die verminderte Aktivierung durch Plasmin zurückgeführt werden. Darüber hinaus scheint Il-

4 in humanen Monozyten zumindest die MMP-1- und MMP-9-Aktivität auch direkt über eine 

Hemmung der Prostaglandin E2-Synthese zu supprimieren (245, 246). Bezogen auf MMP-3, 

MMP-9, TIMP-4 und die MMP-2-Aktivität stimmen die ermittelten Daten mit denen bei CVB3-

infizierten BALB/c-Mäusen und einer auf fünf Tage begrenzten Il-4-Gabe überein. Unterschiede 

bestehen bezüglich der mRNA-Expression von MMP-2 und MT1-MMP, die bei den BALB/c-

Mäusen signifikant reduziert waren (221). Vergleichbare Daten zu den MMP/TIMP-4 

Quotienten oder der uPA-Expression liegen nicht vor. 

 

Über die Regulation der TIMP-4-Expression ist bislang wenig bekannt. Insofern ist die 

Beobachtung von Interesse, dass auch die nicht infizierten Kontrolltiere unter Il-4 einen 

signifikanten Anstieg der mRNA von TIMP-4 aufwiesen. Dies könnte darauf hinweisen, dass Il-

4 einen direkten stimulierenden Effekt auf die mRNA-Expression von TIMP-4 besitzt, so wie er 

für TIMP-1 in konjunktivalen Fibroblasten gezeigt wurde (203). Auf der anderen Seite ist 

insbesondere bei den infizierten Tieren auch eine indirekte Wirkung über die Suppression der 

Th1-Antwort in Betracht zu ziehen. So hemmen die proinflammatorischen Zytokine Il-1ß und 

TNF-α die Expression von TIMP-3 in endothelialen bzw. kardialen Zellen (236, 247). Jedoch 

konnte dies für TIMP-2 und TIMP-4 bislang nicht gezeigt werden (247). Zudem führte die Il-4-

Gabe in der vorliegenden Arbeit nur zu einer geringen Expressionsminderung von Il-1ß und 
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TNF-α. Ein TIMP-4-Anstieg über eine Suppression der Th1-Antwort kann somit nicht eindeutig 

belegt werden. 

 

Wie oben erwähnt beeinflussen bestimmte Zytokine die EZM nicht nur indirekt über die 

Regulation des Matrixdegradationssystems, sondern auch direkt durch Eingriff in den 

Kollagenumbau. Allerdings bestehen hierbei gegensätzliche Effekte. So reduzieren sowohl Il-1ß 

als auch TNF-α in kardialen Fibroblasten von Ratten die Kol I- und Kol III-Synthese und 

erhöhen die MMP-Gesamtaktivität (168). Auch IFN-γ verringert die Kollagenexpression in 

humanen Fibroblasten (248, 249) und fördert die Degradation durch Induktion von MMP-1 

(233). Demgegenüber wird die Kollagensynthese durch TGF-ß gesteigert (167, 250, 251). 

 

Trotz Induktion der proinflammatorischen Zytokine Il-1ß, TNF-α und IFN-γ sowie des Anstiegs 

der MMP-3-mRNA und MMP-2-Aktivität zeigten die infizierten Tiere der vorliegenden Arbeit 

keine Veränderung der mRNA-Expression von Kol I oder Kol III. Auch die Il-4-Behandlung 

hatte keinen Einfluss auf die Kollagenexpression. Li et al. (175) untersuchten die mRNA-

Expression von Kol I und den Gesamtkollagengehalt des Herzens bei BALB/c-Mäusen mit 

CVB3-Moykarditis und fanden ebenfalls keine Veränderung gegenüber den Kontrolltieren. Im 

Unterschied dazu wurden bei dilatativer Kardiomyopathie ein unproportional stärkerer Anstieg 

der mRNA-Expression von Kol I, eine Zunahme des Verhältnisses von Kol I/ Kol III und eine 

Vermehrung des Gesamtkollagengehaltes beschrieben (173, 174). 

 

Die unveränderte Expression von Kol I und Kol III könnte prinzipiell durch die gegenseitige 

Aufhebung der oben geschilderten gegenläufigen Wirkungen der verschiedenen Zytokine 

bedingt sein. Dies erscheint jedoch bei gleichzeitiger Berücksichtigung der Ergebnisse der 

infizierten und mit Il-4 behandelten Gruppe unwahrscheinlich. Bei den infizierten Tieren wäre 

infolge der dominanten Th1-Antwort eher eine Abnahme und bei den mit Il-4 behandelten Tieren 

infolge der Th1-Suppression und TGF-ß Induktion (88, 106) eine Zunahme der Kollagensynthese 

zu erwarten gewesen. Ein relevanter Effekt auf die Kollagenexpression hätte sich somit 

spätestens bei dem statistischen Vergleich beider Gruppen zeigen sollen, was aber nicht der Fall 

war. Von entscheidender Bedeutung scheint hingegen der Untersuchungszeitpunkt im frühen 

Stadium der Myokarditis zu sein. Verschiedene Untersuchungen sprechen dafür, dass die CVB3-

Myokarditis z.B. im Vergleich zur EMCV-Myokarditis nur langsam progredient verläuft (57, 
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210, 252) und bei BALB/c- sowie A/J-Mäusen erst später zu stärkerer Kollagenexpression führt 

(253, 254). Auch bei DBA/2-Mäusen war der myokardiale Kollagengehalt am zehnten Tag p.i. 

unverändert und stieg erst am 21. bzw. 30. Tag p.i. signifikant an (240). Li et al. (175) fanden 

mit Western-Blot-Analyse am zehnten Tag p.i., bei unveränderter mRNA-Expression, eine 

signifikante Zunahme des löslichen Anteils des Kol I. Das lösliche Kollagen ist gekennzeichnet 

durch gespaltene Quervernetzungen, die eine verminderte Compliance und eine erhöhte 

Wandsteifigkeit des Ventrikels bedingen. Eine solche Abnahme der stabilen Quervernetzungen 

konnte auch bei explantierten Herzen mit DCM nachgewiesen werden (255). Ebenso fand sich 

bei Ratten mit einer durch Aortenbanding verursachten arteriellen Hypertonie parallel zur 

Entwicklung einer linksventrikulären Funktionsstörung und Dilatation eine Abnahme des 

Verhältnisses unlösliches zu lösliches Kollagen (256). Die Depolymerisation der 

Quervernetzungen der Kollagenpolymere erfolgt über aktivierte MMPs (252), wobei besonders 

MMP-9 von Bedeutung sein soll (257). Unter diesem Gesichtspunkt gewinnt die beschriebene 

Aktivitätszunahme von MMP-2 und MMP-9 in der subakuten Phase der CVB3-Myokarditis eine 

ganz besondere Bedeutung. Unter Berücksichtigung der verschiedenen Befunde kann demnach 

gefolgert werden, dass bei der frühen CVB3-Myokarditis nicht die Modulation von 

Kollagensynthese oder -abbau, sondern eine Auflösung von Quervernetzungen im Vordergrund 

steht, die zur Schädigung des Kollagengerüstes und zur kardialen Dysfunktion führt. 

 

 

4.4 Hämodynamik 

 

Für die Einschätzung der Folgen einer Myokarditis bzw. für die Beurteilung des Nutzens einer 

Myokarditistherapie sind letztlich neben dem harten Kriterium „Überleben“ die 

hämodynamischen Parameter entscheidend. Im Vordergrund steht hierbei die Funktion des 

linken Ventrikels, der von der viralen Myokarditis am häufigsten und funktionell am stärksten 

betroffen ist (1, 2, 258, 259). Für die Untersuchung wurde das von Georgakopoulos et al. (216) 

beschriebene Konduktanz-Mikromanometersystem mit Zugang über die A. carotis verwandt, das 

im Gegensatz zu früheren Untersuchungen bei geschlossenem Thorax eingesetzt wird. Die 

kleinen anatomischen Verhältnisse der Maus, die hohe Empfindlichkeit der Messmethode 

gegenüber falscher oder instabiler Katheterlage sowie die nötige kritische Beurteilung der 

Messwerte während des Untersuchungsganges erfordern einen erfahrenen Untersucher. Deshalb 
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wurden für die vorliegende Arbeit, wie bereits bei früheren Studien (175, 210, 211, 221), die 

hämodynamischen Untersuchungen von der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. Carsten Tschöpe 

(Klinik für Kardiologie und Pulmologie, Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin 

Franklin) durchgeführt. 

 

Die Parameter für die systolische und diastolische Herzfunktion wurden von den Druck-

Volumen-Kurven abgeleitet. Für die Beschreibung der linksventrikulären Funktion wurden der 

endsystolische Druck (LVESP) als Maß für die maximale Wandspannung, die maximale 

Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dtmax als Maß für die Kontraktilität und die minimale 

Druckabfallsgeschwindigkeit dP/dtmin als Maß für die diastolische Relaxation bestimmt. Als Maß 

für die Herzauswurfleistung wurden das Herzminutenvolumen (CO) und die Ejektionsfraktion 

(EF) berechnet. 

 

Am 14. Tag der CVB3-Infektion wiesen die Mäuse eine schwere, statistisch signifikante 

Verschlechterung der Herzleistung gegenüber den nicht infizierten Kontrolltieren auf. Hiervon 

waren alle untersuchten Funktionsparameter betroffen. Die quantitativ stärksten Veränderungen 

zeigten die Ejektionsfraktion und das Herzminutenvolumen mit einem Abfall auf weniger als die 

Hälfte der Kontrollwerte. LVESP, dP/dtmax und dP/dtmin waren um den Faktor 1,3 bzw. 1,6 

reduziert. Bei der Abnahme von dP/dtmax und dP/dtmin ist prinzipiell auch die Herzfrequenz zu 

berücksichtigen, die jedoch bei den infizierten Tieren nur um den Faktor 1,1 abnahm. Die mit Il-

4 behandelten wiesen gegenüber den unbehandelten infizierten Tieren überhaupt keine 

Herzfrequenzveränderung auf.  

 

Hämodynamische Daten anderer Autoren bei SWR/J-Mäusen mit CVB3-Myokarditis liegen zum 

Vergleich nicht vor. Die Ergebnisse stimmen jedoch mit den hämodynamischen Untersuchungen 

bei anderen Mausstämmen überein. Herzum et al. (260) und Tschöpe et al. (210) fanden am 

zehnten Tag einer CVB3-Myokarditis bei DBA/2- bzw. Balb/c-Mäusen ebenfalls eine Abnahme 

von Herzfrequenz, LVESP, dP/dtmax und dP/dtmin. Die Abnahme der Parameter war mit den 

histologischen Veränderungen nicht jedoch der myokardialen Viruskonzentration korreliert 

(260). Der unerwartete Abfall der Herzfrequenz wurde auf die myokardiale Zellschädigung unter 

Einbeziehung des Reizleitungssystems zurückgeführt (210), wie sie von Terasaki et al. (261) 

beschrieben wurde. Nishio et al. (252) führten serielle Untersuchungen der Hämodynamik an 
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neun von insgesamt 14 Tagen an einer Gruppe von DBA/2-Mäusen mit EMCV-induzierter 

Myokarditis durch. Die am 14. Tag erhobenen Befunde einschließlich CO und EF entsprechen 

ebenfalls den hier erhobenen Befunden. Jedoch trifft dies nicht für die Herzfrequenz zu, die nicht 

nur am 14. Tag, sondern zu keinem der vorangegangenen Untersuchungstage verändert war. Die 

myokardiale Zellschädigung durch EMCV ist bereits früher und stärker ausgeprägt als bei der 

CVB3-Myokarditis (s.u.) und kommt als Erklärung für die beobachtete Diskrepanz nicht in 

Betracht. Inwieweit CVB3 eine stärkere Affinität zu Zellen des Reizleitungssystems besitzt als 

EMCV, ist unklar.  

 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der CVB3- und EMCV-Myokarditis besteht in dem 

zeitlichen Ablauf der hämodynamischen Veränderungen und dem Auftreten einer 

Myokarddilatation. Während bei der CVB3-Myokarditis die linksventrikuläre Funktion bis zum 

siebten Tag p.i. erhalten blieb (260), traten bei der EMCV-Myokarditis bereits ab dem dritten 

Tag ein deutlicher Abfall von CI („cardiac index“) und EF sowie ab dem fünftem Tag eine 

linksventrikuläre Dilatation auf (252). Demgegenüber wurde bei CVB3-infizierten BALB/c-

Mäusen bis zum zehnten (210) bzw. zwölften Tag p.i. (57) keine Myokarddilatation beobachtet. 

Am 35. Tag p.i. bestand jedoch auch bei CVB3-infizierten Mäusen eine schwere DCM (57). 

Offensichtlich ist die CVB3-Myokarditis im Vergleich zu der EMCV-Myokarditis durch eine 

langsamere Entwicklung der funktionellen und morphologischen Veränderungen ausgezeichnet.  

 

Ursächlich kommen für die schwere Beeinträchtigung der Herzleistung der infizierten Tiere ein 

Verlust an kontraktilen Elementen sowie ein Umbau der extrazellulären Matrix in Frage. Hierzu 

können eine Reihe von Faktoren beitragen wie direkte virale Myozytenschädigung (49, 53, 54, 

55, 56), Elimination virusinfizierter Myozyten durch NK-Zellen (64, 65, 66), zytokinbedingte 

Funktions- und Zellschädigungen (262, 263), autoreaktive zytotoxische CD8+-T-Lymphozyten 

(48, 58, 134, 135, 162) sowie Aktivierung des Matrixdegradationssystems (175, 178, 192, 211, 

264). 

 

Zur Rolle des akuten Myozytenverlustes durch CVB3 oder NK-Zellen können die vorliegenden 

Ergebnisse aufgrund des Studiendesigns bzw. des Untersuchungszeitpunktes am 14. Tag p.i. 

keine weiteren Informationen liefern. Im Hinblick auf die Zytokine ist von Bedeutung, dass sie 

sowohl direkt als auch indirekt Myokardschäden verursachen können. Bei den infizierten Tieren 
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lag eine dominante Expression proinflammatorischer Zytokine (Il-1ß, TNF-α, IFN-γ) vor, deren 

zentrale Rolle für die Entwicklung und Progression der CVB3-Myokarditis wiederholt 

dokumentiert wurde (52, 80, 81, 82, 83). In Bezug auf die kardiale Funktionsstörung ist von 

Interesse, dass Il-1ß und TNF-α in der vorliegenden Studie negativ mit der Ejektionsfraktion 

korreliert waren. Hierbei ist jedoch offen, worauf diese Beziehung im Einzelnen beruht. Von Il-

1ß und insbesondere TNF-α ist bekannt, dass sie die linksventrikuläre Funktion direkt 

vermindern und Apoptosen induzieren können (228, 262, 263, 265). Darüber hinaus sind, wie 

unter 4.2 und 4.3 diskutiert, die Th1-Zytokine aber auch bei der Rekrutierung, Stimulation und 

Proliferation von CD8+-T-Zellen (122, 226, 227, 228) sowie der Modulation des 

Matrixdegradationssystems entscheidend involviert (168, 183, 236). Die signifikant vermehrten 

CD3-Zellen der infizierten Tiere sprechen dafür, dass die Zytokine über die Stimulation von 

zytotoxischen CD8+T-Lymphozyten zumindest zum Teil zu dem Myokardschaden beigetragen 

haben. Diese Annahme stimmt mit Beobachtungen anderer Autoren überein, die gezeigt haben, 

dass die myokardiale Zellschädigung in der späten subakuten Phase vor allem durch 

zytotoxische CD8+-T-Zellen verursacht wird (48, 58, 59, 130, 225). 

 

Neben dem Verlust an kontraktilen Elementen durch Myozytolysen und Apoptosen stellt der 

Umbau der EZM den zweiten wichtigen Faktor in der Entwicklung der linksventrikulären 

Dysfunktion dar (173, 178, 192, 209, 221, 229). Bei den infizierten Mäusen lagen eine 

gesteigerte Expression von MMP-3 und uPA, ein Anstieg der MMP-2-Aktivität sowie ein 

erhöhtes MMP-3/TIMP-4-Verhältnis vor. Alle Befunde sind mit der dominanten Th1-

Zytokinexpression insbesondere von Il-1ß und TNF-α erklärbar. Zusammengenommen sprechen 

sie dafür, dass das Matrixdegradationssystems aktiviert und an dem kardialen Funktionsverlust 

der Tiere beteiligt war. In diesem Sinne kann auch die negative Korrelation zwischen uPA und 

der EF interpretiert werden. 

 

Die mit Il-4 behandelten infizierten Mäuse wiesen im Gegensatz zu den unbehandelten Tieren 

eine weitgehend erhaltene Herzfunktion auf. LVESP, CO und EF waren signifikant höher als bei 

den infizierten Tieren. Der gleiche Trend ergab sich für dP/dtmax bzw. dP/dtmin. Bezogen auf die 

Mittelwerte der nicht infizierten Kontrollen lagen alle Parameter im Kontrollbereich, lediglich 

die EF war mit 42,2% gegenüber 51,1% erniedrigt. Zur Zeit liegt nur eine Studie zum Vergleich 

der Hämodynamikwerte unter einer Il-4-Behandlung vor. Li et al. (221) untersuchten bei CVB3-
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infizierten BALB/c-Mäusen die Wirkung einer jeweils fünftägigen Il-4-Gabe am Anfang bzw. 

Ende einer zehntägigen Studie. Hierbei fanden sie bei den früh behandelten Tieren ebenfalls eine 

signifikant besser erhaltene Herzleistung bezogen auf LVESP und dP/dtmax, nicht jedoch bei den 

spät behandelten Tieren. Für CO und EF wurden keine Werte mitgeteilt. Als möglichen Grund 

für die unterschiedlichen Effekte der beiden Behandlungsschemata diskutierten die Autoren den 

zeitlich differenten Behandlungsbeginn und dessen Auswirkungen auf die Th0-Polarisierung in 

Th1- bzw. Th2-Zellen. Murphy et al. (224) zeigten in vitro, dass Th1-Zellen, die durch Il-12-

Stimulation in Gegenwart eines Il-4-Antikörpers generiert wurden, durch Restimulation mit Il-4 

in Th2-Zellen umgewandelt werden können. Demgegenüber verloren wiederholt mit Il-12 

stimulierte, längerfristig polarisierte Th1-Populationen ihre Plastizität und wandelten sich nach 

Restimulation nicht mehr in Th2-Zellen um. Insofern wäre denkbar, dass eine nach dem fünften 

Tag p.i. einsetzende Il-4-Behandlung nicht mehr zur Umkehr der Th1-Polarisierung in der Lage 

ist. Einer anderen Studie zufolge scheint jedoch die Anwesenheit von IL-4 während der 

Generation von Th1-Zellen durch Il-12 notwendig zu sein und die Plastizität bei Abwesenheit 

von Il-4, wie bei der zuvor genannten Untersuchung, verloren zu gehen (266). Insofern ist 

unklar, inwieweit die Daten der speziellen experimentellen Bedingungen von Murphy et al. 

(224) sich auf die Situation in vivo übertragen lassen, wo vor und während der 

Antigenpräsentation NK- bzw. NK1.1+CD4+-Zellen nicht nur Il-12, sondern auch große Mengen 

Il-4 exprimieren. 

 

Der kardioprotektive Effekt von Il-4 ist offensichtlich auf eine Abschwächung der oben 

diskutierten Schädigungsmechanismen zurückzuführen. So zeigten die Th1-Zytokinexpression, 

das entzündliche Infiltrat und die Parameter des Matrixdegradationssystems alle eine deutliche 

Besserung unter der Il-4-Behandlung. Die verminderte Expression proinflammatorischer 

Zytokine kann mit der Hemmung der Th1-Funktion durch Il-4, wie sie in mehreren Arbeiten 

beschrieben wurde (88, 106, 118, 120), erklärt werden. Da Il-1 und TNF-α eine aggravierende 

Wirkung auf den Myokarditisverlauf besitzen (80, 81, 82), ist deren therapeutische Senkung 

sicher von Bedeutung. Hierbei dürfte der positive Effekt einer Il-1- und TNF-α-Reduktion unter 

anderem auf einer verminderten Stimulation und Proliferation von CD8+-T-Lymphozyten 

beruhen. Dem entspricht die Abnahme der infiltrierenden CD3+-Zellen bei den mit Il-4 

behandelten Tieren. Daneben kann auch Il-4 selbst die zytotoxische T-Zellantwort reduzieren 

und die autoreaktive Immunantwort abschwächen. Hierfür scheint eine Il-4 bedingte Blockierung 
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der stimulierenden und differenzierenden Eigenschaften antigenpräsentierender Zellen in Bezug 

auf die CD8+-T-Lymphozyten verantwortlich zu sein (267). 

 

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafür, dass Il-4 auch durch Modulation des 

Matrixdegradationssystems kardioprotektiv gewirkt hat. In diese Richtung deuten der Abfall von 

MMP-3- bzw. der MMP/TIMP-4-Quotienten und die Reduktion der MMP-2-Aktivität. Von 

besonderem Interesse ist die Abnahme der MMP-2/TIMP-4- bzw. MMP-9/TIMP-4-Quotienten, 

da mehrere Studien gezeigt haben, dass besonders die kardiale Expression von MMP-2 und 

MMP-9 bzw. die gestörte Balance zwischen MMP-2 sowie MMP-9 und den TIMPs mit dem 

kardialen Remodeling verknüpft sind (178, 205, 206, 240, 244, 268). Für diese Veränderungen 

kann zum einen die verminderte Expression von Il-1ß und TNF-α verantwortlich sein, von denen 

eine stimulierende Wirkung auf die MMP-Synthese (besonders MMP-9; 168, 233) und ein 

hemmender Effekt auf die TIMPs beschrieben wurde (183, 236). Zum anderen scheint Il-4 selbst 

in humanen Monozyten die MMP-1- und MMP-9-Aktivität über eine Hemmung der 

Prostaglandin E2-Synthese zu supprimieren (245, 246). Schließlich ist bei der Verschiebung der 

MMP/TIMP-Relation auch die Reduktion des entzündlichen Zellinfiltrates zu berücksichtigen, 

da die MMP-Produktion bei der CVB3-Myokarditis zum größten Teil über Makrophagen und 

Immunzellen erfolgt (175, 178, 221). 

 

Die Untersuchungen von Heymans et al. (192, 244) haben gezeigt, dass bei Mäusen durch eine 

Hemmung von uPA das kardiale Remodeling bei CVB3-Myokardits oder akuter Druckbelastung 

abgeschwächt bzw. verhindert wird. Insofern kann die in der vorliegenden Studie unter der Il-4-

Behandlung beobachtete Verminderung der uPA-Expression ebenfalls zum Erhalt der kardialen 

Funktion beigetragen haben. In dieselbe Richtung deutet die negative Korrelation der uPA-

Expression mit der Ejektionsfraktion. Die Hemmung oder der Verlust von uPA führt zu einer 

Inaktivierung des Plasminogensystems mit verminderter Aktivierung von proMMPs. Damit 

stimmt überein, dass die mit Il-4 behandelten Tiere auch eine Aktivitätsabnahme von MMP-2 

aufwiesen. Die Aktivität anderer MMPs wurde nicht bestimmt. Es kann jedoch davon 

ausgegangen werden, dass sich die verminderte uPA-Expression nicht nur auf MMP-2, sondern 

auch auf andere MMPs ausgewirkt hat. Allerdings darf in diesem Zusammenhang der 

beobachtete Anstieg von TIMP-4 unter der Il-4-Behandlung nicht unerwähnt bleiben. Da TIMP-
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4 ein potenter Inhibitor von MMP-1, MMP-3, MMP-7 und MMP-9 ist (183, 198, 199, 200), ist 

ebenfalls eine Inaktivierung verschiedener MMPs durch TIMP-4 in Betracht zu ziehen. 

 

Welche der geschilderten Veränderungen unter der Il-4-Behandlung letztlich für den Erhalt der 

Herzfunktion entscheidend gewesen ist, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht 

beantwortet werden. Im Hinblick auf die ubiquitäre Beteiligung der proinflammatorischen 

Zytokine am pathogenetischen Ablauf der CVB3-Myokarditis bietet es sich an, die Suppression 

der Th1-Antwort als entscheidend anzusehen. Dies lässt allerdings die enge Vernetzung und 

gegenseitige Beeinflussung von Zytokinen, Zellinfiltrat und Matrixdegradationssystem außer 

Acht. Zudem hat, wie oben gezeigt, Il-4 selbst unabhängig von anderen Zytokinen direkte 

Effekte auf die verschiedenen Pathomechanismen. Insofern ist zu vermuten, dass die beobachtete 

kardioprotektive Wirkung von Il-4 durch eine Summation mehrerer Effekte zustande gekommen 

ist.  

 

Der hemmende Einfluss von Il-4 auf die zytotoxische Aktivität (86) und CD8+-T-Lymphozyten 

stimulierende Wirkung antigenpräsentierender Zellen (267) sowie die Beobachtungen von Li et 

al. (221) sprechen für einen möglichst frühzeitigen Behandlungsbeginn. Wie lange Il-4 

verabreicht werden sollte, ist auch mit den vorliegenden Ergebnissen nicht zu beantworten. 

Hierzu sind weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen Behandlungszeiten, größeren 

Fallzahlen und längerfristiger Nachbeobachtung nötig. 

 

 

4.5 Studienlimitierungen und Ausblick 

 

Bei der Beurteilung der Studienergebnisse müssen verschiedene Einschränkungen berücksichtigt 

werden. Die Gruppengröße ist mit sechs Tieren pro Gruppe relativ klein, auch wenn sie für viele 

Untersuchungsparameter, insbesondere der Hämodynamik, eindeutige statistische Resultate 

lieferte. Möglicherweise wäre jedoch bei einer größeren Fallzahl der Effekt der Il-4 Behandlung 

in Bezug auf die tendenziell geringere Expression verschiedener Zytokine deutlicher ausgefallen 

und statistisch zu sichern gewesen. Die Untersuchungen wurden am Ende der vorgesehenen 

Behandlungsdauer durchgeführt und geben somit nur einen punktuellen Einblick in den 

dynamischen Krankheitsablauf und den therapeutischen Effekt. In Bezug auf die 
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Untersuchungsparameter musste sich die Studie auf eine begrenzte Anzahl von Zytokinen und 

Komponenten des Matrixdegradationssystems beschränken, wodurch nur ein enger Einblick in 

die beiden außerordentlich komplexen Netzwerke möglich war. Schließlich können die bei 

SWR/J-Mäusen mit CVB3-Myokarditis gewonnenen Daten nicht ohne weiteres auf andere 

Mausstämme oder gar andere virusinduzierte Myokarditiden übertragen werden. 

 

Die hier dargestellten Effekte der Il-4-Behandlung auf die Hämodynamik der infizierten Tiere 

sind ermutigend. Jedoch lässt die Beendigung der Studie am 14. Tag offen, welche Bedeutung 

sie für den längerfristigen Verlauf und das Überleben der Tiere haben. Insbesondere unter dem 

Gesichtspunkt, dass der therapeutische Effekt von Il-4 unter anderem durch eine Modulation des 

Matrixdegradationssystems bedingt sein kann, sollte in einer zukünftigen Langzeitstudie der 

Effekt einer auf 14 Tage begrenzten und einer längerfristigen Il-4-Behandlung geprüft werden. 

In früheren Studien war gezeigt worden, dass auch die Interferone sowohl beim Tier (100, 102, 

103) als auch beim Menschen (25) einen günstigen Einfluss auf den Verlauf einer 

Virusmyokarditis bzw. einer DCM haben. Hierbei scheint eine Hauptwirkung von IFN in der 

Infektabwehr und Hemmung der viralen Replikation zu bestehen (269, 270, 271). Insofern wäre 

es von Interesse zu prüfen, ob durch die Kombination der unterschiedlichen Wirkungen von Il-4 

und IFN ein additiver therapeutischer Effekt erzielt werden kann. Schließlich sind die langfristig 

entscheidenden Veränderungen der chronischen Myokarditis bzw. der DCM durch das 

Matrixdegradationssystem im Sinne des Remodeling bedingt. Von daher erscheint es 

erfolgversprechend, durch Gabe eines MMP-Inhibitors (TIMP) oder eines Plasminogenaktivator-

Inhibitors (PAI) direkt in das System einzugreifen. 
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5 Zusammenfassung 
 

In pathogenetischer Hinsicht zeigt die murine CVB3-Myokarditis einen dreiphasigen Verlauf: 

eine akute Phase der viralen Infektion, eine subakute Phase der Immunantwort und eine 

chronische Phase des Myokardumbaus und der Dilatation. Der Ausgang der Myokarditis wird 

bestimmt von Art und Umfang der entzündlichen Reaktion und dem Umbau der extrazellulären 

Matrix (EZM). Die vorliegende Arbeit sollte zur Charakterisierung der entzündlichen Reaktion, 

des matrixregulierenden Systems und der kardialen Funktionsstörung bei SWR/J-Mäusen mit 

CVB3-Myokarditis beitragen. In einem zweiten Abschnitt sollte das Verhalten der gleichen 

Parameter unter einer Immunmodulation mit exogen zugeführtem Interleukin-4 (Il-4) untersucht 

werden. 

 

In die Studie wurden 24 acht Wochen alte, männliche SWR/J-Mäuse aufgenommen. Sechs Tiere 

dienten als Kontrollen, sechs Tiere wurden mit 5 x 105 plaque forming units (PFU) CVB3 

(Nancy strain) i.p. infiziert, sechs Tiere dienten als Behandlungskontrollen und wurden mit 200 

ng/die rekombinantem murinem Interleukin-4 (rmIl-4) i.p. über 14 Tage behandelt und sechs 

Tiere wurden gleichzeitig infiziert und mit rmIl-4 behandelt. Am Ende der Studie 14 Tage p.i. 

wurden alle Tiere nach Messung der Hämodynamik (Herzfrequenz, LVESP, dP/dtmax, dP/dtmin) 

getötet und das Herz für weitere Untersuchungen entnommen. Die Entzündungsreaktion wurde 

durch Messung der mRNA-Expression von Il-1ß, TNF-α, IFN-γ, Il-6 und Il-10 mittels 

semiquantitativer RT-PCR sowie durch immunhistochemische Bestimmung der CD3+-T-

Lymphozyten bzw. CD11b+-Makrophagen untersucht. Der Zustand des matrixregulierenden 

Systems wurde durch Bestimmung der mRNA-Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-9, MT1-

MMP, TIMP-4, uPA und tPA sowie durch die zymographische Messung der Aktivität von 

MMP-2 analysiert. Etwaige Veränderungen des Kollagengerüstes wurden mittels der Messung 

der mRNA-Expression von Kollagen Typ I (Kol I) und Typ III (Kol III) überprüft. Zur Frage der 

Auswirkungen der Immunmodulation wurden alle Parameter der unbehandelten infizierten Tiere 

mit denen der behandelten infizierten Tiere verglichen. 

 

Die Ergebnisse zeigten, dass die infizierten SWR/J-Mäuse gegenüber den Kontrollen eine starke 

entzündliche Reaktion mit Zytokinexpression und CD3+-Zellinfiltration aufwiesen. In Bezug auf 

das Zytokinmuster dominierte die proinflammatorische Th1-Immunantwort. Gleichzeitig bestand 
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eine Aktivierung des matrixdegradierenden Systems mit einem Anstieg von MMP-3, MMP-

3/TIMP-4, uPA und der MMP-2-Aktivität, jedoch ohne Auswirkungen auf die Kol I- oder Kol 

III-Expression. Alle hämodynamischen Parameter waren im Sinne einer schweren kardialen 

Dysfunktion verändert. Die mit Il-4 behandelten infizierten Tiere zeigten gegenüber den 

unbehandelten infizierten Tieren eine Reduktion der entzündlichen Reaktion 

(proinflammatorische Zytokine und CD3+-Zellen) eine Umkehr der matrixregulierenden 

Parameter (Abfall von MMP-3, MMP/TIMP-Quotienten, MMP-2-Aktivität und uPA) sowie eine 

unveränderte Kol I-/Kol III-Expression. 

 

Aus den Daten kann abgeleitet werden, dass durch eine langfristige Immunmodulation mit Il-4 

eine wesentliche kardiale Funktionsabnahme bis zum Ende der subakuten Phase der CVB3-

Myokarditis verhindert werden kann. Ursächlich scheinen hieran sowohl eine Suppression der 

inflammatorischen Reaktion als auch eine Umkehr der MMP/TIMP-Dysbalance beteiligt zu sein. 

Die unveränderte Kol I-/Kol III-Expression weist darauf hin, dass bei SWR/J-Mäusen zu diesem 

Zeitpunkt des Myokarditisverlaufes noch keine quantitativen Veränderungen des 

Kollagengerüstes vorliegen, was aber qualitative Veränderungen wie z.B. Auflösung von 

Quervernetzungen nicht ausschließt. 
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7 Anhang 
 
 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.  - Abbildung 

AMV - avian myeloblastosis virus 

APC - antigenpräsentierende Zelle 

Aqua bidest. - zweifach destilliertes Wasser 

bp - Basenpaare 

°C - Grad Celsius 

CAR - Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor 

CD - cluster of differentiation 

cDNA - complementary deoxyribonucleic acid 

CO - cardiac output 

CVB3 - Coxsackievirus Typ B3 

Da - Dalton 

DCM - Dilatative Kardiomyopathie 

DEPC - Diethylpyrocarbonat 

DMSO - Dimethylsulfoxid 

DNA - deoxyribonucleic acid 

dNTP - Desoxynukleosidtriphosphat  

dP/dtmax - maximale linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit 

dP/dtmin - minimale linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit 

EF - Ejektionsfraktion 

EZM - extrazelluläre Matrix 

g - Gramm 

g - Gravitationsbeschleunigung 

h - Stunde(n) 

HF - Herzfrequenz 

HPF - high power field 

i.p. - intraperitoneal 

Ig - Immunglobulin 
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IFN - Interferon 

IL - Interleukin 

kDa - Kilodalton 

Kol I - Kollagen Typ I 

Kol III - Kollagen Typ III 

LVESP - linksventrikulärer endsystolischer Druck 

M - Molar 

max - maximal, Maximum 

min - minimal, Minimum 

min - Minute 

mmHg - Millimeter Quecksilbersäule 

MMLV - moloney murine leukemia virus 

MMP - Matrixmetalloproteinase 

mRNA - messenger ribonucleic acid 

MT-MMP - membrane-type matrix metalloproteinase 

n - Anzahl 

NK-Zellen - Natürliche Killerzellen 

OD - optische Dichte 

p - Wahrscheinlichkeit 

P - Wandspannung 

PAGE - Polyacrylamidgelelektrophorese 

PAI - Plasminogenaktivator-Inhibitor 

PBS - phosphate buffered saline 

PCR - polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

PFU - plaque forming unit 

pH - negativer dekadischer Logarithmus der H+-Ionen Konzentration 

p.i. - post infectionem 

r - Korrelationskoeffizient 

RNA - ribonucleic acid 

rpm - rounds per minute 

RT - reverse transcription 

RT-PCR - reverse transcription-polymerase chain reaction  
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s - Sekunde 

SCID - severe combined immunodeficiency syndrome 

SD - Standardabweichung 

SDS - Sodiumdodecylsulfat 

SPSS - Statistical Product and Service Solutions 

Tab.  - Tabelle 

Taq - DNA-Polymerase 

TBE - Tris-Borate-EDTA 

TE-Puffer - Tris-EDTA Puffer 

TGF - transforming growth factor 

Th-Zellen - T-Helfer-Zellen 

TIMP - tissue inhibitor of metalloproteinase 

TNF - Tumornekrosefaktor 

tPA - tissue-type plasminogen activator  

Tris - Trishydroxymethylaminomethan 

U - unit 

uPA - urokinase-type plasminogen activator 

UV - ultraviolett 

VP - Virusprotein 

v/v - Volumenmischungsverhältnis 

w/v - Mischungsverhältnis Gewicht zu Volumen 
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