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1. Einleitung

1.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Das zellulére Proteingleichgewicht setzt einen regulierten und kontrollierten Abbau von
endogenen Proteinen voraus. In Situationen, die mit einer gesteigerten Proteinsynthese oder
vermehrter Proteinschadigung einhergehen, werden vermehrt nicht-gefaltete und falsch-gefaltete
Proteine gebildet. Diese kdnnen Zell-schadigend wirken und missen einem regulierten Abbau in
zelluldren Kompartimenten zugeftiihrt werden. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) nimmt
dabei eine zentrale Rolle ein [1]. Proteine, die an der Zelldifferenzierung, der Zellzyklus-,
Transkriptionskontrolle oder Regulation des apoptotischen Zelltods beteiligt sind, werden nach
ATP-abhéngiger Konjugation mit mehreren Ubiquitinmolekulen durch das 26S Proteasom
abgebaut [2]. Aufgrund dieser zentralen Funktion ist das UPS entscheidend an der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen aus dem kardiovaskuldren [3—5] und neurodegenerativen Kontext
[1,6] beteiligt.

Das 26S Proteasom besteht aus dem 19S Regulator-Komplex und dem 20S Proteasom [7,8]. Das
20S Proteasom setzt sich aus vier aneinander gelagerten Ringen zusammen. Eukaryonten weisen
zwei Kopien von 14 verschiedenen Untereinheiten auf, die aufgrund dhnlicher Sequenzen a- und
B-Untereinheiten zugeordnet sind. Die a-Untereinheiten (a1-07) bilden die beiden duf3eren, [3-
Untereinheiten (B1-p7) die beiden inneren Ringe. Durch diese a737B7a7-Anordnung bildet sich
ein Zylinder mit drei Hohlrdumen. Der innere Hohlraum wird durch die beiden benachbarten 3-
Ringe, die dulleren Vorkammern werden jeweils durch Anteile eines a- und p-Rings begrenzt
[9,10]. Die Architektur des a-Rings ist fir den Substrateinlass (gating) und das Einschleusen des
Substrats an das aktive Zentrum (channeling) verantwortlich. Am Beispiel der mutierten a.3-
Untereinheit konnte in Saccharomyces cerevisiae gezeigt werden, dass das gating und die
Wechselwirkung zum 19S Komplex durch die strukturelle Veranderung einer a-Untereinheit
beeinflusst wird [11]. Die Prosequenzen der B-Untereinheiten werden am N-Terminus wahrend
der Assemblierung und Reifung des Proteasoms autokatalytisch entfernt. So wird der innere
Hohlraum frei zuganglich, und die katalytischen Zentren der drei proteolytischen Untereinheiten
B1, B2 und PS5 werden aktiviert [12,13].

Proteasom-Komplexe gehdren zur Familie der N-terminal nukleophilen Hydrolasen. Der N-

terminale Threoninrest der aktiven B-Untereinheiten fungiert als Nukleophil und



Protonenakzeptor bei der Spaltung der Peptidbindung [14]. Bei der Proteolyse durch das
Proteasom entstehen hauptsachlich Peptidfragmente mit einer Lange von 4 bis 24 Aminoséuren.
Mit Hilfe von fluorogenen Peptidsubstraten konnten den proteolytisch aktiven B-Untereinheiten
bestimmte Schnittpréferenzen zugeordnet werden: die B1-Untereinheit weist eine Caspase-
ahnliche Aktivitat auf und spaltet Peptidbindungen bevorzugt nach sauren Aminoséureresten, 32
hydrolysiert die Peptidbindung nach basischen Aminosduren (Trypsin-ahnliche Aktivitat) und 5
zeigt eine chymotryptische Aktivitat mit einer Schnittpraferenz nach hydrophoben bzw.
aromatischen Aminoséuren [15]. Diese Enzymspezifitét ist bei physiologischen Substraten
jedoch weitaus geringer ausgepragt [16]. Intakte Proteinsequenzen spaltet das Proteasom
bevorzugt nach basischen und hydrophoben Resten [17]. Die jeweilige Schnittpraferenz hangt

auch von der umgebenden Aminoséauresequenz ab [18].

In der Zelle werden Proteine uber eine komplexe Enzymkaskade mit aktivierenden E1-,
konjugierenden E2- und transferierenden E3-Enzymen ubiquitinyliert [19]. Das 26S Proteasom
als zentraler proteolytischer Komplex des UPS ist fiir den ATP-abhangigen Abbau poly-
ubiquitinylierter Proteine verantwortlich. 19S Regulator-Komplexe binden poly-ubiquitinylierte
Proteine, deubiquitinylieren diese, assistieren bei der Entfaltung der Proteine und schleusen die
Proteine in den 20S Kern-Komplex ein. Der 19S Regulator des 26S Proteasoms setzt sich aus bis
zu 20 verschiedenen ATPasen und Nicht-ATPasen zusammen, welche wiederum zwei Sub-
Komplexe, ,,base” und ,,lid“ genannt, bilden. Die ATPase-Untereinheiten fungieren &hnlich wie
molekulare Chaperone. Sie kdnnen in ATP-abhdngigen Zyklen nicht-gefaltete Proteine und
partiell-gefaltete Intermediate stabilisieren und den Zugang in das enzymatisch aktive Zentrum
des 20S Proteasoms kontrollieren [20]. Innerhalb des 19S Regulators wurde eine 37kDa
Isopeptidase nachgewiesen. Durch deren enzymatische Aktivitat konnen Ubiquitinketten vom
jeweiligen Substrat abgespalten, und diese im Zytosol reutilisiert werden [21].

Abb.1: Struktur des 26S Proteasoms. In griin sind die sieben a-
Untereinheiten dargestellt, in blau und rot die sieben verschiedenen [3-
Untereinheiten des 20S Kern-Komplexes. Rot hervorgehobene -
Untereinheiten weisen katalytische Aktivitat auf. Die 19S Regulatoren
bestehen aus zwei Sub-Komplexen, in orange die neun Nicht-ATPase-
Untereinheiten des ,,lid“-Sub-Komplexes. In violett abgebildet die
AAA-ATPase-Untereinheiten, die mit Nicht-ATPasen den ,,base“-Sub-
Komplex bilden (aus [22]).
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Der zweite Regulator-Komplex des Proteasoms, PA28 oder 11S Regulator, ist durch Interferone
(IFN) induzierbar und wird tber die a6-Untereinheit an das 20S Proteasom gebunden. PA28
beeinflusst in vitro den Substrateinlass, die Verweildauer der Substrate im katalytischen Zentrum
und die Produktfreisetzung. Zumindest ein Teil des zytosolischen Proteasoms liegt als
Hybridproteasom vor, d.h. je ein 19S und ein 11S Komplex sind an ein 20S Proteasom gebunden
[23]. PA28 wird in fast allen Zellen exprimiert. Die Bindung von PA28 an das Proteasom kann
die Bildung von MHC Kilasse I-T Zell-Epitopen positiv beeinflussen [24—27]. Dies wurde fir das
Melanoma-Differenzierungsantigen TRP2340.365 gezeigt [28]. Diese Auswirkungen von PA28 auf
die Epitopgenerierung sind fur andere Modell-Antigene nicht nachvollziehbar. PA28 scheint in

der Antigenprozessierung insgesamt eine untergeordnete Rolle zu spielen.

In Organen des lymphatischen Systems wie Thymus, Milz und Lymphknoten ist das Proteasom
durch alternative katalytisch aktive Untereinheiten charakterisiert: hier dominieren die
Immunountereinheiten f1i/LMP2, B2i/MECL-1 und B5i/LMP7. Die beiden Untereinheiten
B1i/LMP2 und B5i/LMP7 sind in der MHC Klasse II-Region kodiert. Dadurch hat sich
urspringlich die Namensgebung ,,Immunountereinheiten” und ,,Immunoproteasom* ergeben
[29]. Das Immunoproteasom weist einen erhéhten Substratumsatz und eine veranderte
Schnittpraferenz auf [17,30]. Professionell Antigen-présentierende Zellen (APZ) wie
dendritische Zellen (DC) exprimieren bereits im unreifen Zustand diese Immunountereinheiten
[24]. Durch die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine/IFN werden in einer systemischen
Entzlindung diese Immunountereinheiten auch in Zellen nicht-hdmatopoetischen Ursprungs
induziert, und das 26S Immunoproteasom wird de novo gebildet [31]. Bei einer Infektion mit
Listeria monocytogenes oder mit Lymphozytarem Choriomeningitis Virus (LCMV) konnte ein
Austausch von konstitutiven Untereinheiten mit Immunountereinheiten in der Leber infizierter
Méuse nachgewiesen werden [32,33].
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Abb.2: Proteinabbau durch das 26S Proteasom.

Nach Modifikation mit Poly-Ubiquitin-Molekiilen werden die
Substrate vom 26S Proteasom erkannt, de-ubiquitinyliert und
vom Proteasom degradiert. Durch IFN werden die
Immunountereinheiten B1i/LMP2, B2i/MECL-1 und B5i/LMP7

induziert und das 26S Immunoproteasom de novo gebildet.




1.2 Die Rolle des 26S Immunoproteasoms in der Antigenprozessierung

Untersuchungen zur Wirkung spezifischer Proteasom-Inhibitoren gaben den entscheidenden
Hinweis, dass das Proteasom malgeblich an der Generierung von MHC Klasse I-Epitopen
beteiligt ist. Die Hemmung der proteolytischen Aktivitat des Proteasoms fiihrte zu einer
deutlichen Reduktion der Prasentation von MHC Klasse I-Epitopen auf der Zelloberfl&che [34].
Das Immunoproteasom generiert praferenziell C-terminale Schnitte nach hydrophoben und
basischen Aminoséduren. Diese Schnittpraferenz passt zum C-terminalen Ankerrest zur optimalen
Bindung in die MHC Klasse I-Tasche.

Fehlerhafte Translationsprodukte, sog. defective ribosomal products (DRIiP), stellen eine
wichtige Quelle viraler MHC Klasse I-Epitope dar [35,36]. Die Hauptfraktion der neu
synthetisierten Proteine wird poly-ubiquitinyliert und innerhalb weniger Minuten nach Synthese
durch das UPS abgebaut. Im Anschluss an die Peptid-Generierung durch das Proteasom werden
die Fragmente jedoch groRtenteils durch Peptidasen im Zytosol zerstort, so dass etwa nur 1% der
durch das Proteasom generierten Peptide zur Présentation an die Zelloberflache gelangen [37].
Davon weist nur eine geringe Anzahl der Fragmente die zur optimalen Bindung in die MHC
Klasse I-Bindungstasche passende Grof3e von 8-10 Aminosauren auf [16]. Die groliere
Peptidfraktion ist flr die Bindung an MHC Klasse I-Molekiile zu lang und muss daher durch
Peptidasen im Zytosol oder ER auf die korrekte Lange getrimmt werden [16]. Der Transport der
Peptide in das Endoplasmatische Retikulum (ER) erfolgt tiber transporter associated with
antigen processing (TAP). Im ER werden Precursor-Peptide durch ER-Aminopeptidasen
(ERAP1 und ERAP2) weiter getrimmt. Hier kdnnen Epitope direkt an neu synthetisierte MHC
Klasse I-Molekiile binden [38]. Diese Peptid-beladenen MHC Klasse 1-Molekiile werden dann
iiber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache zur Prasentation an CD8" T Zellen transportiert.

Ausfuhrliche Untersuchungen der MHC Klasse I-Epitop-Generierung durch das Proteasom
haben gezeigt, dass sowohl das Standard- als auch das Immunoproteasom antigene MHC Klasse
I-Epitope generieren kann. Fur einzelne Epitope kann sich dabei die Effizienz der
Peptidhydrolyse durch das Standard- und Immunoproteasom deutlich unterscheiden. Die IFN-y
induzierte Expression des Immunoproteasoms ist entscheidend fiir die Prasentation des Hepatitis
B Virus Epitops HBVCcAQ141-151 [39] und die Prozessierung eines vom Mage-3 Protein
entstammenden Tumorepitops [40]. Im Gegensatz dazu weist das Immunoproteasom im

Vergleich zum Standardproteasom eine deutlich reduzierte Generierungsrate des Melanoma-



Differenzierungsantigens Melan-Ags.35 auf [41]. Gegenstand aktueller Diskussionen ist die Frage,
inwiefern sich die Peptidgenerierung durch das Standard- und Immunoproteasom unterscheidet.
Das Immunoproteasom kann ein qualitativ differierendes Muster an antigenen Peptiden durch
alternative Schnittstellen-Praferenzen generieren. Andererseits kann es durch den gesteigerten
Substratumsatz durch das Immunoproteasom zu einer quantitativen Anderung der Peptidmenge
kommen [42]. Das Immunoproteasom generiert beispielsweise das Adenovirus E1B;g;-200 Epitop
effizienter als das Standardproteasom. Gleichzeitig kann aber auch das Standardproteasom dieses

Fragment generieren, allerdings in einer reduzierten Menge [43].
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Abb.3: MHC Kilasse I-Antigenprozessierung.

Das Proteasom generiert Peptide mit dem fiir die Verankerung in der MHC Klasse I-Bindungstasche passenden C-
Terminus. Precursor-Peptide weisen N-terminal Aminosauren auf, die entweder im Zytosol oder im ER weiter
prozessiert (getrimmt) werden. Antigene Peptide werden via TAP-Transporter in das ER transportiert und dort an
MHC Klasse 1-Molekiile gebunden. Diese Peptid-beladenen Komplexe werden (ber den Golgi-Apparat an die

Zelloberflache transportiert und kénnen so eine spezifische CD8" T Zell-Antwort initiieren (modifiziert aus [44]).

Zur Kl&rung der Frage, welche Rolle das Immunoproteasom in der Peptidgenerierung spielt,
werden in vitro Prozessierungsfragmente mit der Massenspektrometrie untersucht. Experimente
mit Epitop-spezifischen zytotoxischen CD8" T Zellen sind fiir die Analyse der in vivo Bedeutung
einer Epitopgenerierung durch das Immunoproteasom besser geeignet. Der in vitro Nachweis
einer gesteigerten Antigenprasentation erlaubt jedoch nicht zwangslaufig Riickschlusse auf die in

vivo Relevanz dieser Beobachtung. Fir das Listeria monocytogenes Epitop Listeriolysin O
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(LLO),g6-304 konnte gezeigt werden, dass dieses Epitops durch die vermehrte Expression des
Immunoproteasoms in der Leber infizierter Mduse effizienter generiert wird. Dies hatte keinen
Effekt auf die Anzahl der Epitop-spezifischen CD8" T Zellen [32]. In einem LCMV-
Infektionsmodell konnte eine erhéhte Immunoproteasom-Expression in der Leber [33] sowie
eine gesteigerte Epitopgenerierung des immuno-dominanten LCMV NP118 Epitops
nachgewiesen werden [45]. Eine Immunoproteasom-Defizienz hatte jedoch keinen Einfluss auf
die Frequenz LCMV-Epitop-spezifischer CD8™ T Zellen und die Viruslast in LCMV-infizierten
Mausen [46]. Im Influenzavirus-Infektionsmodell wurde gezeigt, dass das Immunoproteasom die
Hierarchie einzelner MHC Klasse I-Epitope beeinflussen kann [47]. Die Effekte des
Immunoproteasoms auf die Antigenprozessierung scheinen Epitop-spezifischer Natur zu sein.

1.3 Von der Antigenprozessierung unabhangige Funktionen des
Immunoproteasoms

Die Hauptfunktion des Proteasoms liegt im Abbau defekter, poly-ubiquitinylierter Proteine.
Bisherige Experimente untersuchten die Rolle des Immunoproteasoms bei der
Antigenprozessierung und der CD8" T Zell-vermittelten Immunantwort. Analysen in
Immunountereinheiten-defizienten Mausen haben gezeigt, dass das Immunoproteasom auch
einen Einfluss auf die Expansion und Lebensdauer von Lymphozyten haben kann [47,48].
Immunountereinheiten sind auch an der T Zell-Proliferation beteiligt [49-51]. Die verminderte
Zahl reifer B Zellen und CD4" T Zellen in B1i/LMP2-defizienten Mausen war mit Effekten auf
die humorale Immunantwort vergesellschaftet: hier wurde ein verminderter Isotypwechsel von
Antikdrpern gegen Influenzavirus beobachtet [48]. Diese verschiedenen Befunde legen den
Schluss nahe, dass das Immunoproteasom anderweitige, tiber die durch IFN-y-stimulierbare
Antigenprozessierung hinaus gehende Funktionen aufweist. Kirzlich wurde ein Zusammenhang
zwischen der Immunoproteasom-Expression und der Regulierung der Zytokinantwort diskutiert
[52,53]. Wie im Knochenmarkschimaren-Modell der B5i1/LMP7+32i/MECL-1-defizienten Maus
gezeigt, schitzen die Immunountereinheiten des Proteasoms das durch Entziindung und Zelltod
geschadigte Gewebe vor einer durch Strahlenschaden induzierten autoimmunen CD8" T Zell-
Antwort [54]. Beim Mensch wurden zwei Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide
polymorphisms (SNP)) in der B5i/LMP7-kodierenden Sequenz identifiziert, die mit einem
erhodhten Risiko fir das Entstehen des autoimmunen Typ | Diabetes mellitus assoziiert sind [54].
Eine &hnliche Korrelation zwischen dem funktionellen Defekt einzelner Immunountereinheiten,

hier die f1i/LMP2 Untereinheit, und dem Auftreten eines Typ | Diabetes mellitus wurde in non
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obese diabetic (NOD) Mé&usen nachgewiesen. Die Funktionseinschrankung der
Immunoproteasom-Aktivitat in Splenozyten von NOD-Mausen [55], aber auch in B
Lymphozyten aus B1i/LMP2-defizienten Mausen [48] und in murinen embryonalen Fibroblasten
aus B5i/LMP7-defizienten Mé&usen [53] flhrt zu einer verminderten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB. Die grundlegende physiologische Rolle des differierenden
Prozessierungsverhaltens des Standard- und Immunoproteasoms scheint komplexer Natur zu sein

und ist letztlich nicht geklart.

1.4 Die virale Myokarditis und Dilatative Kardiomyopathie

Die Myokarditis ist ein entztindlicher Prozess des Herzmuskels, der akut, subakut oder chronisch
auftritt und ein fokales oder diffuses Verteilungsmuster aufweist [56]. In der westlichen Welt
sind Infektionen mit kardiotropen Viren Hauptausloser einer Myokarditis. Das Spektrum
kardiotroper Viren hat sich in den letzten Jahren gewandelt. Wahrend in den letzten beiden
Jahrzehnten Entero- und Adenoviren dominierten [57,58], werden derzeit vor allem Parvovirus
B19 (PVB19), Herpesvirus 6 (HHV6) und Hepatitis C Virus (HCV) in Endomyokardbiopsien
von Patienten mit einer akuten Myokarditis nachgewiesen [59,60]. Zuverlassige Daten zur
Préavalenz der Myokarditis sind aufgrund differierender diagnostischer Methoden in den
verschiedenen Zentren kaum verfugbar. Aus zwei Analysen liegen dazu néhere Informationen
vor. Bei Patienten, die an einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) leiden und Patienten mit
einer Herzinsuffizienz unklarer Atiologie, die im Myocarditis Treatment Trial eingeschlossen
wurden, lag die Prévalenz der Myokarditis bei 9-10% [61,62]. Die klinische Diagnosestellung ist
durch das sehr variable Krankheitsbild erschwert. Eine Herzinsuffizienz kann wie angedeutet
Ausdruck einer Myokarditis sein. Dabei kann ein fulminantes Entziindungsgeschehen zu einer
akuten Herzinsuffizienz bis hin zum kardiogenen Schock fiihren. Thoraxschmerzen kénnen bei
kombiniertem Befall des Perikards oder durch lokale Koronarspasmen bedingt auf eine
Myokarditis hindeuten [63]. Auch tachykarde Rhythmusstérungen wie z.B. ventrikul&re
Tachykardien und bradykarde Rhythmusstérungen wie AV-Blockierungen kénnen durch eine
Myokarditis verursacht werden [56]. Generell sollte bei Patienten mit den genannten klinischen
Symptomen und einer kirzlich stattgehabten Infektion des Respirations- oder

Gastrointestinaltrakts eine Myokarditis in Betracht gezogen werden.

Folgende Untersuchungsmethoden kdnnen bei der Diagnosestellung hilfreich sein: Das 12-
Kanal-Oberflachen-EKG kann ubiquitdr Repolarisations- und/oder Rhythmusstérungen

aufzeigen [64]. Laborchemische Veranderungen von kardialen Markern wie Troponin | oder
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Kreatinkinase-MB (CK-MB) kénnen auf eine Myokardnekrose hindeuten [65]. Die
Echokardiographie zeigt variable Befunde. Sie ist fur die differenzialdiagnostische Betrachtung
zum Ausschluss anderer spezifischer Kardiomyopathien hilfreich. Durch die Weiterentwicklung
des kardialen MRT wurden in den letzten Jahren deutliche Fortschritte in der non-invasiven
Diagnostik der akuten Myokarditis erzielt. Mittels eines kombinierten Verfahrens, das T2-
Signalintensitaten, das globale myokardiale Kontrast-Enhancement im Vergleich zum
Skelettmuskel in der T1-Wichtung und das late gadolinium enhancement (LGE) analysiert, kann
eine Myokarditis mit einer Sensitivitat von 76% und einer Spezifitat von 96% diagnostiziert
werden [66]. Eine nach diesen Kriterien klinisch wahrscheinliche Myokarditis kann letztendlich
nur mit Hilfe einer Endomyokardbiospie diagnostiziert werden, bzw. es kdnnen andere in Frage
kommende Erkrankungen so ausgeschlossen werden. Ein Konsensusschreiben der
AHA/ACCF/ESC aus dem Jahre 2007 kommentiert dazu anhand von 12 klinischen Szenarien
die Indikation zur Endomyokardbiospie [67]. Grundlage in der Diagnostik der Myokarditis sind
histologische Analysen, die in den Dallas-Kriterien zusammengefasst sind. Eine Myokarditis
wird als Myokardnekrose mit Nachweis eines entziindlichen Infiltrats definiert [68]. Diese
Kriterien werden kontrovers diskutiert. Insbesondere der sampling error bei der
Endomyokardbiospie zieht bei Anwendung dieser Kriterien erhebliche Limitationen in der
korrekten Diagnosestellung nach sich. Die WHO/ISFC Task Force zur Evaluation einer
Myokarditis fordert daher neben der klassischen Histologie auch verschiedene
immunhistologische und molekularbiologische Analysen. So kénnen kardiotrope Viren
identifiziert werden. Mit Markern wie CD3, CD68, HLA-Klasse Il und ICAM-1 kann eine
myokardiale Inflammation genauer charakterisiert werden. Bei Nachweis von mindestens 14 T
Lymphozyten und/oder Makrophagen/mm? Gesichtsfeld wird von einem entziindlichen Infiltrat

gesprochen [69].

Die Mehrzahl der Patienten mit einer akuten lymphozytaren Virusmyokarditis weist einen
unkomplizierten Verlauf auf. In anderen Féllen kann eine Virusmyokarditis dtiologisch mit der
Entwicklung der DCM in Zusammenhang stehen. Die DCM ist durch Dilatation und
Einschrankung der kontraktilen Funktion eines oder beider Ventrikel definiert [69]. Mit einer
Prévalenz von 36 pro 100.000 stellt die DCM neben der ischamischen Kardiomyopathie die
haufigste Ursache einer Herzinsuffizienz und eines pl6tzlichen Herztods dar. Die Mehrzahl der
Erkenntnisse Uber den Verlauf einer akuten Virusmyokarditis bis hin zur chronischen
Kardiomyopathie basiert auf Untersuchungen im Mausmodell der experimentellen
Coxsackievirus B3 (CVB3)-Myokarditis [70]. Atiopathogenetisch werden dabei neben der
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direkten Zellschadigung durch zytolytische Viren auch immunpathologische Faktoren infolge
einer Perforin-vermittelten Zell-Lyse diskutiert. In der adaptiven Phase der Immunantwort
werden humorale und zelluldre autoreaktive Prozesse gegen myokardiale Proteine ausgeldst.
Diese Autoimmunantwort kann zu einer chronischen Herzmuskelschadigung nach der
Myokarditis fihren [71]. Dartiber hinaus weisen Daten aus dem Mausmodell der CVB3-
Myokarditis darauf hin, dass eine Viruspersistenz auch bei restringierter Virusreplikation nach
Ablauf der akuten Myokarditis einen chronischen Myokardschaden verursachen kann [72]. Bei
Patienten mit dem klinischen Bild einer DCM und dem histologischen Ausschluss einer aktiven
Myokarditis wurden in 67% der Falle kardiotrope Viren in der PCR nachgewiesen [73].
Patienten mit dem Nachweis einer Viruspersistenz im Herz wiesen im Vergleich zu Patienten,
bei denen es im Verlauf der Erkrankung zu einer Viruselimination gekommen war, eine
reduzierte linksventrikuldre systolische Funktion auf [74]. Diese Befunde legen einen

Zusammenhang zwischen der akuten Virusmyokarditis und einer DCM auch im Mensch nahe.

1.5 Die Molekularbiologie der Coxsackievirus B3-Infektion

Das Coxsackievirus B3 ist als kardiotropes Virus entscheidend an der Pathogenese der akuten
Virusmyokarditis DCM beteiligt. Coxsackieviren kdnnen auch Ausléser einer Meningitis,
Pankreatitis, respiratorischer Infekte und diverser Hauterkrankungen wie der Hand-FuR-Mund-
Krankheit sein. Die iberwiegende Mehrzahl der CVB3-Infektionen verlduft allerdings
asymptomatisch [70].

Coxsackieviren sind unbehillte, einzelstrangige RNA-Enteroviren, die zur Familie der
Picornaviren gehdren. Das 7.4kB groRe Genom in Form einer positiven Einzelstrang-RNA
(+ssRNA) wird von einem ikosaedrischen Kapsid umschlossen. Das Virus tritt Uber zwei
Rezeptoren in die Zelle ein. Zunéchst bindet das CVB3 an das Membranprotein decay-
accelerating factor (DAF, CD55) und induziert damit eine komplexe
Signaltransduktionskaskade. Dies fuihrt zur Aktin-Polymerisation und Virus-Internalisation nach
Bindung des Virus an den Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) [75]. Die Expression von
CAR ist in Méusen mit steigendem Lebensalter ricklaufig. Beim Mensch ist im Alter eine
Abnahme der CVB3-Infektionen zu verzeichnen, die mit der verminderten CAR-Expression zu
korrelieren scheint [76]. Die einzelstrangige CVB3-RNA kodiert flr einen open reading frame.
Am 5°-Ende befindet sich das VVPg Protein, das analog des flir Eukaryonten typischen 7-
Methylguanosin-cap flr die Initiierung der viralen Proteintranslation von Bedeutung ist. Die
Translation des CVB3-Polyproteins wird Uber die internal ribosomal entry site (IRES) ausgeldst
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und lauft damit cap-unabhéngig ab [77]. Die Virusproteasen 2AP"™ und 3C"" schneiden das
Polyprotein in die drei Vorlauferproteine P1, P2 und P3. Aus dem Vorl&uferprotein P1 entstehen
mit Hilfe der Protease 3CP™ die Kapsidproteine VP1, VP2, VP3 und VP4; aus den
Vorlauferproteinen P2 und P3 werden weitere Proteasen und die RNA-Polymerase 3D gebildet
[78]. Die RNA-Polymerase 3D unterstiitzt die Transkription eines komplementéren
Minusstrangs aus der viralen Plusstrang-RNA. Dieser Minusstrang dient als VVorlage fur die
Amplifikation des CVB3-Genoms [79]. Die Plusstrang-RNA bildet mit de novo synthetisierten
Kapsidproteinen infektitse Viruspartikel, die nach Zytolyse freigesetzt werden und anschlielRend

andere Zellen infizieren kénnen.

5 UTR
O©— VP4 VP2 [VP3] VP1 | 2A [2B[ 2C
Vpg \ﬂ_J \ - ; (" - ; %

IRES P1 P2 P3

Abb. 4: Struktur des CVB3-Genoms.

Die 5" und 3" untranslated regions (UTR) flankieren das CVB3-Polyprotein und werden durch die viralen Proteasen
2A und 3C nach der Translation abgespalten. Die Kapsidproteine (P1) und nicht-strukturellen Proteine (P2, P3)
werden durch Autoproteolyse bzw. virale Proteasen prozessiert. IRES: internal ribosomal entry side. (modifiziert
nach [70]).

Tabelle 1: Die Funktionen von CVVB3-Proteinen (modifiziert nach [70])

Vorlauferprotein Protein Funktion ‘
P1 VP1-VP4 Kapsidproteine
P2 2A™° Interferenz mit Wirtszelltranslation und -transkription, Induktion
von Apoptose, Beeintrachtigung der Funktion des Zytoskeletts,
Proteolyse des CVB3
2B Erhoéhung der Zellmembranpermeabilitat
P3 3A Inhibition der Wirtszellsekretion
3B VPg: Initiierung der Translation, Primerfunktion fur + und -
SSRNA
3CP° Inhibition zellularer Transkriptionsfaktoren
3D™ RNA-abhdngige RNA-Polymerase, Initiierung der Transkription

1.6 Das Mausmodell der Coxsackievirus B3-Myokarditis

Die experimentelle CVB3-Myokarditis spiegelt den humanen Krankheitsverlauf der Myokarditis
von der akuten bis hin zur chronischen Phase in der Maus gut wider [70]. In resistenten
Mausstammen wie C57BL/6 oder DBA/1J I16st das CVB3 eine milde akute Myokarditis aus.
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Nach 28 Tagen ist hier keine Virusnachweis mehr zu fiihren. Die Entziindung heilt in diesen
Méusen ohne relevanten Restschaden komplett aus. Im Gegensatz dazu zeigt sich in suszeptiblen
Mausstammen wie A.BY/SnJ oder SWR/J eine massive akute Entziindungsreaktion mit einer
hohen Viruslast. Zum Zeitpunkt der chronischen Phase ist hier eine Viruspersistenz nachweisbar.

AuRerdem sind chronische Entziindungsherde und eine ausgepragte Fibrosierung sichtbar [72].

Die Untersuchungen dieser verschiedenen Mausstamme mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund waren Grundlage, drei Phasen der Enterovirus-Myokarditis zu charakterisieren. In
der frih-akuten Phase um Tag 4 post infectionem (p.i.) kommt es zu einer Virus-induzierten
Zellschadigung durch Apoptose und Nekrose, zur VVakuolisierung und gleichzeitigen lokalen
Kalzifizierung [70]. Hier kann bereits eine erhohte Expression der Zytokine IL-1f, IL-2, TNF-a,
TNF-, IL-6 und IFN-y festgestellt werden [80]. Zu diesem Zeitpunkt sind Entzlindungszellen
nur vereinzelt nachweisbar [72]. Uber toll-like receptors (TLR) wird die Typ | IFN-Antwort
induziert. Diese ist fur die Viruselimination entscheidend [81,82]. Spater wandern Antigen-
spezifische CD4" und CD8" T Lymphozyten, Makrophagen, B Lymphozyten und NK Zellen in
das infizierte Myokard ein. Es bilden sich multifokal Entziindungsherde in Regionen infizierter
Kardiomyozyten. In diesen Arealen werden pro-inflammatorische Zytokine sezerniert. Es kommt
zur verstarkten MHC Klasse 1-Expression in infizierten Kardiomyozyten [83]. Die chronische
Phase der Myokarditis zwischen Tag 15-90 p.i. ist in suszeptiblen Mé&usen durch eine Persistenz
viraler RNA und Kapsidproteine charakterisiert [72]. In Arealen infizierter Kardiomyozyten
lassen sich hier wie beschrieben Inflammationszellen nachweisen. Virusreplikation und
Entzindung werden mit der chronischen Stérung der Myokardtextur mit fibrotischem
Gewebeumbau und letztlich dem Bild einer DCM urséchlich in Zusammenhang gebracht
[70,84].

Die folgenden drei Aspekte kdnnen zur Pathogenese der Myokarditis beitragen: 1. die
Destruktion der Kardiomyozyten durch einwandernde Immunzellen auch tiber das Mal? der
Viruselimination hinaus, 2. die Induktion einer auto-reaktiven Immunantwort gegen kardiale
Strukturen und 3. der unmittelbare Kardiomyozytenschaden durch das Virus selbst [70]. Die
Auswirkungen der zellul&ren und humoralen Immunantwort auf das infizierte Myokard und
maoglicherweise auch auf nicht-infizierte benachbarte Kardiomyozyten sind in Abb. 5
zusammengefasst. Obwohl immunpathologische Effekte fiir einzelne Komponenten der
Immunabwehr im Tierexperiment nachgewiesen werden konnten [70], blieben letztlich alle

immunsuppressiven Therapieansatze in der Myokarditis beim Mensch ohne Erfolg [85]. In
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Studien werden gegenwartig immunologische Therapieansatze untersucht, die auf einzelne
Komponenten der Immunabwehr wie spezifische TLR oder die B-Zellantwort abzielen.

Der Virus-vermittelte Zellschaden in der CVB3-Infektion fuhrt zur Freisetzung kardialer
antigener Epitope, die sonst dem Immunsystem verborgen sind [86]. Auch tber molekulare
Mimikrys kann eine anti-kardiale Autoimmunitat in der CVB3-Infektion induziert werden [87].
In der murinen CVB3-Myokarditis konnten Autoantikorper gegen die schwere Kette des
Myosins, gegen Tropomyosin, Desmin und Aktin nachgewiesen werden [71]. Bei der
Ausbildung der chronischen Myokarditis im CVB3-Mausmodell ist der Einfluss einer
antikardialen Autoimmunitat sehr wahrscheinlich. Auch beim Mensch wurden Autoantikdrper
gegen CVB3 nachgewiesen, die mit kardialen Zielstrukturen kreuz reagieren [88]. Viele Studien
sprechen hier fur einen Zusammenhang zwischen einer initialen Virusinfektion des Herzens und

der Induktion einer antikardialen Autoimmunitat [89,90].

Der Beitrag der Virus-vermittelten Destruktion der Kardiomyozyten an der Pathogenese der
Myokarditis wird durch Untersuchungen untermauert, die zeigen, dass die Virusreplikation zum
Absterben von Kardiomyozyten fuhrt. Infizierte Kardiomyozyten weisen bereits einen relevanten
Zellschaden auf, bevor Entziindungszellen in das Herz einwandern [70]. Die Expression einer
Replikations-defizienten CVB3 cDNA hatte einen Kardiomyozytenschaden und einen
fibrotischen Umbau im Herz zur Folge [81]. Die zytopathischen Viruseffekte werden durch die
Virusprotease 2A-abhéngige Spaltung des zelluléren Dystrophins verstarkt [91]. In der CVB3-
Infektion wird die Wirtszell-RNA-Transkription und -Proteintranslation zugunsten der
Virusreplikation inaktiviert. In spéteren Infektionsphasen werden Apoptosewege induziert, so
dass vielféltige Mechanismen durch das CVB3 selbst ausgeldst zum direkten
Kardiomyozytenschaden und damit zur Funktionseinschrankung in der akuten Myokarditis
fihren [70].



Antigen
presenting
cell

Cardiac and
viral antigens

Toll-like _

TNF-a, IFN-vy,
receptor

Viral
epitopes -
Cardiac I
myocyte
s MHC I~
MHC | Intercellular s O
‘Q' adhesion =T R
molecule O 0

. | T cell-mediated 9 )
damage O

o
i A
00 O .
o ~ b i
o ° nry ., Ul

Abb. 5: Myokardschaden durch die Immunantwort in der viralen Myokarditis.

In der Frihphase der akuten Virusmyokarditis kommt es zur Aktivierung der naiven Immunantwort tiber TLR in
professionellen APZ und zur Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. Antigenspezifische T Zellen werden
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die Zerstorung infizierter Kardiomyozyten werden kardiale Autoantigene frei, die die Bildung von Autoantikdrpern

induzieren kénnen.

1.7 Ubergeordnete Fragestellung

Die Bedeutung des UPS im kardiovaskuldren Kontext ist in den letzten beiden Jahrzehnten

zunehmend in den Fokus der Forschung gertickt. Trotz der weitreichend bekannten Funktion des

UPS und speziell des Immunoproteasoms in Infektionserkrankungen ist dieses System in der

Myokarditis bislang nicht untersucht worden. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des
Immunoproteasoms im Mausmodell der akuten CVB3-Myokarditis zu charakterisieren.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Das Immunoproteasom wird in der akuten Coxsackievirus B3-Myokarditis
vermehrt exprimiert

CVB3-Infektionen sind haufige Ausldser einer Myokarditis [70]. Das Mausmodell der akuten
und chronischen CVB3-Myokarditis kann zur Charakterisierung von Suszeptibilitatsfaktoren, die
zur Viruspersistenz und damit zum chronischen Krankheitsverlauf pradestinieren, herangezogen
werden [72]. Dadurch kdénnen Rickschliisse auf das Krankheitsbild der akuten Virusmyokarditis
und der sich daraus entwickelnden DCM beim Mensch gezogen werden.

Ziel unserer initialen Analysen war es, mit Hilfe von mRNA-Transkriptomanalysen im Herz
differenziell regulierte Gene in der CVB3-Myokarditis zu identifizieren. In der akuten
Krankheitsphase zeigte sich eine vermehrte Expression von Genen, die direkt mit der MHC
Klasse I-Antigenprésentation assoziiert sind wie MHC Klasse I-Molekiile, TAP-
Peptidtransporter, Tapasin sowie die durch IFN-induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms.
Unser weiterer Fokus lag auf der Expression der drei Immunountereinheiten f1i/LMP2,
B2i/MECL-1 und B5i/LMP7 im Herz. In der Myokarditis zeigte sich in Kardiomyozyten eine
verstérkte Expression des Immunoproteasoms sowohl in C57BL/6 als auch in A.BY/SnJ
Mausen. Im Vergleich zu C57BL/6 Mdusen zeichnete sich in suszeptiblen A.BY/SnJ Mdusen
eine verstarkte Induktion der Immunountereinheiten an Tag 8 p.i. ab. Zur Klarung der Frage, ob
diese gen-regulatorischen Veranderungen auch in einer veranderten Komposition und damit
Funktion des Proteasoms miinden wiirden, wurde das 20S Proteasom aus dem Herz infizierter
Méause isoliert und strukturell charakterisiert. Wir konnten nachweisen, dass alle drei
Immunountereinheiten in den kardialen 20S Proteasom-Komplex in C57BL/6 und A.BY/SnJ
Mausen in der akuten Phase der Myokarditis inkorporiert waren. Die vergleichsweise erhéhte
myokardiale Expression des Immunoproteasoms in A.BY/SnJ Mdusen wurde zu diesem
Zeitpunkt auf Proteinebene bestatigt. Zusammenfassend haben wir hier erstmals nachweisen

kdnnen, dass das Immunoproteasom in der akuten Virusinfektion im Herz gebildet wird [92].
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2.2 Die Generierung von in silico vorhergesagten Epitopen des Coxsackievirus
B3-Polyproteins durch das Proteasom

In verschiedenen Studien konnte der Nachweis erbracht werden, dass die CD8" T Zell-
vermittelte Immunantwort einen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der CVB3-Myokarditis
nimmt [93,94]. Um einen potenziell vorhandenen Effekt der Immunoproteasom-Regulation auf
die Generierung von antigenen MHC Kilasse I-Liganden in der CVB3-Myokarditis analysieren
zu koénnen, haben wir unseren Fokus zundchst auf die Identifizierung dieser Liganden aus dem
CVB3-Polyprotein gelegt. CVB3-Epitope waren bislang nicht bekannt.

Die Frage, ob ein virales Peptid in der Tat in vivo als MHC Klasse I-Epitop prasentiert wird,
héngt von verschiedenen Faktoren ab. Virale Peptide werden Giberwiegend durch das Proteasom
aus dem DRiP-Pool generiert. Anschliel’end werden diese Peptide Uber TAP-Peptidtransporter
ins ER transportiert. Somit entscheiden Schnittpréferenzen des Proteasoms und
Bindungseigenschaften von TAP, ob ein Peptid als antigenes Epitop in Frage kommt. Dartiber
hinaus sind die Affinitat der Peptide zu MHC Klasse 1-Molekilen und letztlich die Stabilitat
dieser Peptid-beladenen Komplexe fir die Antigenprésentation entscheidend. In der in silico
Peptidvorhersage wird die Komplexitét dieser verschiedenen Aspekte durch Computer-basierte
Vorhersageprogramme derzeit am besten abgebildet. Zur Identifizierung von MHC Klasse I-
Liganden des CVVB3-Polyproteins wurden verschiedene Datenbanken eingesetzt. SYFPEITHI
analysiert die MHC Klasse I-Affinitat/Stabilitat eines Peptids [95]; die immune epitope database
analysis resource (IEDB-AR) kann zusétzlich eine Aussage tber die TAP-Bindung einzelner
Peptide liefern und sagt die Wahrscheinlichkeit einer Peptidgenerierung durch das Proteasom
voraus [96,97]. Mit diesen Programmen wurden 13 H-2° restringierte CVB3-Peptide
vorhergesagt, die in Prozessierungsstudien auf ihre Generierung durch das 20S Proteasom
getestet wurden. Insgesamt wurden sieben Epitope bzw. Vorlauferpeptide der insgesamt 13 in
silico vorhergesagten MHC Klasse I-Liganden durch den 20S Kern-Komplex generiert. Dabei
konnte fiir das CVB3 VP2 2s5.203)-Epitop eine Immunoproteasom-abhéngige Prozessierung
gezeigt werden. Die MHC Klasse I-Bindungsaffinitét dieses Liganden wurde in vitro als hoch-
affin charakterisiert. Zudem konnten wir CVB3 VP22s5.293)-spezifische CD8" T Zellen ex vivo
nach CVB3-Infektion nachweisen [98]. Die Identifizierung von durch das Proteasom generierten
MHC Klasse I-Liganden des CVVB3-Proteins erlaubte uns, in folgenden Experimenten den Effekt
der myokardialen Immunoproteasom-Expression auf die Generierung dieser Peptide in der

CVB3-Myokarditis zu untersuchen.
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2.3 Die Typ I Interferon-vermittelte Induktion des Immunoproteasoms fuhrt zur
vermehrten Generierung von Coxsackievirus B3-Epitopen in der akuten
Myokarditis

IFN-y induziert die Expression der Immunountereinheiten p1i/LMP2, B2i/MECL-1 und
B51/LMP7 des Proteasoms [22]. Viren losen im Wirtsorganismus in der Friihphase der
Immunantwort vor allem eine Typ | IFN-Antwort aus. Fir die Hepatitis C-Virusinfektion konnte
im Schimpansen-Modell ein zeitlicher Zusammenhang zwischen der Typ I IFN-Antwort und der
Induktion des Immunoproteasoms gezeigt werden [99]. Unabhé&ngig davon wurde wiederholt im
Mausmodell der CVB3-Myokarditis der Nachweis erbracht, dass Typ I IFN hier protektiv
wirken [81,82]. Basierend auf diesen VVorarbeiten sollte der Effekt der Typ | IFN-Antwort auf die
Immunoproteasom-Expression und die Epitopgenerierung durch das Proteasom in der CVB3-
Myokarditis untersucht werden.

Die von der Viramie gekennzeichnete Friihphase der CVB3-Myokarditis (d4 p.i.) weist keine
relevanten phanotypischen Unterschiede zwischen resistenten C57BL/6 und suszeptiblen
A.BY/SnJ Mdusen auf [72]. Die akute Phase der Infektion (d8 p.i.) ist bei A.BY/SnJ Mé&usen
durch eine im Vergleich zu C57BL/6 Mausen hohe Viruslast, massive Invasion von
Entzindungszellen und eine damit einhergehende Gewebezerstorung charakterisiert. Im Herz
CVB3-infizierter Mduse zeigte sich eine frihe myokardiale Induktion der IFN-a- und IFN-f-
MRNA Expression in resistenten C57BL/6 Ma&usen an d3 p.i. Die Typ | IFN-Antwort war
dagegen im Herz von A.BY/SnJ Mdusen deutlich reduziert. Das friihe Expressionsmaximum der
Typ | IFN korrelierte bei C57BL/6 Madausen mit der Expression der Immunountereinheiten
B1i/LMP2, B2i/MECL1 und B5i/LMP7. Im Gegensatz dazu war der frihe Anstieg der
myokardialen mRNA-Expression der Immunountereinheiten bei A.BY/SnJ Méusen deutlich
geringer ausgepragt. Hier zeigte sich das Expressionsmaximum des Immunoproteasoms im Herz
um Tag 8 p.i. zeitgleich mit der maximalen IFN-y Antwort. Die Effekte der Immunoproteasom-
Expression auf die Generierung der CVB3-Epitope VP2(285.203) und P3D2170-2177), die beide
Immunoproteasom-abhangig generiert werden [98,100], wurden mit Herz-20S Proteasom zu
verschiedenen Zeitpunkten der Myokarditis gepruft. Unsere Experimente zeigten, dass die
vermehrte Immunoproteasom-Expression in der Friihphase der Myokarditis in C57BL/6 M&usen
mit einer effizienten Epitopgenerierung durch das myokardiale Proteasom verbunden war. Im
Gegensatz dazu waren Effekte auf die Antigenprozessierung durch das Proteasom im Herz

infizierter A.BY/SnJ Méuse erst zu einem spateren Zeitpunkt (hier Tag 8 p.i.) nachweisbar [101].
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2.4 Eine eingeschrankte Antigenprasentationskapazitat von dendritischen Zellen
geht mit einer schweren Coxsackievirus B3-Myokarditis einher

Im Mausmodell der CVVB3-Myokarditis haben wir verschiedene Aspekte der
Antigenprésentations-Maschinerie analysiert. Die myokardiale mMRNA-Expression von MHC
Klasse I-Molekiilen und TAP-Peptidtransportern folgte dem Expressionsmuster von Typ | IFN
[101]. Die naive Phase der Immunantwort scheint fiir den weiteren Verlauf der Erkrankung mit
der Frage einer Chronifizierung eine wichtige Rolle zu spielen [81,102]. Dendritischen Zellen
(DC) kommt als professionellen APZ eine grundlegende Funktion bei der Initiierung einer
Immunantwort zu. Untersuchungen zur Aktivierung von DC in der CVB3-Infektion zeigten, dass
die Chemokin-Antwort bei DC aus A.BY/SnJ Mé&usen deutlich eingeschrénkt ist [103]. Ziel
unserer weiterfihrenden Arbeiten war es, den Phénotyp sowie die Funktionalitat der DC in der
CVB3-Myokarditis detailliert zu charakterisieren.

Im Gegensatz zu DC aus C57BL/6 Mé&usen zeigten DC aus A.BY/SnJ Méusen deutliche Defizite
in der Maturierung und Aktivierung wahrend der Frihphase der CVB3-Infektion. So konnten wir
in der CVB3-Infektion in dem suszeptiblen A.BY/SnJ Stamm keine relevante Induktion der fur
die Antigenprésentations-Funktion der DC entscheidenden ko-stimulatorischen Molekile CD80,
CD40 und CD86 auf der Zelloberflache der DC nachweisen. Wéhrend die DC-
Maturierung/Aktivierung in C57BL/6 Mausen mit der Induktion pro-inflammatorischer Zytokine
und Typ I IFN einherging, wiesen DC aus A.BY/SnJ Mé&usen hier ebenfalls einen Defekt auf.
Diese Defizite in der DC-Maturierung/Aktivierung bei DC aus A.BY/SnJ Mausen waren mit
einer verminderten Fahigkeit zur Kreuzprasentation exogener MHC Klasse I-Molekiile in diesem
Mausstamm vergesellschaftet. Wéhrend der DC-Maturierung kommt es zur passageren
Akkumulation von poly-ubiquitinylierten Proteinen, sog. DALIS (dendritic cell aggresome-like
structures) [104,105]. In DALIS werden poly-ubiquitinylierte DRIP, die eine Quelle fir MHC
Klasse I-restringierte Peptide darstellen, bis zur vollstandigen Maturierung der DC gespeichert
und dann dem Abbau durch das Proteasom zugefihrt [106,107]. Wir konnten in DC aus
A.BY/SnJ Mé&usen zeigen, dass die CVB3-Antigen-enthaltenden DALIS auch in reifen DC
persistieren und dadurch moglicherweise die Quelle antigener CVB3-Peptide limitiert ist.
DALIS wurden hingegen in DC aus C57BL/6 Mausen wéhrend der Maturierung effizient
abgebaut. Zusammenfassend deuten unsere Daten darauf hin, dass die eingeschrankte
Funktionalitat von DC zumindest teilweise ursachlich fir die Unfahigkeit zur Viruselimination
in A.BY/SnJ Mdusen ist [108].
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2.5 Das Immunoproteasom reguliert die zellulare Proteinhomd@ostase bei
Zytokin-induziertem oxidativen Stress

Das Immunoproteasom weist im Vergleich zum Standardproteasom eine verénderte
proteolytische Kapazitét auf [31], die in einigen Féllen mit einer gesteigerten Generierung von
MHC Klasse I-Epitopen assoziiert ist [32,43,45,98]. Auch in der Frihphase der CVB3-
Myokarditis zeigte sich infolge der vermehrten Immunoproteasom-Expression im infizierten
Herz eine effiziente Generierung von CVB3-Epitopen [101]. Die in vivo Bedeutung dieser in
vitro nachweisbaren erhdhten Antigenprozessierungsrate wird kontrovers diskutiert. Unsere
weiterfuhrenden Untersuchungen zur in vivo Rolle des Immunoproteasoms zeigten, dass die
wesentliche Funktion der durch IFN und Zytokine induzierten Immunountereinheiten im Schutz
der Zelle vor IFN-induziertem oxidativen Stress besteht. Die Bildung reaktiver Sauerstoff-
Spezies (reactive oxygen species (ROS)) bei systemischer IFN-Ausschiittung fiihrt zur oxidativen
Modifizierung von neu synthetisierten Proteinen, die als geschadigte Proteine dem DRiP-Pool
zuzuordnen sind. Das UPS adaptiert unter anderem seine Prozessierungskapazitat in diesen
Situationen und schiitzt die Zelle durch die Induktion des Immunoproteasoms mit der damit
einhergehenden erhéhten Prozessierungsrate vor der Schadigung durch oxidativ-modifizierte,
toxische Proteine. Diese Funktion spiegelte sich in einer verminderten Zellvitalitét in
Immunoproteasom-defizienten Zellen nach IFN-Exposition wider. Eine Stérung der
Proteinhomoostase bei Immunoproteasom-Defizienz ging mit einer Akkumulation von Proteinen
des DRIP Pools in aggresome-like structures (ALIS) einher. Diese Effekte konnten wir auch im
Mausmodell der Lipopolysaccharid-induzierten Leberzellschadigung und in der experimentellen
akuten Enzephalomyelitis (EAE) beobachten. Immunoproteasom-defiziente Méause wiesen in der
EAE einen schweren Krankheitsverlauf auf. Unsere Daten zeigen, dass die Hauptfunktion des
Immunoproteasoms in der Protektion der Zelle vor IFN-induziertem oxidativen Stress liegt
[109]. Der durch das Immunoproteasom gesteigerte Substratumsatz fuhrt zudem zu einer
vermehrten Generierung von MHC Klasse I-Liganden und stellt damit eine Form der Anpassung

der Zelle an eine Infektion dar.
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2.6 Die Funktionseinschrankung des Immunoproteasoms durch g5i/LMP7-
Gendeletion fhrt zu einer schweren Coxsackievirus B3-Myokarditis

Das Immunoproteasom wird im Herz von C57BL/6 Méusen, die nach einer milden akuten
Virusmyokarditis eine restitutio ad integrum aufweisen, bereits in der Friihphase der
Kardiomyozytensch&digung induziert. Die dadurch erhéhte Generierungsrate antigener CVB3-
Epitope [101] hatte keinen Einfluss auf die CD8" T Zell-Antwort: die Anzahl VP2 2g5.293)-
spezifischer CD8" T Zellen war in Immunoproteasom-kompetenten und Immunoproteasom-
defizienten Méausen gleich. Adoptive Transferexperimente mit CD8" Gedachtnis-T Zellen
ergaben ebenfalls keinen Hinweis auf einen Effekt des Immunoproteasoms auf die CD8"-
spezifische T Zell-Antwort im CVB3-Myokarditis-Modell. Demgegentber stand in der
Akutphase der CVB3-Myokarditis die Beobachtung, dass Immunoproteasom-defiziente Mause
eine deutlich vermehrte myokardiale Inflammation und Kardiomyozytennekrose aufweisen. Die
Viruslast war im Herz von Immunoproteasom-kompetenten und Immunoproteasom-defizienten
Méusen identisch. Somit stellte sich in Anbetracht der neu identifizierten Hauptfunktion des
Immunoproteasoms im Schutz der Zelle vor IFN-induziertem oxidativen Stress [109] die Frage,
ob auch im viralen Infektionsmodell dem Immunoproteasom diese Funktion zugeschrieben
werden kann. In der Tat zeigten unsere Daten, dass das Immunoproteasom in der Virusinfektion
in den mit pro-inflammatorischen Zytokinen und IFN-exponierten Kardiomyozyten und
Entzundungszellen zur Aufrechterhaltung der Proteinhomd@ostase beitragt. Im
Immunoproteasom-defizienten Herz konnten wir in der akuten Myokarditis vermehrt Aggregate
poly-ubiquitinylierter Proteine und eine Anh&ufung oxidativ-modifizierter Proteine nachweisen.
Diese in ALIS akkumulierenden Proteine wurden in Kardiomyozyten, aber auch in
einwandernden Entziindungszellen nachgewiesen. Zusammen mit der Beobachtung einer
verminderten Aktivierung des anti-apoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrte
die gestorte Proteinhomdostase im Herz von Immunoproteasom-defizienten Mausen zur
Apoptose und damit zur Exazerbation der akuten Virus-vermittelten Myokardschadigung.
Unsere Daten zeigen, dass das Herz-Immunoproteasom das Zielorgan der CVB3-Infektion vor

exzessiver Entziindungsreaktion in einem Virus-induzierten Zytokinmilieu schiitzen kann [110].
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3. Ubergreifende Diskussion und Ausblick

Coxsackieviren sind haufige Ausldser einer Myokarditis im Mensch. Sie kann Ursache einer
DCM und damit einer chronischen Herzinsuffizienz sein. Das Mausmodell der CVB3-
Myokarditis eignet sich fiir die Untersuchung von Suszeptibilitatsfaktoren, die einen chronischen
Verlauf beglnstigen. Die aktive Bekampfung von intrazellular vorkommenden Coxsackieviren
durch das Immunsystem erfordert eine wirksame CD8" T Zell-vermittelte Erkennung und
Zerstorung von infizierten Kardiomyozyten, die wiederum ein optimales Priming von CVB3-
Epitop-spezifischen T Zellen voraussetzt. Dafiir werden professionelle APZ benétigt. Die Typ |
IFN-Antwort in der Frihphase der Myokarditis in DC und Kardiomyozyten spielt in diesem
Prozess eine entscheidende Rolle. Dadurch wird das Immunoproteasom im Herz CVB3-
infizierter Mduse, dem Zielorgan der zelluldren Immunantwort, induziert. Das
Immunoproteasom verhindert infolge einer gesteigerten Proteolyse die Akkumulation von
toxischen, durch oxidativen Stress geschédigten Proteinkonglomeraten und fuhrt zur effizienten
Generierung von CVB3-Epitopen in Kardiomyozyten. Das im Rahmen der Virusinfektion einem
oxidativen Stress exponierte Herz wird durch das Immunoproteasom vor apoptotischem

Zelluntergang geschitzt.

Die Analyse der myokardialen MHC Klasse I-Antigenprasentations-Maschinerie im Mausmodell
der CVB3-Myokarditis in resistenten und suszeptiblen Mausstdammen war Grundlage unserer
Arbeiten. Dabei konnten wir wie bereits in C3H/He Mausen gezeigt [83] eine Induktion der
Expression von MHC Klasse I-Molekiilen und TAP-Peptidtransportern im Herz nachweisen
[92]. Dies ist fur eine effiziente Antigenprésentation entscheidend [111]. Die vermehrte
Inkorporation der durch IFN-induzierbaren Immunountereinheiten des Proteasoms in der
Akutphase der CVB3-Myokarditis bedingte eine Steigerung der katalytischen Aktivitat des
Herz-20S Proteasoms [101]. Dieser erste in vivo Nachweis der Induktion des Immunoproteasoms
im Herz deckt sich mit Befunden aus anderen Infektionsmodellen. In der LCMV- und L.
monocytogenes Infektion in der Leber wurde ein nahezu vollstandiger IFN-y-abhéngiger
Austausch der katalytisch aktiven Untereinheiten p.i. nachgewiesen [32,33]. Dagegen war im
Herz infizierter Mduse die Menge des Standardproteasoms nicht signifikant reduziert, so dass
hier Standard- und Immunoproteasom parallel existierten. Die Expression des
Immunoproteasoms war in C57BL/6 Mdusen bereits wéhrend einer Phase der CVB3-
Myokarditis zu beobachten, in der kaum Entzlindungszellen vorhanden waren [101]. Diese

Beobachtung passt zum direkten Nachweis einer erhéhten B5i/LMP7 mRNA-Expression in
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Kardiomyozyten aus dem infizierten Mausherz [92]. Der basal nur geringen Expressionsrate der
drei Immunountereinheiten des Proteasoms im Herz [92,101,112] steht eine hohe
Immunoproteasom-Expression in Zellen des lymphatischen Systems gegentber. Wir konnten in
unreifen dendritischen Zellen tiberwiegend Immunountereinheiten nachweisen. Nach einer
CVB3-Infektion oder IFN-Stimulation war wie von Macagno et al. gezeigt [24] keine relevante

Expressionssteigerung der Immunountereinheiten in DC zu verzeichnen [113].

Die Inkorporation aller drei Immunountereinheiten in den 20S Kern-Komplex setzt wéhrend der
Maturierung des 20S Proteasoms die Anwesenheit der B5i/LMP7-Untereinheit voraus. Liegt eine
Gendeletion von B5i/LMP7 vor, kdnnen 32i/MECL-1 und B1i/LMP2 sowohl im
Infektionsmodell in vivo als auch nach IFN-Stimulation in vitro nicht suffizient in den 20S Kern-
Komplex von Kardiomyozyten eingebaut werden [110]. Die detaillierte Untersuchung der
Zusammensetzung des Proteasoms ist notwendig, da neben dem Standard- und
Immunoproteasom auch Proteasom-Mischformen existieren konnen. In B1i/LMP2-defizienten
Mausen wurde eine effiziente Inkorporation von 2i/MECL-1 und B5i/LMP7 in das 20S
Proteasom aus B-Zellen beschrieben; dieses Proteasom wurde als Mischproteasom bezeichnet
[48]. Im Gegensatz dazu konnten Griffin et al.in vitro nachweisen, dass der Einbau von
B2i/MECL-1 in den 20S Kern-Komplex die Anwesenheit von 31i/LMP2 voraussetzt [114].
Unsere Daten aus dem CVB3-Myokarditismodell zeigen hingegen eine effiziente Inkorporation
von B1i/MECL-1 und B5i/LMP7 in das 20S Proteasom aus B1i/LMP2-defizienten Mausherzen
(nicht-publizierte Daten) und stiitzen die Beobachtungen aus naiven B Zellen dieser Mduse [48].
Diese teilweise diskrepanten Aussagen unterstreichen die Notwendigkeit der sorgféltigen
Dateninterpretation bei der Analyse der funktionellen Relevanz des Immunoproteasoms in

diesen Modellen.

Der Funktionsanalyse des Immunoproteasoms im Herz von CVB3-infizierten Mausen lagen
folgende Befunde zugrunde: das Immunoproteasom steigert die Substratumsatzrate [98,100,115];
es weist veranderte Schnittstellen-Préaferenzen auf [116,117]; die katalytische Aktivitat des
Immunoproteasoms kann zur Effizienzsteigerung der Prozessierung von MHC Klasse I-
restringierten Epitopen fiihren [32,39,40]. Grundlegende Voraussetzung fur die Untersuchung
der in vivo Rolle der Immunoproteasom-Induktion fir die Antigenprozessierung in der CVB3-
Myokarditis ist die Tatsache, dass eine CD8" T Zell-Antwort fiir die CVB3-Eliminierung

notwendig ist. Untersuchungen in Perforin-defizienten Mausen ergaben zunéchst keine
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Auswirkung einer Perforin-abhangigen CD8" T Zell-Antwort auf die Viruslast in der CVB3-
Infektion [94]. Demgegenuber konnte in B,-Mikroglobulin-defizienten M&usen nachgewiesen
werden, dass der MHC Klasse 1-Weg der Antigenprasentation und damit mutmaglich auch die
CD8" T Zell-Antwort fiir den Verlauf der CVB3-Myokarditis entscheidend sind [93,94]. Die
verminderte Typ Il IFN-Antwort in ,-Mikroglobulin-defizienten Mdusen wurde mit einer
fulminanten akuten Myokarditis, hoher Viruslast und chronischer Viruspersistenz in diesem
Mausstamm in Zusammenhang gebracht [94]. Andere Untersuchungen zeigten allerdings eine
durch CD8" T Zellen verursachte Exazerbation der Entziindung im infizierten Mausherz, die
auch fiir eine Myokardfibrose verantwortlich gemacht wurde [93]. Abgesehen von diesen
allgemeinen Aussagen zur CD8" T Zell-Antwort in der CVB3-Infektion existierten bislang keine
Daten zu spezifischen MHC Klasse I-restringierten CD8" T Zell-Epitopen des CVB3. Die
Gruppe um J.L. Whitton et al. argumentierte, dass eine akute CVB3-Infektion keine spezifische
CD8" und CD4" T Zell-Antwort auslésen kann. Grundlage dieser Aussage sind Untersuchungen
von LCMV-MHC Klasse I-Epitopen im Kontext einer CVB3-Plasmid-cDNA [118]. In HelLa-
Zellen wurde nach CVB3-Infektion die Expression der MHC Klasse 1-Molekiile herunter

reguliert [119]. Dies wurde als immune escape Mechanismus des Virus interpretiert.

Aus unserer Sicht war mit diesen Experimenten keine definitive Aussage Uber in vivo
vorkommende CVB3-MHC Kilasse I-Epitope moglich. Wie in 2.2 beschrieben, haben wir mit
verschiedenen in silico Peptidvorhersage-Datenbanken 13 vorwiegend N-terminal im
Virusprotein lokalisierte, H-2° restringierte CVB3-MHC Klasse I-Liganden ausgewahlt und
diese auf ihre Generierung durch das Proteasom geprtift. Fur die Epitope VP2 2g5.293) und
P3D2170-2177) konnten wir spezifische CD8" T Zellen ex vivo in relativ geringer Anzahl
nachweisen [98,101,110]. Die IFN-y Sekretion durch P3D170-2177)-Spezifische CD8" T Zellen
lag dabei in &hnlicher Dimension wie flr Hepatitis C Virus- und Reovirus-Epitope gezeigt
[99,120]. Im Vergleich mit LCMV- oder Influenzavirus-Modellen scheinen die hier
identifizierten CVB3-Epitope jedoch nur eine gering ausgeprigte CD8" T Zell-Antwort
auszulosen. Sie spiegeln am ehesten immuno-subdominante Epitope wider. Unser
experimenteller Ansatz bei der Epitopidentifizierung beinhaltete nicht das komplette CVB3-
Polyprotein, so dass noch andere, hier nicht untersuchte CVB3-spezifische Epitope existieren
konnen. Die Analyse der Effekte des Immunoproteasoms auf die Generierung der von uns
identifizierten, mutmalilich immuno-subdominanten Epitope ist vor allem vor dem Hintergrund
wichtig, dass das Immunoproteasom die Quantitat einzelner Epitope steigern [32] und die

verfiighare Menge présentierter Antigene in daftr prédestinierten Zellen regulieren kann [102].
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Unsere Prozessierungsanalysen zeigten, dass sowohl das Standard- als auch das
Immunoproteasom in der Lage ist, die CVB3-Peptide VP2 2g5-293), P3D2170-2177), VP4 (38-16),
VP3(370-378), P2C(1175-1183) bzW. die CVB3-Peptid-Precursor VP2 2s4.292), VP3(370-378), P2C(1175-
1183), P3C1s61-1568) UNd P3D(2170-2177) ZU generieren [98,100,101]. Das Immunoproteasom zeigte in
diesen Beispielen wie erwartet [115] eine gesteigerte Substratumsatzrate; wir konnten quantitativ
mehr Epitopfragmente nachweisen [98,100]. Dies war auch darauf zurlickzufiihren, dass das
Immunoproteasom die Schnitte am N- oder C-Terminus der Epitope VP2 2g5.293) und P3D 2170-
2177) bzw. des Precursor-Peptids von P2C 1175.1183) VOrzugsweise generierte [98,100]. Qualitative
Unterschiede waren in den Prozessierungsanalysen mit dem Standard- und Immunoproteasom
nicht vorhanden [98], d.h., es wurden die gleichen Peptidfragmente detektiert. In
Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten auch mit anderen Modellpeptiden keine
gravierenden qualitativen Unterschiede im Muster der durch das Standard- und

Immunoproteasom generierten Peptide beobachtet werden [117].

Die Tatsache, dass sowohl das H-2D"-restringierte VP22g5.203 und das H-2K"-restringierte
P3D2170-2177) Epitop Immunoproteasom-abhangig generiert wurden [98], und fiir beide Peptide
eine Epitop-spezifische CD8" T Zell-Antwort nachweisbar war [101], qualifizierte diese
Liganden fiir die Analyse der Effekte einer Immunoproteasom-Expression im Herz von CVB3-
infizierten Mausen. In Prozessierungsanalysen mit dem Herz-20S Proteasom konnten wir
zeitgleich zur vermehrten myokardialen Expression des Immunoproteasoms eine vermehrte
Epitopgenerierung zeigen. Eine effiziente Epitop-Generierung wurde zum Zeitpunkt Tag 4 p.i. in
C57BL/6 Mdusen und Tag 8 p.i. in A.BY/SnJ Mé&usen jeweils zeitgleich mit dem Stamm-
spezifischen Expressionsmaximum der Immunountereinheiten beobachtet [101]. Zur Kl&rung der
Frage, ob das Immunoproteasom im infizierten Mausherz fiir die Epitopgenerierung wichtig ist,
miusste die CVB3-Myokarditis in Herz-spezifischen, konditionellen Immunoproteasom-
defizienten Mdusen untersucht werden. Momentan sind diese Modelle nicht verfuigbar. Eine
maogliche Interpretation unserer Daten stellt einen Zusammenhang der verspateten Induktion des
Immunoproteasoms im Herz CVB3-infizierter A.BY/SnJ Méause mit dem chronischen Phanotyp
in diesem Mausstamm her. Dies wird durch folgende Beobachtungen gestitzt. ABY/SnJ Mause
weisen einen Defekt in der Viruselimination, also damit mutmaBlich in der CD8" T Zell-Antwort
auf [72]. Die frihe Immunoproteasom-abhé&ngige Antigenprozessierung ist fir die
Immunogenitat von Epitopen wichtig [102]. Das naive Herz weist eine geringe basale
Immunoproteasom-Expression auf [121]. Auch dieser Aspekt unterstreicht, dass in infizierten

Kardiomyozyten eine zeitgerechte Anpassung an die Antigenprozessierung erfolgen muss. In
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diesem Kontext sind auch die positiven Effekte der Immunoproteasom-Expression auf die
Pathogenlast bzw. die Uberlebensraten in Infektionsmodellen mit Toxoplasma gondii [122],
Trypanozoma cruzi [123] und Listeria monocytogenes [32] erwéhnenswert. Diese Ergebnisse aus
Experimenten mit Immunoproteasom-defizienten Mausen spiegeln jedoch anders als im
Mausmodell der CVB3-Myokarditis Befunde einer Deletion der B5i/LMP7-Untereinheit auch in

Immunzellen wider.

Die differierende Typ I IFN-Kinetik in C57BL/6 und A.BY/SnJ M&usen [101] passt zu der
Beobachtung, dass DC aus A.BY/SnJ Méausen aufgrund einer defekten Typ I IFN- und
Chemokin-Antwort [103] deutliche Maturierungs- und Aktivierungsdefekte aufwiesen [108]. Die
Relevanz dieser Daten wird durch Befunde aus dem HIV- und HCV-Infektionsmodell gestitzt.
Hier wurde der chronische Krankheitsverlauf mit Maturierungsdefekten der DC in
Zusammenhang gebracht [124,125]. In den DC der A.BY/SnJ Mause kann die relativ erhohte
Viruslast mit zu den Gen-regulatorischen Defiziten beitragen, da CVB3-Virusproteine einen
Transkriptions-/Translationsabbruch von Wirtsproteinen in infizierten Zellen auslésen kénnen
[126,127]. Die effiziente Typ I IFN-Antwort in C57BL/6 Mé&usen hingegen hatte eine erhohte
IRF-1 Expression zur Folge. IRF-1 kann wiederum Zytokine/IFN, ko-stimulatorische Molekdile
sowie die RNA-Helikasen Mda-5 und RIG-1in DC induzieren [128]. Mda-5 und RIG-1 binden
virale RNA und kdnnen so moglicherweise Einfluss auf die Viruslast und Maturierung in den
DC nehmen [108].

Die durch Typ I IFN-induzierten Prozesse wie Expression von Immunountereinheiten,
gesteigerte Antigenprozessierung im Herz infizierter Mause [101] sowie Maturierung
dendritischer Zellen [108] unterstreichen die Bedeutung der angeborenen Immunitat. Die Typ |
IFN-vermittelte Signaltransduktion induziert auch die Expression von 1ISG15 und ISGylierenden
Enzymen im Herz (nicht-publizierte Daten) und in DC CVB3-infizierter Mduse [108]. Die
ISGylierung wurde in anderen Infektionsmodellen mit antiviralen Effekten in Zusammenhang
gebracht [129,130]. Wir haben bereits in ersten Experimenten die Rolle dieses Ubiquitin-
ahnlichen Molekils in der CVB3-Myokarditis untersucht. ISG15-defiziente Mduse zeigten einen
fulminanten Phanotyp in der Akutphase der Infektion. In diesen Mausen kam es zur Entwicklung
einer chronischen Myokarditis mit einer Viruspersistenz und einer massiven Myokardfibrose
(nicht-publizierte Daten). Wahrend wir hier durch Typ | IFN-induzierte Effekte hinsichtlich ihrer
Bedeutung flr die Pathogenese der CVVB3-Myokarditis naher charakterisiert haben, zielten
Experimente mit Typ | IFN-Rezeptor- [81] und IFN-B-defizienten [82] M&usen auf die generelle
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Rolle der naiven Immunantwort hin und zeigten protektive Effekte derselben. In Einklang mit
diesen Untersuchungen haben verschiedene Gruppen die der Typ | IFN-Antwort Ubergeordnete
TLR-vermittelte Signaltransduktion in der CVB3-Myokarditis untersucht. Die Expression von
TRIF [131]und TLR3 [103] schiitzte vor einer Exazerbation der CVB3-Infektion, die z.T. direkt
mit der Typ | IFN-Expression in Verbindung gebracht werden konnte [131]. Im Gegensatz dazu
war eine Deletion von TLR4, IL-12-Rezeptor 1 [132] und MyD88 [80] mit protektiven Effekten
auf die Auspragung der CVB3-Myokarditis verbunden, die in MyD88-defizienten M&usen mit
einer erhohten IRF3-abhéngigen IFN-B Expression korrelierte [80]. Die Bedeutung der Typ |
IFN-Antwort flr die Viruselimination hat sich in allen Analysen bestétigt. Ein erster
erfolgreicher translationaler Ansatz ist in diesem Zusammenhang hervorzuheben. In einer
Pilotstudie wurde bei Patienten mit einem Enterovirus- oder Adenovirus-Nachweis im Herz nach
IFN-B Therapie eine Viruselimination beobachtet, die mit einer systolischen

Funktionsverbesserung assoziiert war [133].

Unsere weiteren Untersuchungen zielten auf die Frage ab, warum es in einer Infektion und der
damit verbundenen Sekretion von IFN zur Reifung eines Proteasoms mit einer erhéhten
Substratumsatzrate kommt. Die Beobachtung, dass das Immunoproteasom im Vergleich zum
Standardproteasom einzelne MHC Klasse I-Liganden effizienter generieren kann, war Grundlage
fiir die inhaltliche Assoziation zwischen Immunoproteasom-Funktion und adaptiver CD8* T
Zell-Antwort. Die teilweise marginalen Effekte der Immunoproteasom-Expression auf die CD8"
T Zell-Antwort sprechen jedoch gegen das Alleinstellungsmerkmal der Immunoproteasom-
Funktion in der Antigenprozessierung [32,42,46]. Betrachtet man die Effekte einer IFN-Antwort
in einer systemischen Infektion genauer, so betreffen diese Pathogen-exponierte, aber auch nicht-
Pathogen-exponierte Zellen. Das Immunoproteasom wird auch in nicht-Pathogen-exponierten
Zellen induziert. Diese Beobachtung suggeriert eine Gber die Antigenprozessierung hinaus
reichende Funktion des Immunoproteasoms. Bei einer IFN-Stimulation kommt es zu einer
generellen Induktion der zellul&ren Proteintranslation [109]. Die Mehrzahl der sich neu
bildenden Proteine ist durch Translationsfehler, Faltungsdefekte oder oxidative Schadigung
bedingt dem DRiP-Pool zugehdrig und muss somit vom Proteasom abgebaut werden [1,36].
Infolge einer IFN-Exposition [134] und auch in der CVB3-Infektion [135] werden ROS gebildet,
die eine oxidative Schadigung der sich neu bildenden Proteine bedingen [136]. Wir konnten in
verschiedenen in vitro und in vivo Modellen zeigen, dass die durch Immunountereinheiten-
Einbau gesteigerte katalytische Aktivitat des Proteasoms entscheidend am suffizienten Abbau

des DRIiP-Pools beteiligt ist. Das 26S Immunoproteasom reguliert die zellulare
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Proteinhomoostase und wirkt damit der Akkumulation oxidativ-geschédigter, poly-
ubiquitinylierter Proteine entgegen [109]. Dementsprechend konnten wir in Immunoproteasom-
defizienten Zellen in vivo und in vitro nach IFN-Exposition vermehrt ALIS nachweisen [109]. In
diesen ALIS akkumulieren poly-ubiquitinylierte DRIP [137]. Die Induktion des
Immunoproteasoms spiegelt die durch verschiedene Stressfaktoren ausgeldste Anpassung des

UPS an den gesteigerten Proteinumsatz wider.

Die Mehrzahl der viralen MHC Klasse I-Liganden entstammen dem DRIiP Pool, der durch das
26S Proteasom abgebaut wird [35,36]. Durch die gesteigerte Substratumsatzrate des
Immunoproteasoms l&sst sich so die Effizienzsteigerung in der Prozessierung viraler Epitope
erklaren. Fur die CVB3-Infektion konnten wir in DC wahrend der Maturierung den Nachweis
erbringen, dass auch Virusproteine des CVB3 in ALIS akkumulieren [108] und wahrscheinlich
dem DRiP-Pool zugehdrig sind [36]. Adoptive Transferexperimente mit CVB3-Gedachtnis-CD8”
T Zellen in B5i/LMP7-defizienten Mausen sprachen gegen einen relevanten Effekt des
Immunoproteasoms auf die CD8" T Zell-Antwort in der CVB3-Infektion [110]. Die effektive
Viruselimination in CVB3-infizierten B51/LMP7-defizienten Mausen unterstitzt diese Aussage.
Andererseits muss hier beriicksichtigt werden, dass die Rolle der CD8" T Zell-Antwort in diesem
Modell wie beschrieben kontrovers diskutiert wird. Trotz der identischen Viruslast konnten wir
jedoch in Immunoproteasom-defizienten Mé&usen eine Exazerbation der akuten Myokarditis
nachweisen [110]. Aus unserer Sicht beruhte dieser Myokardschaden auf folgenden Tatsachen.
Die systemische und lokale IFN/Zytokin-Antwort fihrte zum Anwachsen des durch oxidative
Schadigung charakterisierten DRiP-Pools im Herz infizierter M&use. Die Immunoproteasom-
Defizienz hatte auch in der CVB3-Infektion eine Akkumulation von ALIS in Kardiomyozyten
und einwandernden Immunzellen zur Folge. Auf die Zell-schadigenden Konsequenzen einer
ALIS-Akkumulation wurde bereits eingegangen [1]. Zudem konnten wir in Ubereinstimmung
mit publizierten Daten [48,53,109,138,139] in Kardiomyozyten und Entziindungszellen aus
Immunoproteasom-defizienten Mausen eine verminderte Aktivierung des anti-apoptotischen
[140] Transkriptionsfaktors NF-kB nachweisen [110]. NF-«B ist an der Regulierung der
Immunhomaostase auch in Entzindungskrankheiten beteiligt [141]. Diese Faktoren scheinen fiir
den massiven Zellschaden im Herz infizierter Immunoproteasom-defizienter Méuse ursachlich
zu sein. Unsere Daten zeigen erstmals in vivo, dass das Immunoproteasom im Kontext einer
Virusinfektion vor Apoptose schiitzen kann [110]. Der vermehrte Zelluntergang bei
Immunoproteasom-Defizienz kann zur Freisetzung von damage-associated molecular patterns

(DAMP) und damit zur Aktivierung der TLR-abh&ngigen Expression pro-inflammatorischer



98

Gene flhren, die die Entzindung in Immunoproteasom-defizienten M&usen weiter verstarken
kdnnen [142].

Die hier auch im Virusmodell beschriebene Rolle des Immunoproteasoms in der Regulation der
Proteinhomoostase stellt die bisherige Funktion desselben in einen tber die
Antigenprozessierung hinaus reichenden Kontext. Vor diesem Hintergrund erscheint auch eine
kritische Betrachtung moglicher Interventionsansatze mit Immunoproteasom-spezifischen
Inhibitoren notwendig. Zundchst sei die Bedeutung der genauen Charakterisierung der
Komposition des Proteasoms im zu untersuchenden Modell hervorgehoben. Die hier dem
Immunoproteasom zugeschriebene Funktion beruht auf Untersuchungen in f5i/LMP7-
defizienten Mdusen, die im Herz in der Friihphase der Myokarditis eine fehlende Inkorporation
aller drei induzierbaren Untereinheiten aufweisen [110]. Analysen der CVB3-Myokarditis in
B1i/LMP2-defizienten Mausen zeigen bei effektivem Einbau von B5i/LMP7 und f2i/MECL-1 in
den 20S Kern-Komplex einen vollkommen differierenden Phanotyp. Die Deletion von f1i/LMP2
war mit einer deutlich abgeschwachten Myokarditis und gleichzeitigem Erhalt der myokardialen
Funktion in der CVB3-Infektion vergesellschaftet (nicht-publizierte Daten). Unsere Daten zur
Immunoproteasom-Funktion im Herz riicken die Moglichkeit einer therapeutischen Interferenz
mit einzelnen Proteasom-Untereinheiten in ein neues Licht. Der in der Behandlung des multiplen
Myeloms etablierte Inhibitor Bortezomib [143] weist keine relevante Spezifitat fur das Standard-
oder Immunoproteasom auf und ist wegen seiner Nebenwirkungen nur begrenzt einsetzbar.
Kirzlich wurde der Immunoproteasom-spezifische Inhibitor PR-957 vorgestellt. Der protektive
Einsatz dieses B5i/LMP7-spezifischen Inhibitors im Modell der experimentellen Arthritis [52]
und Colitis [144] legt eine klinische Testung desselben nahe. Andererseits muss hier kritisch
angemerkt werden, dass die PR-957-Effekte in der experimentellen Colitis [144] den klinischen
Befunden in den drei Immunountereinheiten-defizienten Mausstammen B5i/LMP7™, B2i/MECL-
17" und B1i/LMP2", die jeweils verschiedene Proteasom-Mischformen aufweisen, gleichen
[144]. Daruber hinaus haben Schmidt et al. die protektiven Effekte der Proteasom-Inhibition im
Colitis-Modell auch mit Bortezomib nachweisen kénnen [53]. So bleibt in diesem Modell
letztlich unklar, wie und ob die beobachteten Effekte einer spezifischen Untereinheit
zuzuschreiben sind. Unabhangig von diesen Betrachtungen erscheint aufgrund unserer Daten
[110] eine B5I/LMP7-spezifische Hemmung in der viralen Myokarditis nicht sinnvoll. Hier
streben wir aufgrund der Befunde in B1i/LMP2-defizienten Mausen die Testung eines

B1i/LMP2-spezifischen Inhibitors in vivo an.
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An dieser Stelle sei auf eine weitere Beobachtung eingegangen, die sich in allen Untersuchungen
zur Rolle des Immunoproteasoms in der experimentellen Arthritis und Colitis aufzeigte. Die
verminderte Entziindung infolge der Interferenz mit der Immunoproteasom-Funktion wurde
einem veranderten Expressionsmuster pro-inflammatorischer Zytokine zugeschrieben
[52,53,144]. Im Gegensatz dazu konnten wir im CVB3-infizierten Herz weder in B5i/LMP7-
noch in B11/LMP2-defizienten M&usen Unterschiede in der Expression von IFN/Zytokinen im
Vergleich zu Kontrollm&usen nachweisen [110] + (nicht-publizierte Daten). Daher scheint es
sich bei der differierenden Zytokinexpression in Abhéngigkeit der Immunoproteasom-Funktion

um Organ- und Krankheits-spezifische Effekte zu handeln.

Neben dem Einsatz spezifischer Inhibitoren legen die beschriebenen Phénotypen der CVB3-
Myokarditis in Abhdngigkeit der Expression von Immunountereinheiten des Proteasoms auch
den translationalen Ansatz nahe, Patienten mit einer akuten Myokarditis bzw. einer DCM
hinsichtlich bekannter Einzelnukleotid-Polymorphismen im proteasome subunit beta 8 (PSMB8)
Gen (B5i/LMP7) und PSMB9 Gen (B1i/LMP2) zu untersuchen. Grundlage dafr ist der
Nachweis der protektiven Rolle des Immunoproteasoms in der Myokarditis [110] und die
Tatsache, dass Suszeptibilitatsfaktoren fiir die prognostische Einschétzung einer akuten
Myokarditis beim Mensch fehlen. Die Thr75Met-Mutation im PSMB8 Gen ist bei Patienten mit
einer Pannikulitis-induzierten Lipodystrophie mit einer Reduktion der chymotryptischen
Aktivitat vergesellschaftet [145]. Bei Patienten, die am Nakajo-Nishimura-Syndrom leiden,
wurde infolge einer Gly201Val-Mutation im PSMB8 Gen eine Reduktion der
Immunoproteasom-Assemblierung und -Aktivitat gezeigt. Diese ging mit einer Akkumulation
von poly-ubiquitinylierten, oxidativ-modifizierten Proteinen einher [146]. In Anbetracht der hier
diskutierten ALIS-Akkumulation im Herz CVB3-infizierter Immunoproteasom-defizienter
Mause [110] stellt die Gly201Val-Mutation in diesem Kontext einen sehr interessanten
Polymorphismus dar. Darlber hinaus wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen im PSMB9 Gen
bei Patienten mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen nachgewiesen [147,148]. Uber die
Analyse der Einzelnukleotid-Polymorphismen im Mensch hinaus werden wir daher auch die
Effekte der Immunountereinheiten auf die Auspréagung der Troponin I-induzierten Autoimmun-
Myokarditis [149] im Mausmodell untersuchen. Wir erhoffen uns, so weitere Informationen zur
Rolle der induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms in der Pathogenese der Myokarditis und
DCM zu erhalten.
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4. Zusammenfassung

Coxsackieviren sind haufige Ausldser einer Myokarditis im Mensch, die zur dilatativen
Kardiomyopathie fiihren kann. Das Mausmodell der Coxsackievirus B3 (CVB3)-Myokarditis
eignet sich zur Untersuchung von Suszeptibilitatsfaktoren, die fir eine chronische Erkrankung
pradestinieren. Die aktive Bekampfung der Coxsackieviren erfordert eine wirksame CD8" T
Zell-vermittelte Immunantwort. Die zeitgerechte Induktion der Typ | Interferone (IFN) fahrt in
der Frihphase der CVB3-Myokarditis zur Maturierung/Aktivierung/Migration Antigen-
prasentierender dendritischer Zellen und induziert in Kardiomyozyten als Zielzellen der
Virusinfektion die Expression der MHC Klasse I-Antigenprésentations-Maschinerie. Im Herz
kommt es zur Assemblierung des Immunoproteasoms, das fiir eine beschleunigte
Substratumsatzrate verantwortlich ist. Im Zuge dessen ist fir die antigenen CVB3-Peptide

VP2 285-293) Und P3D2170-2177y €ine Effizienzsteigerung der Epitopprozessierung zu verzeichnen.
Die Typ I IFN-Antwort in resistenten C57BL/6 M&usen geht mit einer Viruselimination nach der
akuten Erkrankungsphase einher. Im Gegensatz dazu zeigen Haplotyp-identische suszeptible
A.BY/SnJ Méuse eine ausgepragte akute Entziindung und sind durch einen chronischen
Krankheitsverlauf mit Viruspersistenz charakterisiert. Die in diesen M&usen nur rudimentar
ausgepragte Typ | IFN-Antwort scheint urséchlich fiir DC-Maturierungsdefekte und die
verminderte myokardiale Immunoproteasom-Funktion in der Frihphase der Myokarditis in
diesem Stamm zu sein. Die elementare Bedeutung der Immunoproteasom-Assemblierung und
der dadurch bedingten Steigerung der katalytischen Aktivitat der Protease in allen Zellen, die
einer Zytokin/IFN-Antwort ausgesetzt sind, wird vor allem durch die in diesem Kontext
ubiquitdr gesteigerte Proteinsynthese deutlich. Die zusétzliche Bildung von ROS in der IFN-
Antwort flihrt zur oxidativen Schadigung der sich neu bildenden Proteine im DRiP-Pool. Das
26S Immunoproteasom kann dem vermehrten Prozessierungsbedarf in der Zelle unter diesen
Umstanden gerecht werden; es reguliert die Proteinhomdostase in IFN-exponierten Zellen. Auch
in der Virusmyokarditis schiitzt das Immunoproteasom das Herz vor dem toxischen Einfluss
geschadigter Proteine und kann so die Zellvitalitét in dieser kritischen Krankheitsphase
stabilisieren. Fur Patienten mit einer entziindlichen Herzmuskelerkrankung sind diese
wegweisenden Befunde zur Funktion des Immunoproteasoms im Entziindungsgeschehen
Grundlage fir die Analyse von Einzelnukleotidpolymorphismen der Immunountereinheiten des
Proteasoms, fiir die funktionelle Defekte gezeigt wurden und die mdglicherweise prognostische

Relevanz haben.
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