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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  Myokarditis und dilatative Kardiomyopathie

Die Myokarditis ist eine entzindliche Erkrankung des Herzmuskels, die in Verbindung mit
einer kardialen Dysfunktion auch als inflammatorische Kardiomyopathie bezeichnet wird .
Es werden inflammatorische Kardiomyopathien idiopathischer, autoimmuner und
infektidser Atiologie unterschieden. Infektidse Agenzien sind vor allem kardiotrope Viren,
die haufig im Herzgewebe von Patienten mit Myokarditis und auch dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) nachweisbar sind. Hierzu zahlen vor allem, aber nicht
ausschlieBlich, Enteroviren, Adenoviren, Parvovirus B19, Humanes Herpesvirus 6,
Epstein-Barr-Virus, Cytomegalievirus, Influenza A-Virus und Hepatitis C-Virus #°. Neben
zahlreichen bekannten Viren kdnnen seltener auch bakterielle Erreger (z. B. Borrelien,
Chlamydien), aber auch Protozoen wie Trypanosoma cruzii, der Erreger der Chagas-
Krankheit, und einige Pilze (z. B. Aspergillus, Candida) eine Myokarditis verursachen. Zu
den nicht infektidsen Ursachen zahlen vor allem Alkoholmissbrauch, aber auch
Medikamente, Autoimmunerkrankungen oder Strahlen "8,

Uber die Inzidenz der Myokarditis in Deutschland und weltweit liegen keine vollkommen
gesicherten Daten vor, da die Erkrankung haufig subklinisch verlauft. Sie wird aber bei
routinemaBigen Autopsien in 1-9 % der Falle angenommen °. In Fallen, in denen sie
diagnostiziert wird, kann die Myokarditis Uber klinische, histologische und
immunhistochemische Methoden in mehrere Untergruppen klassifiziert werden ' . [1]
Die fulminante Myokarditis ist eine heftige Erkrankung, die einhergeht mit schwerer
kardialer Dysfunktion und Herzversagen. Jedoch haben Patienten, die die ersten Wochen
Uberleben, eine exzellente Langzeitprognose und kénnen eine vollstandige Heilung
erwarten """ "2, Demgegentiiber erfahren Patienten mit [2] akuter und [3] chronisch aktiver
Myokarditis einen deutlich milderen Verlauf mit moderater linksventrikularer Dysfunktion.
Diese Patientengruppen haben aber gleichzeitig eine deutlich schlechtere
Langzeitprognose mit einem erhéhten Risiko fiir eine chronische Infektion und einer 5-

13 Uber eine antivirale und

bzw. 10-Jahres-Uberlebensrate von 46 bzw. 25 %
immunsuppressive Therapie kann manchmal die Eliminierung des Virus und das
Abklingen der Inflammation erreicht werden. Dennoch entwickelt sich bei etwa 25 % der
Patienten mit klinisch manifestierter Myokarditis innerhalb von zwei bis vier Jahren nach
Diagnosestellung eine DCM, deren 5-Jahres-Mortalitdt ohne Herztransplantation 50 %
11, 13

betragt . Die DCM geht einher mit Strukturverédnderungen des Herzgewebes wie
Fibrotisierung und Vernarbung wund ist charakterisiert durch die progressive
Einschrankung der links- und rechtsventrikuldaren Funktion bei gleichzeitiger Dilatation des

7, 14, 15

linken und des rechten Ventrikels . Die DCM stellt neben der koronaren

Herzerkrankung die haufigste Ursache einer Herzinsuffizienz dar, d. h. das Unvermdgen

1



Einleitung

des Herzens, den gesamten Organismus seinen Bedirfnissen entsprechend mit Blut zu
versorgen, und ist eine der Hauptursachen flr Herztransplantationen. In Deutschland liegt
die Inzidenz der DCM derzeit bei 29 neuen Fallen pro 10° Einwohner " '°.

In Biopsieproben von Patienten mit DCM kénnen zum Teil virale Genome nachgewiesen
werden und die Persistenz kardiotroper Viren flhrt zu einer signifikanten Ver-
schlechterung der Prognose ® '® 7. Der kausale Zusammenhang zwischen Enterovirus-
infektion, insbesondere Coxsackieviren, und einer Myokarditis konnte durch Analyse von
Biopsiematerial mittels serologischer und molekularbiologischer Verfahren, wie in situ
Hybridisierung und PCR, sowie tierexperimenteller Versuche gezeigt werden. Auch ist es
weithin akzeptiert, dass zumindest bei einem Teil der Patienten mit DCM eine

Virusmyokarditis ursachlich vorausgegangen ist # 82,

1.2 Tiermodelle der Myokarditis

Eine virale Myokarditis kann in verschiedenen Inzuchtstdmmen der Maus durch
intraperitoneale Injektion von Coxsackievirus B3 (CVB3) induziert werden und ahnelt in
ihrem Erscheinungsbild der humanen Erkrankung. Die Anfélligkeit fir die Myokarditis ist
jedoch abhangig vom Tropismus des Virus, dem Alter des Wirts und dem verwendeten
Tiermodell % sowie weiteren Faktoren wie Geschlecht, Hormonstatus, Ernahrung,
kérperliche Aktivitat und genetische Faktoren sowohl des Wirts als auch des Virus 22,

Die Infektion fihrt innerhalb von 24 Stunden zu einer nachweisbaren Virdmie, welche in
der Regel bis zum Tag 3 nach der Infektion andauert und es dem Virus ermdéglicht,
sekundar weitere Organe wie Pankreas, Leber, Milz und Herz zu befallen. In der akuten
Phase (Tag 0-3) erreicht die virale Replikation ihr Maximum. In der subakuten Phase (Tag
4-14) wirkt die Aktivierung der immunologischen Abwehr des Wirts einer weiteren
Zunahme des Virustiters entgegen, so dass am Tag 10 nach der Infektion im Allgemeinen
keine Viren mehr detektierbar sind #*#*. Eine vollstindige Eliminierung des Virus und eine
damit einhergehende Ausheilung der Myokarditis ist fir die sogenannten resistenten
Inzuchtstdmme wie C57BL/6, B10.A und DBA/2 beschrieben worden. Im Gegensatz dazu,
kann in permissiven Mausstammen, wie auch bei einigen Patienten, nach dieser akuten
Phase eine chronische Phase eintreten, die durch eine persistierende, geringgradige
Entzindung mit zunehmender Fibrotisierung und Dilatation der Ventrikel charakterisiert ist
%52 Hierzu z&hlen vor allem die Stamme A/J, A.BY und A.SW, die unter der Bezeichnung
~A-Stdmme“ zusammengefasst werden, sowie SWR-Mause. Die Infektion von murinen
Inzuchtstammen mit CVB3 bietet somit ein geeignetes Tiermodell, um die patho-
physiologischen und molekularbiochemischen Prozesse in der viralen Myokarditis zu

untersuchen.



Einleitung

1.2.1 Coxsackieviren

Coxsackieviren gehdren innerhalb der Familie der Picornaviridae (pico lat. ,klein® + RNA)
zur Gattung Enterovirus und sind lytische, nicht umhiillte RNA-Viren, deren Genom als
lineare Einzelstrang-RNA mit positiver Polaritat [(+)ssRNA] vorliegt **%. Sie werden
aufgrund ihrer Pathogenitat bei neugeborenen Mausen in Typ A und B klassifiziert 2,
wobei Viren des Typus A eine diffuse Myositis mit schlaffer L&hmung des Gewebes und
Typ B-Viren eine herdférmige Myositis mit spastischer L&hmung, aber auch Meningitis,
Pankreatitis und Myokarditis verursachen % 34, Weiter werden Coxsackieviren des Typus
A in 23 und die des Typus B in sechs verschiedene Serotypen (CVB1-6) unterteilt *°.

Als zellularer Internalisierungsrezeptor fir Coxsackieviren wurde der Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) identifiziert > %. Der CAR ist ein Typ 1 Transmembranprotein

37, 38

der Immunglobulin-Superfamilie und ist in den tight junctions lokalisiert. Seine

extrazellulare Doméane vermittelt neben der Aufnahme von Adeno- und Coxsackie B-Viren

die Zell-Zell-Adhésion und -Kontaktfindung *>*° in der Morphogenese und Differenzierung

40, 41

von Herz und Gehirn . Der decay accelerating factor (DAF, CD55) ist ein weiteres

Zelloberflachenprotein, das CVB3 zwar binden, aber nicht internalisieren kann ***3.

1.2.2 Virusinduzierte Toxizitat

Unter Verwendung des murinen Tiermodells konnte gezeigt werden, dass die im Verlauf
der CVB3-Myokarditis auftretende Schadigung des Gewebes durch zwei verschiedene
Pathomechanismen zustande kommt. Zum einen durch die direkte virusinduzierte
Cytolyse, zum anderen durch sekundare, viruseliminierende Immunmechanismen des
Wirts 24, 26, 44-47.

Es ist belegt, dass Kardiomyozyten durch CVB3 infiziert werden kénnen “**°

und dies
einhergeht mit viraler Replikation und der Induktion des apoptotischen Zelltods °'*°.
Daneben fuhrt eine immunsuppressive Behandlung in der frihen Phase der Erkrankung in
Mé&usen zu einer Verscharfung der Myokarditis und einem Anstieg der Viruskonzentration
bzw. einer Verzégerung der Viruseliminierung *****°°. Den viralen Mechanismus hinter der
myokardialen Schadigung verdeutlichten auch Untersuchungen von Chow et al., in denen
die Inokulation mit CVB3 in SCID (severe combined immunodeficiency)-Mausen, die
einen Mangel an sowohl reifen T- als auch B-Lymphozyten haben, eine erhebliche
Myokarditis mit hoher Mortalitat ausléste °°.

Die virusinduzierte Cytotoxizitat tritt vor allem in der akuten Myokarditis auf und ist
charakterisiert durch fokale Nekrosen. Auch ohne inflammatorisches Infiltrat ist eine
Zunahme der Expression proinflammatorischer Cytokine wie Interleukin 1 beta (IL-1B),
24,57, 58

Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) und Interferon gamma (IFNy) zu beobachten
In der subakuten Phase, ab Tag 7 nach der Infektion, kommt es zunehmend zur

3
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Infiltration von zundchst NK (natural killer)-Zellen, dann Makrophagen und T-Lymphozyten

2. %9 80 Dje Ausschittung inflammatorischer Cytokine wie IL-18, TNFa, IFNy und

24, 57

Interleukin 2 (IL-2) kann teilweise bis zu 80 Tage nach der Infektion anhalten und

auch in Patienten mit akuter Myokarditis und DCM wurden erhéhte Level an TNFa,

1 Im akuten Myokarditis-

Interleukin 1 alpha (IL-1a) und IL-1B im Blut nachgewiesen
Modell klingt die Inflammation bis Tag 21 nach der Infektion ab und die bleibende
fibrotische Schadigung ist gering. Das Virus ist bereits am Tag 10 nach der Infektion nicht
mehr im Serum, dem Pankreas und der Milz zu detektieren, am Tag 14 nach der Infektion
auch nicht mehr im Herzen ®. Im chronischen Tiermodell hingegen persistiert das Virus
im Herzen und die Viruspersistenz ist begleitet von einer fortgesetzten kardialen
Inflammation 2% ®2%* die zu einer sukzessiven Verschlechterung der kardialen Struktur
und Funktion fiihrt. Welche Faktoren die Persistenz des Virus begiinstigen, ist nicht
eindeutig geklart, jedoch wurden mehrfach Mutationen in der VP1-Sequenz und vor allem
der 5-UTR des viralen Genoms beschrieben, die mit langfristiger Viruspersistenz
assoziiert werden 2% °*%_ Die Gruppe um Rose hat dar(iber hinaus den Adjuvantien-Effekt

des Virus als induzierenden Faktor einer Autoimmunerkrankung diskutiert °.

1.2.3 Cytotoxische T-Lymphozyten

Auf Seiten des Immunsystems des Wirts haben insbesondere die cytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) neben ihrer viruseliminierenden Funktion einen Anteil an der
myokardialen Schadigung 2 ’* "', Hier haben Untersuchungen von Henke et al. ergeben,
dass ein Mangel an CD8-positiven CTLs in knock-out C57BL/6-Mausen mit einer
Verringerung der CVB3-induzierten Myokarditis und der myokardialen Viruslast
verbunden ist. Die Entfernung von CD4-positiven T-Lymphozyten (Ty) fUhrte hingegen zu
einer héhergradigen Myokarditis. Bei gleichzeitigem Mangel an CTLs und Ty-Zellen
entwickelten die Tiere nur minimale Gewebeschéden trotz hoher Virustiter im Herzen ™.
Zudem ist bekannt, dass autoreaktive CTLs auch nicht infizierte Kardiomyozyten lysieren

und somit zu einer Schadigung des Gewebes beitragen % 7°.

1.2.4 Autoimmunmyokarditis

Der Charakter der immunologischen Reaktion und die Auspragung der Myokarditis sind in
groBem MaBe vom genetischen Hintergrund des infizierten Mausstamms abhangig.
Beispielsweise entwickeln die meisten BALB/c- und alle DBA/2-Mause nach Infektion mit
CVB3 eine akute kardiale Inflammation, die in etwa zwei Wochen andauert. Im Gegensatz
dazu zeigen infizierte Tiere der A-Stdmme bis 56 Tage nach der Infektion das Bild einer

aktiven Myokarditis und darliber hinaus eine deutlich héhere myokardiale Schadigung im
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Vergleich zu den beiden anderen Stammen. Uberdies konnte in BALB/c-, aber nicht in
DBA/2-Mausen, eine ausgedehnte Apoptose sowohl in den inflammatorischen Infiltraten
als auch in Kardiomyozyten auBerhalb der inflammatorischen Foki detektiert werden 2.
Die Myokarditis ist in BALB/c-M&usen vor allem von Lyt2(+)-Zellen (CTL), in DBA/2-
Méausen von L3T4(+)-Zellen (Ty) und in A-Stdmmen wiederum von beiden Zell-
populationen abhangig. Herzreaktive Autoantikbrper hingegen kénnen in A- und in
BALB/c-Mausen nachgewiesen werden, nicht jedoch in DBA/2-Mausen ?°. Der Nachweis
herzreaktiver Antikérper in CVBS-infizierten Mausen weist auf eine Beteiligung von

8 und

Autoimmunitatsmechanismen in der Pathogenese der murinen Myokarditis hin
tatsachlich kann in einigen Stdmmen die virale Infektion eine Autoimmunmyokarditis
verursachen, die durch herzreaktive Autoantikbrper und fortgesetzte Schadigung des
Herzgewebes mit einhergehender Beeintrachtigung der Herzfunktion charakterisiert ist.
Dieses Vorkommen von herzreaktiven |gG-Autoantikdrpern wurde z.B. in BALB/c-
Mausen und den A-Stdmmen (z. B. A.SW, SWR), nicht jedoch in DBA/2- oder C57BL/6-
Mé&usen beobachtet 2>2% 727,

Als erstes Autoantigen wurde das kardiale Myosin identifiziert ’*, das in préadisponierten
Inzuchtstdmmen auch ohne die Beteiligung von CVB3 eine schwere Myokarditis und hohe
Antikdrpertiter hervorrufen kann . Die im Verlauf einer virusinduzierten Myokarditis statt-
findende Gewebeschadigung im Herzen flihrt hier mdglicherweise zu einer Freilegung
versteckter kardialer Epitope; die autoaggressive Reaktion kénnte aber auch auf
molekulares Mimikry zurlckzuflhren sein, bei dem virusspezifische Antikérper mit
herzspezifischen Epitopen kreuzreagieren "® ”7. Auch in Patienten mit akuter Myokarditis
8 und DCM konnten Autoantikdrper gegen verschiedene kardiale Proteine nachgewiesen
werden darunter der Adeninnukleotid-Translokator (ANT, s. Kapitel 1.3.4) " ®  Myosin 8"
8 der Calcium-Kanal ® und Aktin 8.

Schwimmbeck et al. fanden homologe Sequenzen zwischen CVB3 und dem ANT.
Antikérper, die mit synthetischen Peptiden generiert wurden, und auch Serumproben von
Patienten mit Myokarditis und DCM hybridisierten im Western Blot sowohl mit ANT (50 %
der Seren) als auch dem VP1-Protein von CVB3 (35 %) ®°. Weitere Untersuchungen
ergaben, dass autoreaktive ANT-Antikérper die kardiale Funktion beeintrachtigen %. Die
Autoantikérper sind organ- und konformationspezifisch 8 und inhibieren durch Blockade
der Substratbindestelle des ANT den Nukleotidaustausch in vitro ® und in vivo % *°. Fiir
Myosin-Antikérper konnte eine Induktion der Lyse von Kardiomyozyten gezeigt werden "®
" Die durch funktionell aktive Autoantikdrper hervorgerufene fortdauernde
Beeintréachtigung der kardialen Funktion schlagt sich in einer Verschlechterung der
Prognose bei Nachweis von Autoantikbrpern auch ohne Viruspersistenz im Patienten

nieder 8 %2,
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1.3 Die mitochondriale Funktion

1.3.1 Struktur und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind intrazellulare Organellen von etwa 2 um Lange, die in allen
eukaryotischen Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten vorkommen. Durch die
Kombination einer glatten duBeren Membran mit einer stark gefalteten inneren Membran,
die Einstilpungen werden Cristae genannt, entstehen zwei getrennte Kompartimente: der
Matrixraum, umgeben von der inneren Membran, und der Intermembranraum zwischen
den beiden Membranen. Sowohl die Anzahl der Mitochondrien als auch die Zahl und die
Form der Cristae, die der OberflachenvergréBerung dienen, sind in den verschiedenen
Geweben unterschiedlich. Dabei besitzen Gewebe mit sehr intensivem oxidativen
Stoffwechsel, wie beispielsweise das Herzgewebe, eine groBe Anzahl an Mitochondrien
mit sehr vielen Cristae ®'°.

Die duBere Membran der Mitochondrien ist durch das Vorhandensein von Porinporen
(voltage-dependent anion channel, VDAC) fir Molekile bis zu einem Molekulargewicht
von ca. 5kDa durchlassig. GréBere Molekiile kdnnen die Membran nur Uber aktiven
Transport durch mitochondriale Transportproteine passieren.

Die innere Membran der Mitochondrien ist impermeabel und fir die mitochondrialen
Substrate und Metabolite existieren hochspezifische Translokatoren, die einen
kontrollierten Transport auch gegen ein Konzentrationsgefélle ermdéglichen. Neben diesen
Transportern, z. B. der Phosphat-Transporter und der ANT (s. Kapitel 1.3.4), sind in die
innere Membran die Multienzymkomplexe der Atmungskette (s. Kapitel 1.3.2) eingebettet.
Im Intermembranraum sind viele ATP-verbrauchende Enzyme wie die Acyl-CoA-Synthase
und die Creatinkinase (CK) lokalisiert. An spezifischen Kontaktstellen ist die AuBen-
membran mit der Innenmembran verkniipft * und bildet Mikrokompartimente, in denen
ATP-verbrauchende Reaktionen mit ATP-produzierenden Prozessen effizient verbunden
sind 7.

Innerhalb der mitochondrialen Matrix befinden sich Proteine verschiedener
Enzymsysteme, z. B. die Enzyme der B-Oxidation und des Citratzyklus. Neben dieser
Gruppe der Proteine, die vor allem am Energiestoffwechsel beteiligt sind, befinden sich in
der Matrix die mitochondriale DNA (mtDNA) und in groBer Zahl Proteine, die an der
Transkription, Replikation und Reparatur der mtDNA sowie der Translation und
Proteinfaltung beteiligt sind *.

Die Bezeichnung der Mitochondrien als ,biochemische Kraftwerke der Zelle* basiert auf
ihrer Rolle in der Produktion von ATP, das die Zelle fir alle wichtigen Reaktionen wie die
Synthese von Nukleinsduren, Proteinen, Lipiden sowie Kohlenhydraten, den Aufbau von
lonengradienten und vor allem bei der Muskelkontraktion benétigt. In einer aeroben Zelle
werden ungefahr 95 % des ATP durch die oxidative Phosphorylierung (s. Kapitel 1.3.2)

6
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820 Unter anaeroben

regeneriert, wahrend nur 5% in der Glykolyse entstehen
Bedingungen oder bei Defekten in der mitochondrialen Funktion wird die glykolytische
ATP-Synthese kompensatorisch erhéht, es wird mehr Laktat gebildet und die
Konzentration von energiereichem Creatinphosphat (PCr) im Cytosol sinkt.

DarGiber hinaus spielen die Mitochondrien bei der Regulation der Mitochondrien-

abhangigen Apoptose eine entscheidende Rolle (s. Kapitel 1.3.3).

1.3.2 Die oxidative Phosphorylierung

Die wichtigste Funktion der Mitochondrien ist die Bereitstellung von ATP Uber die
oxidative Phosphorylierung von ADP. An den Multienzymkomplexen der Atmungskette
werden in einer Reihe von nacheinander stattfindenden Redoxreaktionen Elektronen von
Elektronendonoren mit hdéherem Energieniveau auf Elektronenakkzeptoren mit
niedrigerem Energieniveau Ubertragen. Die durch den Elektronenfluss freigesetzte
Energie wird gleichzeitig genutzt, um Protonen aus der mitochondrialen Matrix Uber die
innere Membran in den Intermembranraum zu transportieren. Dies erzeugt gespeicherte
Energie in Form eines elektrochemischen Protonengradienten, der sich aus einem pH-
Gradienten und einem elektrischen Potential (iber der Membran zusammensetzt. Uber ein
ATP-synthetisierendes Protein (F,F;-ATPase) kdnnen die Protonen entlang des
Gradienten zurlckflieBen, wobei die ATP-Produktion aus ADP und Phosphat angetrieben
wird. Die Reduktionsaquivalente von NADH, FMNH, und FADH, stammen aus dem
mitochondrialen Citratzyklus, dem Abbau von Fettsduren und der Glykolyse. Um die in der
cytosolisch stattfindenden Glykolyse entstehenden Reduktionsaquivalente der mito-
chondrialen Atmungskette zuzufiihren, existieren mitochondriale Shuttle-Mechanismen
319

Das System der oxidativen Phosphorylierung, in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt,
besteht aus den vier Multienzymkomplexen der Atmungskette und der ATP-Synthase
(FoF1-ATPase). Weiter sind auch mitochondriale Transportproteine wie der ANT und der
Phosphat-Carrier beteiligt, die die fir die ATP-Synthese-Reaktion bendtigten Substrate
ADP und Phosphat zur Verfligung stellen.

Die vier Multienzymkomplexe der Atmungskette sind:

Komplex |, die NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase oder NADH-Dehydrogenase, ist mit
ungefahr 40 Untereinheiten, davon sieben mitochondrial kodiert, der grdBte der
Atmungskettenkomplexe. Er katalysiert die Reduktion von Ubichinon zu Ubichonol durch
Transfer der Elektronen von NADH, welches vor allem aus dem Citratzyklus stammt.
Komplex II, die Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase oder Succinat-Dehydrogenase ist
auch Teil des Citratzyklus. Er besteht aus nur vier nukleér kodierten Untereinheiten und
enthdlt die prosthetische Gruppe FAD. Die Succinat-Dehydrogenase katalysiert die

7
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Oxidation von Succinat zu Fumarat; hierbei werden die Elektronen auf Ubichinon
transferiert. Komplex |l ist der einzige Komplex, der keine Protonen transferiert, da hier
die Anderung der freien Energie bei der Ubertragung von Elektronen zu gering ist.

Intermembranraum

y N
Succinat Matrix \
O SDH 4 > (alt
Acylcarnitin — P;
Q ADP+P; »OH
Pyruvat
ANT
NADH ATP
\ I l KII

NS a|£<’m| Kw

+++ Cytc
H

+++

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung an der inneren
mitochondrialen Membran (modifiziert nach **'). K | — Komplex I, K Il — Komplex II, K Ill —
Komplex I, KIV — Komplex IV, CoQ — Coenzym Q (Ubichinon), Cyt ¢ — Cytochrom ¢, SDH —
Succinat-Dehydrogenase, PDHC - Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, mPTP — mitochondriale
Permeabilitéatspore, P; — anorganisches Phosphat, Ca®* - Calcium-lonen, H* - Protonen

Komplex llI, die Ubichinol:Cytochrom-c-Oxidoreduktase oder Cytochrom c-Reduktase
besteht aus elf Untereinheiten, von denen eine mitochondrial kodiert ist. Hier werden in
einer als Q-Zyklus bezeichneten Reaktionsfolge Elektronen von Ubichinol tGbertragen, um
Cytochrom c zu reduzieren.

Komplex IV, die Cytochrom c:0,-Oxidoreduktase, besser bekannt als Cytochrom c-
Oxidase (COX), besteht aus 13 Untereinheiten, von denen drei mitochondrial kodiert sind.
Am letzten Komplex der Elektronentransportkette werden vier Elekironen von
Cytochrom c-Molekilen auf molekularen Sauerstoff lbertragen und zusammen mit vier
Protonen aus der Matrix zwei Wassermolekiile gebildet.

Die FoF;-ATPase, manchmal auch als Komplex V bezeichnet, besteht aus 14
Untereinheiten, von denen zwei mitochondrial kodiert werden. Uber einen mechanischen
Rotationsmechanismus treiben Protonen, die durch den Protonenkanal der FoF;-ATPase
entlang des Gradienten Uber die innere mitochondriale Membran in die Matrix
zurlckflieBen, die Rotation der ATP-synthetisierenden Untereinheit und damit die
Kondensationsreaktion von ADP und Phosphat zu ATP an. Das in der Matrix gebildete
ATP wird anschlieBend Uber den ANT im Austausch fiir cytosolisches ADP ausgeschleust
(s. Kapitel 1.3.4).
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Die Oxidation der Substrate und die Phosphorylierung von ADP sind (ber den
elektrochemischen Protonengradienten eng miteinander gekoppelt, so dass die
Atmungsgeschwindigkeit Uber die Verfligbarkeit von Sauerstoff, ADP und Substrat
kontrolliert wird .

Spezifische Inhibitoren kénnen die einzelnen Enzyme der Atmungskette in ihrer Funktion
hemmen und werden in der Analyse der Atmungskettenaktivitait zur gezielten
Untersuchung der einzelnen Enzymkomplexe genutzt. Hier sind vor allem Rotenon
(Komplex 1), Malonat (Komplex Il), Antimycin A (Komplex lll), Cyanide (Komplex IV),
Oligomycin (FoF;-ATPase) und Atractylosid (ATR) bzw. Carboxyatractylosid (CAT) (ANT)
Zu nennen.

1.3.3 Die mitochondriale Apoptose

Sind Zellen beschadigt oder werden zu stark belastet, kbnnen sie den programmierten
Zelltod von innen induzieren. Die intrinsische, Mitochondrien-abhéngige Apoptose ist
durch die Permeabilisierung der Mitochondrien durch Bildung einer nicht spezifischen
Pore (mitochondrial permeability transition pore, mPTP) innerhalb der inneren
mitochondrialen Membran charakterisiert. Die molekulare Struktur und Identitat der mPTP
ist bisher nicht geklart (s. auch Abbildung 1.5), jedoch ermdglicht sie den Austausch von
kleinen geladen Teilchen, Wasser und Molekiilen bis zu einer GréBe von 1,5 kDa '®.
Dadurch erhéht sich die Permeabilitat der inneren Mitochondrienmembran, die zur
Schwellung der Mitochondrien und schlieBlich der Ruptur der duBeren Mitochondrien-
membran fihrt. Ins Cytosol freigesetzte Intermembranproteine wie Cytochrom ¢, AIF und
Smac/DIABLO treiben den Untergang der Zelle voran. Cytochrom ¢ bindet und aktiviert
Apaf-1, das Uber eine Konformationsdnderung mit der Pro-Caspase-9, eine inaktive
Cysteinprotease, assoziieren kann (Abbildung 1.2). Die dadurch ausgeldste autolytische
Aktivierung der Caspase-9 fiihrt zu Induktion der Caspase-Kaskade, an deren Ende die
aktivierte Caspase-3 durch Spaltung verschiedener zellularer Molekile wie Lamin und
Aktin sowie durch Aktivierung von DNasen zum Zelltod beitragt " 2. Mitochondrien
kénnen zudem extrinsische, apoptogene Signale Uiber die Caspase-8 amplifizieren '®.

An der Regulation der Porenbildung sind die Proteine der Bcl-2-Familie beteiligt. Diese
enthalt pro- (z. B. Bad, Bax und Bid) und antiapoptotisch (z. B. Bcl-2 und Bcl-X,) wirkende
Mitglieder und das Schicksal der Zelle ist abhangig vom Gleichgewicht zwischen diesen
Gruppen. Die proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Proteine befinden sich haufig im
Cytosol und agieren als Sensoren fir =zellulare Schadigung und Stress. Dann
relokalisieren sie an die Oberflaiche der Mitochondrien und interagieren mit den dort
vorhandenen antiapoptotischen Proteinen. Diese Interaktion beeintrachtigt die normale
Funktion der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine und fiihrt zur Bildung der mPTP %
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|Todesrezeptoren intrinsische Faktoren

|z.B. TNFa, FASL | (ROS,tCaz, UV)
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Abbildung 1.2: Vereinfachte Darstellung der apoptotischen Signalwege (nach 19%) " Der
extrinsische Todesrezeptor-abhangige Weg aktiviert die Effektor-Caspasen entweder direkt Uber
JNK (c-Jun-N-terminal kinase) oder Uber den intrinsischen Apoptoseweg der Mitochondrien. Der
intrinsische Weg resultiert in der Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien, die zur
Bildung des Apoptosoms und der anschlieBenden Aktivierung der Effektor-Caspasen flhrt.
Apoptogene Stimuli fiihren zur Translokation von BH3-Proteinen zu den Mitochondrien, die direkt
proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie, wie Bax und Bak, aktiviert. Diese bilden eine
mitochondriale Permeabilitdtspore und unterdriicken zusatzlich die Fahigkeit der antiapoptotischen
Bcl-2-Proteine, wie Bcl-2 und Bcl-X,, die Translokation proapoptotischer Molekile zu verhindern.
FASL - FAS-Ligand; ROS - reaktive Sauerstoffspezies; TNFa - Tumor Nekrose Faktor alpha; UV -
ultraviolettes Licht; Ca®* - Calcium-lonen.

Weitere regulatorische Faktoren sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Lipide,
Proteine und Nukleinséduren oxidieren. Die erhdhte oxidative Schadigung der Zelle

104

erzeugt ein positives Feedback an die Apoptose Es wurde gezeigt, dass

antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 und Bcl-X, die Bildung von ROS verhindern '® und
den Protonenfluss, das Membranpotential und die ATP-Produktion stabilisieren "¢ %7,
Neben der Reduktion des Membranpotentials regulieren somit auch durch cytotoxischen
Stress aktivierte second messenger wie ROS und NO (Stickstoffmonoxid) die Offnung
mPTP.

Dariiber hinaus haben die mitochondriale Ca®*-Konzentration, die Alkalisierung der Matrix

1% sowie Adeninnukleotide '°? Einfluss auf die mPTP.

1.3.4 Der Adeninnukleotid-Translokator

1.3.4.1 Struktur und Funktion des ANT

Der Adeninnukleotid-Translokator (ANT) ist der einzige bekannte Carrier, der
mitochondriales ATP und cytosolisches ADP (ber die innere Mitochondrienmembran
austauscht. Er gehért zur Familie der mitochondrialen Carrier (MCF), die spezifisch

10
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Metabolite Uber die innere Mitochondrienmembran transportieren. Den Mitgliedern dieser
Familie ist, basierend auf der hohen Homologie ihrer Aminosauresequenzen, eine
dreigliedrige Struktur mit sechs Transmembranregionen gemeinsam %' Der ANT liegt
als Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten von 30 kDa in der inneren

" Jedes Monomer besteht aus drei separaten, strukturell

Mitochondrienmembran vor
verwandten Modulen von 100 Aminosduren (Abbildung 1.3). Jedes Modul setzt sich
zusammen aus zwei hydrophoben, transmembrandren a-Helices (22 aa), die durch
hydrophile, matrixexponierte, helikale Loops (40-50 aa) verbunden sind. Der
Aminoterminus ragt in den Intermembranraum. Die Nukleotidbindestelle befindet sich im

hydrophoben Abschnitt der zweiten Doméne 2.

Intermembranraum

Matrix

Abbildung 1.3: Struktur des ANT im Komplex mit Carboxyatractylosid (aus ). Schleifen-
Darstellung der sechs Transmembranhelices (H1-H6). Das erste, zweite und dritte Modul sind
jeweils in gelb, orange und rot eingeféarbt. CAT ist in blau dargestellt. (A) Laterale Ansicht. (B)
Ansicht vom Intermembranraum.

Die Substratbindung auf der cytosolischen (c-state) und der matrixzugewandten Seite (m-
state) 16st eine drastische Konformationsanderung aus, die die hydrophilen Nukleotide
durch den Proteinkanal schleust '*. Uber einen Antiport-Mechanismus (Abbildung 1.4)
werden ADP und ATP im Verhdltnis 1:1 ausgetauscht "> '"®. Der Transport ist hoch-
spezifisch und wird getrieben durch die im Protonengradienten gespeicherte Energie in
Richtung ATP-Export "' """ '8 'ist aber grundsétzlich in beide Richtungen méglich "% 2,

Die Rate des Nukleotidaustauschs ist dabei abhangig vom Membranpotential, den
ADP/ATP-Verhéltnissen beiderseits der Membran, der Konzentration endogener
Inhibitoren wie Acyl-CoA und der Aktivitat des Transporters ''*. Die ANT-Aktivitat kann
durch Phosphorylierung an Tyrosin'®* reguliert werden und hat regulatorische Effekte auf
die zellulire Respiration '?'. Schon 1987 haben Kholodenko et al. beschrieben, dass unter

physiologischen Bedingungen der ANT die oxidative Phosphorylierung reguliert 2. Der
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ANT spielt somit als Verbindungsglied zwischen mitochondrialer Energieproduktion und
cytosolischem Energieverbrauch eine zentrale Rolle im Energiehaushalt der Zelle.

ADP3 ATP+ ATP*
M .
Cytosol A b v e e b
LN — 7 \ L ety
: A L2 )
innere bAoA ; :
Membran | | | =]/ — g ; ;
% 4 k 1 Vi i o]
% ‘ / «.J i./ — o % Il | Vs ._\:.: ,- 2
Matrix v . -
ADP> ATP" ADPS

Abbildung 1.4: Adeninnukleotid-Transport durch den ANT (modifiziert nach '*°). Darstellung
der Untereinheiten der funktionellen Einheit des ANT in der inneren mitochondrialen Membran. Die
beiden Untereinheiten sind anisotrop in cis-Konformation angeordnet, d. h. es gibt jeweils zwei
gleichartige Bindungsstellen auf jeder Seite der Membran. Der ANT transportiert Uber einen
Antiport-Mechanismus ein ADP*-Molekiil von der cytosolischen Seite der inneren mitochondrialen
Membran in die Matrix und gleichzeitig schleust er ein ATP*"-Molekiil heraus. Der Transport wird
getrieben durch den Protonengradienten lber der Membran und resultiert in einem einfachen
Ladungsausgleich.

In stark energieverbrauchenden Geweben wie dem Herzmuskel ist der ANT mit einem
Anteil von ca. 14 % am gesamten mitochondrialen Protein das am haufigsten
vorkommende Protein der inneren Mitochondrienmembran '?%. Der ANT konnte sowohl im
peripheren Teil der inneren Mitochondrienmembran als auch in den Cristae des
Mitochondriums nachgewiesen werden *°. Mittels ANT-Isotyp-spezifischer Antikérper und
Sequenzanalyse des Aminoterminus konnten sowohl ANT1 als auch ANT2 in der
Peripherie von kardialen Mitochondrien lokalisiert werden, wéahrend in den Cristae
ausschlieBlich ANT2 vorkommt "2,

Der ANT ist kernkodiert ' und die mRNA wird an cytosolischen Ribosomen translatiert.
Da die Sequenz keine aminoterminale Prasequenz fir die Translokation ins
Mitochondrium enthélt, liegt die Zielinformation des AAC in der Aminosauresequenz
selbst, wobei jedes der drei Module Informationen beisteuert '?* /. Der posttranslationale
Transfer erfolgt als 16slicher Komplex aus mehreren Proteinmolekiilen 2. Der Import in
die innere Mitochondrienmembran findet Uber Interaktionen mit dem TOM-Komplex,

Tim10 und Tim12 statt und ist abhangig vom Membranpotential 12127129,

1.3.4.2 Die Isoformen des ANT

Im Menschen sind vier Isoformen des ANT und bisher sieben Pseudogene bekannt %%,
Alle Isoformen bestehen aus 298 Aminosauren und besitzen eine hohe Homologie
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zueinander '*. Die ANT-Gene sind in vier Exons und drei Introns unterteilt, wobei die
Intronsequenzen in den extramembranéren Loops 1, 4 und 5 liegen "** '*”. Unterschiede
in den Promoter- und Intronregionen der ANT-Gene lassen auf eine individuelle
regulatorische Kontrolle der Expression schlieBen '*°. Die Gene sind auf verschiedenen
Chromosomen lokalisiert: ANT1 und ANT4 auf Chromosom 4, ANT2 auf dem langen Arm
des X-Chromosoms und ANT3 in den pseudoautosomalen Regionen des X- und Y-
Chromosoms '** %" 138 |n Saccharomyces cerevisiae und in Nagern wurden bisher drei
Isoformen unterschieden 136 139140,

Die Isoformen des ANT werden in verschiedenen Geweben koexprimiert '*'. ANT1 ist mit
einem Anteil von 70 % des Gesamt-ANT-Proteins '** die am stérksten vertretene Isoform

131, 137, 140, 141 Innerhalb deS

vor allem im Herz- und Skelettmuskel sowie des Gehirns
Herzens unterscheidet sich die Expression von ANT1 und auch der anderen Isoformen
nicht zwischen dem linken und dem rechten Ventrikel, dem Septum oder dem Atrium '*2,
Fir die ANT1-Isoform wurde beschrieben, dass sie an der mPTP (s. Kapitel 1.3.4.3)
beteiligt ist, obwohl es bisher nicht endglltig geklart ist, ob ANT1 ein Strukturelement der
Pore ist oder lediglich eine regulatorische Funktion besitzt %% '*3'*°_Baines und Molkentin
haben kirzlich einen neuen Mechanismus vorgeschlagen, bei dem ANT1 den Zelltod
durch die Hochregulation von Bax vermittelt, dies jedoch unabh&ngig von der mPTP ist
%% Neben seiner Funktion im Energiestoffwechsel und der Apoptose ist der ANT1 in

vielfaltige andere Prozesse involviert und interagiert mit Proteinen der Signaltransduktion

151-154 155, 156

und auch viralen Proteinen
Der ANT2 bildet im Herz- und Skelettmuskel sowie dem Gehirn einen ungeféhren Anteil
von 25 % des Gesamt-ANT-Proteins. Im Unterschied zum ANT1 ist die ANT2-Expression
in der Niere und in mitotisch aktiven Geweben wie Leber, Milz, Fibroblasten und
Lymphozyten hoch (>50 %) '*> '3 "2 Stepien et al. haben ebenfalls eine hohe ANT2-
Expression in proliferierenden Myoblasten im frihen Stadium der Entwicklung
beschrieben. In der finalen Entwicklungsstufe jedoch kommt es zu einem Anstieg der
ANT1-Transkription bei gleichzeitiger Aonahme der ANT2-mRNA "', wobei es im Zuge
der postnatalen Reifung des Herzens zu einer flnffachen Erhéhung der ANT-Aktivitat
kommt "*’. Das ANT2-Gen ist wachstumsreguliert. Die Transkription nimmt zu, sobald
ruhende Zellen durch Serum oder Wachstumsfaktoren stimuliert werden, nimmt hingegen
in differenzierenden Zellen ab '*°. Der Ubergang von oxidativem zu glykolytischem
Metabolismus ist begleitet von einer Induktion der ANT2-Expression '*%, wahrscheinlich
um cytosolisches ATP aus der Glykolyse ins Mitochondrium zu pumpen und so eine
Sicherstellung der mitochondrialen energieabhéngigen Funktionen zu gewéhrleisten '%°.
Fir den ANT2 konnte eine Beteiligung am Apoptoseprozess nicht gezeigt werden ™.
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Die ANT3-Isoform ist ubiquitar vorhanden, macht jedoch in allen Geweben nur zwischen
7 % (im Herz) und 29 % (in Fibroblasten) des Gesamt-ANT-Proteins aus '** %2, Zamora et
al. haben gezeigt, dass die Uberexpression von ANT3 in HelLa-Zellen Apoptose induziert
160

Die ANT4-Isoform wurde in sehr geringer Menge ausschlieBlich in Testes, Leber und
Gehirn detektiert '* und die Expression ist beschrankt auf reifende Gameten in adulten

Mausen ",

1.3.4.3 Der ANT1 und die mitochondriale Apoptose

Das AusmaB der Beteiligung des ANT1 an der mPTP reicht von der Annahme, dass
ANT1 selbst die Pore bildet oder zumindest ein struktureller Bestandteil der Pore ist bis
hin zur These, dass ANT1 lediglich an der Regulation der Pore beteiligt ist. Ebenso ist
heftig umstritten, welche anderen Proteine an der Bildung der mPTP teilnehmen
(Abbildung 1.5) 100102149,

.i%
R

FPB

("
@ I @\/ Intermembranraum

o |}

Abbildung 1.5: Komponenten des mPTP-Komplexes (nac

VDAC

t
|
|
|
!
!

Matrix

&)

h ). Die gegenwartige Vorstellung

geht davon aus, dass die Kernelemente der mPTP bisher noch nicht identifiziert wurden. Die
regulatorische Funktion von Cyclophilin D (CypD) und ANT gelten als gesichert. Fraglich sind
hingegen die Beteiligung der mitochondrialen Creatinkinase (CK), der Hexokinase Il (HK) und des
Benzodiazepin-Rezeptors (PBR). Bcl-2, Bcl-X. und proapoptotische Proteine mit einer BH3-
Doméane wie Bax und Bid sind ebenfalls als mdgliche regulatorische Komponenten mit
eingeschlossen. Die Beteiligung des VDAC, der lange Zeit zusammen mit ANT1 als

porenbildendes Protein gehandelt wurde, kann mittlerweile nahezu ausgeschlossen werden.

FOr ANT1 ist gezeigt worden, dass er mit pro- und antiapoptotischen Proteinen wie Bax
und Bcl-2 interagiert und dadurch regulierend auf die mPTP wirkt ' %, In Verbindung mit
Bax bildet in Liposomen rekonstituiertes ANT1 nach Induktion mit Ca®* und Atractylosid

162, 164-166

reversibel eine Kationen-spezifische Pore , wahrend sich Bcl-2 und auch Bcl-X.

stabilisierend auf die ADP/ATP-Transportaktivitdt auswirken ' "% 7 Dar(iber hinaus ist
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ANT1 auch mit Cyclophilin D assoziiert, ein Enzym der Proteinfaltung mit Peptidyl-Prolyl-
cis-trans-Isomerase-Aktivitat, das ebenfalls mit der Induktion der mPTP in Verbindung
gebracht wird '*°. Oxidativer Stress und Thiolgruppen férdern die Bindung von mito-
chondrialem Cyclophilin D an ANT1. Diese Bindung unterstiitzt die durch Ca®**-induzierte
Konformationsinderung des ANT, die die Offnung der mPTP im Herzen vorantreibt '%""".
Weitere Hinweise auf eine zumindest regulatorische Rolle des ANT wurden in
verschiedensten Untersuchungen erbracht. So kann die durch Ca*-induzierte mPTP
durch ATP revertiert werden. Des Weiteren kénnen Liganden, die die c-Konformation des
ANT stabilisieren (z. B. Atractylosid, Carboxyatractylosid) die mPTP induzieren, wahrend
Liganden, die die m-Konformation stabilisieren (z. B. Bongkreksaure, ein Exotoxin aus
Pseudomonas cocovenenans) die mPTP verhindern '"® '"®, Es scheint, als habe der
ANT1 eine metabolische Carrier-Konformation und eine apoptotische Poren-

Konformation.

1.3.5 Der mitochondriale Energiestoffwechsel bei Herzerkrankungen

In DCM-Patienten konnten Anderungen in der oxidativen Phosphorylierung beobachtet
werden, jedoch ist das Erscheinungsbild der Atmungskette in der DCM sehr heterogen.
Buchwald et al. haben zun&chst beschrieben, dass bei Patienten mit DCM der Gehalt an
Cytochrom ¢ und die Cytochrom-abhangigen Enzymaktivititen der Komplexe Il und IV
verringert sind '"*. Seither hat es zahlreiche weitere Beschreibungen der Atmungsketten-
enzyme in DCM-Patienten gegeben, wobei Einschréankungen vor allem in der Aktivitat der
Komplexe | und Il sowie Komplex IV gefunden wurden '°""® Bornstein et al. haben
allerdings eine erhebliche Zunahme in der Aktivitdt der Atmungskettenenzyme in idio-
pathischer DCM gemessen und diese Ergebnisse auf einen kompensatorischen
Mechanismus zuriickgefiihrt '”°. Poliovirus-Infektion, ebenfalls ein Enterovirus wie CVB3,
ist assoziiert mit einer rasanten Abnahme der zellularen Atmung durch die Inhibierung des
Elektronenflusses an Komplex Il der Atmungskette '®°. Eine Abnahme der Aktivitat von
Komplex | und Ill wurde in Trypanosoma-infizierten Herzen sowohl in der akuten as auch

der chronischen Infektion beobachtet 8.

Patientenherzen mit DCM und Herzversagen sind zudem durch eine geringe
Energiereserve charakterisiert. Sie spiegelt sich in einem verringerten Verhéltnis von
Creatinphosphat zu ATP wieder '®2'%  das sich als zuverlassiger prognostischer Faktor
fiir die Mortalitat von DCM-Patienten eignet '®. Der Mangel an energiereichem Creatin-
phosphat in DCM-Patienten ist auf eine kombinierte Abnahme des kardialen Creatins und
der CK-Aktivitat zuriickzufiihren '®® der Anderungen im Expressionsmuster der CK-

Isoenzyme zugrunde liegen '®" ' Veranderungen in der enzymatischen Aktivitat und der

15



Einleitung

Expression der Isoformen der CK, insbesondere der dimeren cytosolischen CK, aber auch
der oktameren mitochondrialen CK werden als signifikante Marker eines gestorten

myokardialen Energiestoffwechsel betrachtet '#'9',

In Patienten mit DCM und Myokarditis kann eine Erhéhung der kardialen ANT-Expression
um bis zu 48 % gemessen werden, die spezifisch flr dieses Krankheitsbild ist und z. B. in
ischamischer Kardiomyopathie nicht nachzuweisen ist % ', Gleichzeitig ist jedoch die
Transportkapazitat des ANT in DCM-Herzen reduziert '°" '%2. Weitere Untersuchungen
zeigten, dass diese Veranderungen durch eine Verschiebung der Expression der ANT-
Isoformen bedingt ist, bei der der Anteil am ANT-Gesamtprotein von ANT1 erhéht, der
ANT2-Anteil verringert und der ANT3-Anteil unverdndert ist '** % In Patienten mit
inflammatorischer Kardiomyopathie konnte der Isoformshift in der ANT-Expression mit
enteroviraler Persistenz bei gleichzeitiger geringer Infiltration des Herzens mit Lympho-
zyten assoziiert werden '®°. Die unterschiedlichen Expressionsmuster der ANT-Isoformen
sind moglicherweise auf einen Kompensationsmechanismus zuriickzufiihren, da fir ANT1
eine geringere Nukleotid-Transportrate als fiir ANT2 ermittelt wurde '8 139197,

ANT1 knock-out Mause zeigen Charakteristika mitochondrialer Myopathie und
Kardiomyopathie. Die Untersuchung des ANT1-defizienten Herzens ergab eine
progressive kardiale Hypertrophie mit mitochondrialer Proliferation. Mitochondrien aus
Muskel- und Herzzellen zeigten schwere Defekte in der oxidativen Phosphorylierung, die
in einer erhdhten Produktion von ROS resultierte. Adulte knock-out M&use hatten zudem
einen erhdhten Laktatspiegel im Blut, der auf das Vorliegen einer metabolischen Azidose
hinweist. Ubereinstimmend offenbarten diese Mause eine schwere Intoleranz gegeniiber
kérperlichen Anstrengungen '*® '*°. Die Eliminierung der ANT1-Isoform fiihrt zudem zu
einem Krankheitsbild, das dem der chronischen progressiven externen Ophthalmoplegie
(CPEO), einer langsam verlaufenden mitochondrialen Myopathie, die vor allem die
extraokularen Muskeln betrifft, entspricht 2. Damit konform geht die Entdeckung von
bisher finf Punktmutationen im ANT1-Gen, namlich A89D, L98P, D104G, A114P und
V289M, in zumindest einigen Patienten mit autosomaler dominanter CPEO (adPEQ) **'.
Auch das Senger’s Syndrom, einer autosomal rezessiven Erkrankung, die u. a. durch
angeborene Herzdefekte charakterisiert ist, ist mit einer ANT1-Fehlfunktion verbunden 2%.
Sharer hat den ANT1 als einen relevanten Faktor in mitochondrialen Erkrankungen
bezeichnet 2%,

Kardiale Uberexpression von ANT1 in transgenen Ratten hat hingegen einen protektiven
Effekt in Hypertonie-induzierter Herzinsuffizienz. Eine erhéhte ANT1-Expression war in
der Lage trotz vergleichbarer hypertonischer Bedingungen eine kardiale Hypertrophie zu
verhindern und die linksventrikuldre Funktion zu verbessern. Die ANT1-Uberexpression
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fihrte zu einer Verringerung der Fibrose und einer Verbesserung der Gewebestruktur des
Herzens und infolgedessen zu einer erhdhten Uberlebensrate. Dieses war auf eine
verbesserte mitochondriale Funktion und eine reduzierte Apoptose zuriickzufiihren 2%,

AAV (adeno-associated virus)-Vektor-basierte ANT1-Uberexpression konnte aus ANT1
knock-out Mausen isolierten Kardiomyozyten den normalen Phénotyp wieder herstellen.
Die Transformation verbesserte den ADP/ATP-Austausch, die oxidative Phosphorylierung
und sogar die histopathologischen Veranderungen 2. Auch Preconditioning-Experimente
haben gezeigt, dass eine erhéhte ANT-Expression mdglicherweise Teil eines kardio-
protektiven Programms ist. Beim Preconditioning werden Versuchstiere einzelnen oder
mehreren kurzen subletalen Ischamie-Episoden oder hypothermischen Bedingungen
ausgesetzt und so ein kardialer Schutz gegen eine volle ischdmischen Attacke aufgebaut.
Die Genexpression von Genen, die wahrend der Ischdmie herunterreguliert werden, wie
Cytochom c-Oxidase (COX), Cytochrom c, B-Fi-ATPase und ANT, wird stabilisiert und

somit ein kardioprotektiver Effekt erzielt 2% %7,
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1.4 Ziele der Arbeit

Das Herz benétigt groBe Mengen an Energie in Form von ATP, um seine kontraktile
Funktion aufrechtzuerhalten. Einschréankungen des mitochondrialen Energiestoffwechsels
wurden bisher bei Patienten mit DCM nachgewiesen, hingegen gibt es nur wenige
Erkenntnisse zur akuten Myokarditis. Zum einen interessiert hier die Frage, inwiefern
bereits zu einem frilhen Zeitpunkt des chronischen Verlaufs méglicherweise ursachliche
Veranderungen auftreten und zum anderen, ob die Art dieser Veranderungen
moglicherweise prognostische Faktoren zur Unterscheidung zwischen akutem und
chronischem Verlauf darstellen kénnen. Dazu sollte im Rahmen dieser Arbeit der
mitochondriale Energiestoffwechsel und die Apoptose in zwei murinen Myokarditis-
Modellen, die sich in der genetischen Disposition fir den chronischen Verlauf
unterscheiden, beschrieben werden. Da der Krankheitsverlauf der viralen Myokarditis vom
genetischen Hintergrund und dem immunologischen Status des Wirts beeinflusst wird,
sollten weiterflhrend Faktoren der murinen Immunantwort und deren Einfluss auf die

Komponenten des Energiestoffwechsels und der Apoptose identifiziert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten die Auswirkungen einer gezielten Manipulation des
mitochondrialen Systems auf den Verlauf der viralen Myokarditis untersucht werden.
Herzspezifisch ANT1-transgene Mause wurden zun&chst basal und anschlieBend im
CVB3-Myokarditis-Modell charakterisiert und sowohl der mitochondriale Energiestoff-
wechsel als auch die Apoptose, beide verknlpft mit dem ANT1, untersucht. Zudem sollte
mit diesem Tiermodell erstmals der Zusammenhang zwischen ANT1-Expression und
enteroviraler Replikation beleuchtet werden.

In einem dritten Projekt sollte die Allgemeingultigkeit der These einer kardioprotektiven
Wirkung einer hohen ANT1-Expression Uberprift werden. Dazu wurde die ANT1-
transgene Maus in einem experimentellen Diabetes Typ I|-Modell eingesetzt und an
ausgewadhlten Parametern die Auswirkungen der ANT1-Uberexpression auf die
Herzfunktion bei diabetischer Kardiomyopathie bestimmt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von den Firmen Sigma-Aldrich,

Munchen, bzw. Merck, Darmstadt, bezogen.

Produkt Firma

Agar, noble DIFCO Laboratories, Lawrence/USA
Agarose Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Antimycin A Sigma-Aldrich, Minchen

BrdU (Bromdesoxyuridin)
BSA (Bovines Serum Albumin )
BSA (Bovines Serum Albumin), fatty acid free
Collagenase Typ 2
Coomassie Brilliant Blue
Cytochrom ¢
Cytokine: IL-1B, IFNB

TNFa, TGFB
DCPIP (Dichloroindophenol)
Decylubichinon
DEPC (Diethylpyrocarbonate)-Wasser, RNase-frei
DMSO (Dimethylsulfoxid)
[*P]-dCTP
DMEM, high glucose, ohne L-Glutamin
DMEM, low glucose
dNTP Mix
dNTP Set
n-Dodecyl-B-D-Maltosid
Eagle-Pulver
Express Hyb-Hybridisierungslésung
FBS Gold (Fetal Bovine Serum)
Fibronektin, 0,1 % L&sung
Formaldehyd
Formamid
FUDR (5-Fluoro-2’-deoxyuridine)
L-Glutamin
HBSS (Hank's Buffered Salt Solution)

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Worthington, Lakewood/USA
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
ImmunoTools, Friesoythe

R & D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

USB Corporation, Cleveland/USA
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Amersham-Buchler, Braunschweig
PAA, Pasching/A
GIBCO/Invitrogen, Darmstadt
ABgene, Epsom/UK
Rapidozym, Berlin
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Invitrogen, Darmstadt
Clontech, Mountain View/USA
PAA, Pasching/A
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Fluka, Buchs/CH
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
GIBCO/Invitrogen, Darmstadt
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Produkt

Firma

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure)
Lithiumborohydrid
Magermilchpulver

Malonat

MOPS (6-Morpholinpropansulfonsaure)
Natrium-Ascorbat

Natriumcitrat

Natrium-Succinat

Neutralrot

NADH

NuPAGE LDS Sample Buffer
Nystatin

PBS Dulbecco’s (1x, ohne Ca®* & Mg*)
Penicillin/Streptomycin

pegqGOLD 1 kb DNA-Leiter
peqGOLD 100 bp DNA-Leiter Plus
Protease Inhibitor Cocktail
Random Hexamers

RNase Away

RNasin RNase Inhibitor Gold
Rotenon

SeeBlue Plus Il Pre-stained Standard
Sephadex G-50 Medium
Streptozotocin

Sucrose

Triton X-100

Trizma® Base

TRIzol® Reagent

Trypsin

Trypsin/EDTA

Ubichinon

20

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Mlnchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Fluka, Buchs/CH
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
PAA, Pasching/A
Biochrom, Berlin
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Promega, Mannheim
Fisher Scientific, Schwerte
Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
GIBCO/Invitrogen, Darmstadt
PAA, Pasching/A
Sigma-Aldrich, Mlnchen
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2.2 Puffer und Stammlésungen

Die Lésungen fiir den routinemaBigen Gebrauch wurden nach Sambrook et al. **
hergestellt. Die Chemikalien wurden je nach Bedarf mit bidestilliertem (H.O bidest.) oder
sterilem Wasser angesetzt.

Antimycin A Stocklésung
50 mg/ml Antimycin A in Ethanol (100 %)

Blockpuffer fiir Western Blot (1x)
1x TBS, 0,1 % Tween® 20, 5 % Milchpulver (w/v)

Citratpuffer
0,1 M Natriumcitrat, pH 4,5

Collagenase Stammlésung
200 mg Collagenase in 20 ml HBSS, sterilfiltrieren

Coomassie-Entfarbelésung
10 % Essigséure, 30 % Ethanol

Coomassie-Farbelésung
0,2 % Coomassie-Brilliant Blau R250 (w/v), 10 % Essigsaure, 30 % Methanol

Cytochrom c (oxidiert) Stocklésung
5 mM Cytochrom ¢ in 10 mM KH,PO,

Cytochrom c (reduziert) Stocklésung
5 mM Cytochrom c (oxidiert) in KH,PO,4, Ascorbat

Cytokine (Stocklésung)
Cytokine wurden in 1 ml sterilem Wasser gelést, sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

DCPIP Stocklésung
100 mM DCPIP in H,O bidest.

Decylubichinon (oxidiert) Stocklésung
100 mM Decylubichinon in Ethanol (100 %)
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Decylubichinon (reduziert) Stocklésung
20 mM Decylubichinon (oxidiert) in Ethanol, Lithiumborhydrid, HCI

Denaturierungslésung
1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH

Desoxycholat-Wasser
0,1 % Desoxycholat (w/v), 10 mg/ml BSA (fatty acid free)

DNA-Ladepuffer (10x)
50 % Glycerol, 0,4 % Bromphenolblau (w/v)

Duodecylmaltosid Stocklésung
100 mM Duodecylmaltosid in H,O bidest.

Eagle-Overlay
9,61 g Eagle-Pulver, 0,5 ml Nystatin, 1 Mio IE Penicillin, 759 U/mg Streptomycin, 1,7 g
Natriumhydrogencarbonat, ad 750 ml H,O

FUDR Stocklésung
2 mM FUDR in H,O bidest.

KCN Stocklésung
500 mM KCN in H,O bidest.

Komplex I-Puffer
10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mg/ml BSA, 200 uM NADH, 0,24 mM KCN, 2 ug/ml
Antimycin A, 80 uM Decylubichinon

Komplex II-Puffer
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 20 mM Succinat, 2 ug/ml Antimycin A, 2 ug/ml Rotenon, 2 mM
KCN, 50 uM DCPIP, 50 uM Ubichinon

Komplex llI-Puffer

10 mM Kaliumphosphat pH 7,55, 2 mM EDTA, 2,4 mM KCN, 40 uM Rotenon, 40 uM
oxidiertes Cytochrom c, 80 pM reduziertes Decylubichinon
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Komplex IV-Puffer
10 mM KH,PO, pH 6,5, 1 mg/ml BSA, 0,3 M Sucrose, 2,5 mM Duodecylmaltosid, 40 uM
reduziertes Cytochrom ¢

Laufpuffer
50 ml 20x NuPAGE MES SDS Running Buffer, ad 1 | H,O bidest.

Lysispuffer fiir DNA
50 mM Tris pH 8,0, 100 mM EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 % SDS

Lysispuffer fiir Proteine
20 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM NaCl, 5 mM EDTA, 3 mM MgCl,, 0,5 % Triton X-100,
1 % Protease Inhibitor Cocktail

Mitochondrien-Puffer
0,3 M Sucrose, 5 mM MOPS, 1 mM EGTA, 1 mg/ml BSA, pH 7,4 (KOH)

MOPS-Puffer (10x)
0,2 M MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA pH 7,0

NADH Stocklésung
100 mM NADH in 10 mM Tris-HCI pH 8,5

Proteinase K
10 mg/ml Proteinase K, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM CaCl,

Protein-Ladepuffer (2x)
50 % NuPAGE LDS Sample Buffer 4x, 10 % 1 M DTT

RNA-Ladepuffer
5 % Gilycerol, 0,04 % Bromphenolblau (w/v), 0,05 % Ethidiumbromid (10 mg/ml) (w/v)

RNA-Probenpuffer

720 Wl Formamid, 80 ul gesattigte Bromphenolblau-Lésung, 180 ul 37 %-ige
Formaldehyd-Lésung, 160 pul 10x MOPS-Puffer, 1,5 yl Ethidiumbromid, ad 1,5 ml H,O
bidest.
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RNaseA Stocklésung
4 mg/ml RNaseA in H,O bidest.

Rotenon Stocklésung
0,5 mg/ml Rotenon in DMSO

SSC (20x)
3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

Stripping-Puffer fiir Nukleinsdure-Sonden
0,5 % SDS

Stripping-Puffer fiir Antikérper
15 g Glycin, 1 % SDS, 0,001 % Tween 20, pH 3,2, ad 1 | H,O bidest.

TAE (50x)
2 M Tris, 5,7 % Essigsaure, 50 mM EDTA, pH 8,3

TBS (10x)
0,5 mM Tris, 1,38 M NaCl, 27 mM KCI, pH 7,4

TBST (Waschpuffer fiir Western Blot)
1x TBS, 0,1 % Tween® 20

TE-Puffer (10x) pH 7,4
100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,4

Transferpuffer (1x)
50 ml NuPAGE Transfer Buffer, 20 % Methanol, ad 1 | H,O bidest.

Trypsin-Lésung
15 mg Trypsin in 25 ml HBSS

Ubichinon Stocklésung
10 mM Ubichinon in Ethanol (100 %)

24



Material und Methoden

Waschlésung | fiir Hybridisierung von Nukleinséuren

2x SSC, 0,05 % SDS

Waschlésung Il fiir Hybridisierung von Nukleinsduren

0,1x SSC, 0,1 % SDS

2.3 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Produkt

Firma

Ambion RPA Il Kit

BCA Protein Assay Kit
CK (Nac) Granutest 2.5
DirectPCR Lyse Reagenz

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

High Pure PCR Cleanup Micro Kit
QIAGEN Gel Extraction Kit

Rodeo ECL Western Blotting Detection
Reagents

24 Enzyme

Ambion Europe Ltd., Huntingdon/UK
Pierce, Rockford/USA

Merck, Darmstadt

Peglab, Erlangen

Amersham, Miinchen

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

USB Corporation, Cleveland/USA

Enzyme wurden mit den mitgelieferten Puffern nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

Enzym

Firma

AmpliTag DNA Polymerase

BamH

peqGold DNase |

Hinclll

MMLV Reverse Transkriptase
Platinum High-Fidelity Taq Polymerase
Proteinase K

RNaseA

Sacl

Smal

Sspl

Superscript || Reverse Transkiptase

TagMan Universal PCR MasterMix UNG

Trypsin/EDTA

Applied Biosystems, Darmstadt
New England Biolab, Frankfurt a. M.
Peglab, Erlangen

New England Biolab, Frankfurt a. M.
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Promega, Mannheim

Serva, Heidelberg

New England Biolab, Frankfurt a. M.
New England Biolab, Frankfurt a. M.
Roche, Mannheim

Invitrogen, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
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2.5 Antikérper

2.5.1 Primérantikbrper

Antikorper Firma

Rabbit anti-ANT Pineda, Berlin

Mouse anti-Bax (B-9) Santa Cruz Biotech, Heidelberg
Rabbit anti-Bcl-2 Novus Biologicals, Cambridge/UK
Rabbit anti-Caspase-3 BD Biosciences, Heidelberg
Rabbit anti-Catalase Acris, Herford

Rabbit anti-Superoxid Dismutase 2 Abcam, Cambridge/UK

Die Antikdrper gegen die M- und B-Isoform der cytosolischen CK wurden freundlicher-

weise von Dr. Uwe Schlattner zur Verfligung gestellt.

2.5.2 Sekundérantikdrper

Antikorper Firma
Anti-Kaninchen IgG HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK
Anti-Maus 1gG HRP-Konjugat Dako, Glostrup,/DK

2.6  Nukleinsiuren

2.6.1 Synthetische Oligonukleotide

Alle synthetische Oligonukleotide wurden von der Firma TibMolbiol, Berlin, bezogen und
in DNA- und RNA-freiem H,O bidest. geldst.

2.6.1.1 Genotypisierung der Maus

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz 5> 3’

MK10BANT GTG GTG CCT CGT TCC AGC TG
ANT1 36 CAG TTT GAC CCT CTC GAT CGG
BGlobin5’ CCA ATC TGC TCA CAC AGG A
BGlobin3’ GAG GCT GTC CAAGTGATTC

2.6.1.2 Amplifizierung von B-Aktin

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz 5> 3’

Actin5’'mouse AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT
Actin3’'mouse CAT CTG CTG GAA GGT GGA CA
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2.6.1.3 Bestimmung der SpleiBvarianten

Primerbezeichung Nukleotidsequenz 5> 3’
aMHCex1 CAG AGATTT CTC CAA CCC AG
aMHCex2 CTG AAG AAT GTG GAC CAC AG

2.6.1.4 Amplifizierung der Sonden ftir Northern Blots

Primerbezeichung Nukleotidsequenz 5> 3’

1371s AAG GAT TCC TATGTG GTC G
2307a ATC CTT AAT GTC ACG CAC GA
MHCp_ex2.5 CTG TTC CTC TCT CTG TCC AG
MHCp_ex2.3 CGT GAT CTG CTG TCT ACA GG

2.6.1.5 Amplifizierung der Sonden fiir Southern Blots

Primerbezeichung Nukleotidsequenz 5> 3’
Actin5’'mouse AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT
BAkt3int ACT TGT ACT ATG GCC TCA GG
ANT1_ex2.5 GCA TGC CAG CAAACAGATC
ANT1_ex2.3 GTC ATA GAC TCC GAA GTA GG

2.6.1.6 Sequenzierungsprimer

Primerbezeichung Nukleotidsequenz 5> 3’
MK10BANT GTG GTG CCT CGT TCC AGC TG
ANT1_ex2.3 GTC ATA GAC TCC GAA GTA GG
ANT1_ex2.5 GCA TGC CAG CAAACAGATC
hGHpolyA3 CAG GCA TCT ACT GAG TGG ACC

2.6.2 TagMan™ Sonden

TagMan™ Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Darmstadt)

mRNA Assay

18S (Human) Hs99999901_s1
ANT1 (Ratte) Rn00821477_g1
ANT2 (Maus) Mm00846873_g1
ANT4 (Maus) MmO00617754
Bax (Maus) Mm00432050_m1
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mRNA Assay

Bcl-2 (Maus) MmO00477631_m1
CAR (Ratte) Rn01477162_m1
Cytochrom B auf Bestellung
HPRT (Maus) MmO00446968_m1
IFNB1 (Maus) MmO00439546_s1
IL-1B (Maus) MmO00434228 m1
Myh6 (Maus) Mm01313844 _mH
TGFB (Maus) MmO00441724 _m1
TNFa (Maus) MmO00443258 m1

2.7 Gebrauchswaren

Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgeflihrt sind, wurden von den Firmen VWR
International, Darmstadt, und Eppendorf, Hamburg, bezogen.

Produkt Firma

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare, Miinchen
Amersham Hybond-N+ Nylonmembran GE Healthcare, Miinchen
ImmunBlot PVDF Membran Bio-Rad Laboratories, Munchen
Kodak Biomax MR Film VWR International, Darmstadt
Kunststoff-StdBel fir 1,5 ml-GefaB (Pellet Pestle)  Sigma-Aldrich, Minchen
MicroAmp 96well Optical Reaction Plate Applied Biosystems, Darmstadt
Mullkompressen, steril Fuhrmann Verbandstoffe, Much
NuPAGE Novex Bis-Tris Gel 4-12 % Invitrogen, Darmstadt

Optical Adhesive Covers Applied Biosystems, Darmstadt
Whatman-Papier Bio-Rad Laboratories, Minchen

2.8 Sonstige Materialien und Gerate

Zusétzlich zur allgemeinen Laborausstattung wurden folgende Materialen und Geréate

benutzt:

Produkt Firma

Accu-Chek Glucometer Roche, Mannheim

Bioscan QC 2000 Bioscan, Washington/USA
CO,-Inkubator CB 150 Binder, Tuttlingen

DNA Thermal Cycler Cetus Perkin Elmer, Waltham/USA
Feinpinzette Dumont#5 FST Medizintechnik, Bad Oeynhausen
Feinschere “Spring scissor straight” FST Medizintechnik, Bad Oeynhausen
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Produkt

Firma

Gewebehomogenisator 432N1275 (Tenbroek)

Handhomogenisator 432-1202
HERAsafe Sterilbank

Homogenisierungssystem MICCRA x842.1

Hybridisierungsofen Compact Line OV4
Liquid Scintillation Analyzer
Mastercycler ep Gradient S
Mastercycler personal

Mikroskop BX51

Mikroskop DMIL DFC 480

Mini Trans-Blot Cell

Motor fir Pellet Pestle (Z-35, 997-1)
NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer
NovexMini Cell

PCR-Cycler Primus 96 advanced
Potter-Elvehjem Glas-Glas
SmartSpec™ 3000

Kihlzentrifuge 5415R, Rotor F45-24-11
TRIO Thermoblock

UltraTurrax T25basic

UV Stratlinker®1800

Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge Avanti

2.9 Sterilisierung

VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
Thermo Electron, Waltham/USA
Roth, Karlsruhe

Biometra GmbH, Géttingen
Packard GmbH, Dreieich
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Olympus, Hamburg

Leica, Wetzlar

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Peglab, Erlangen

Invitrogen, Darmstadt

Peglab, Erlangen

VWR International, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Géttingen

IKA Labortechnik, Berlin
Stratagene, LaJolla/USA
Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter, Fullerton/USA

Die Sterilisierung von Lésungen erfolgte fiir 30 min bei 120 °C und 10° Pascal im

Dampfdruckautoklaven oder, bei hitzeempfindlichen Lésungen, durch Sterilfiliration

(PorengroBe: 0,2 um). Gebrauchswaren wurden entweder autoklaviert oder tber Nacht

bei 220 °C hitzesterilisiert.

2.10 Virus

Das Coxsackievirus B3 (Nancy-Stamm, ATCC VR-30) wurde freundlicherweise von Prof.

Dr. Heinz Zeichhardt (Institut fir Virologie, Charité — Universitdtsmedizin Campus

Benjamin Franklin) zur Verfligung gestellt.
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2.11 Zell-Linien und Medien

Zell-Linie  Beschreibung Medium

HelLa Humanes zervikales Adenokarzinom DMEM high glucose'
PNCM Primare neonatale Rattenkardiomyozyten DMEM low glucose?
PECM Priméare embryonale Mauskardiomyozyten ~ DMEM high glucose®

'"DMEM wurde mit 2 mM L-Glutamin, 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt.
DMEM wurde mit 2mM L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 2 uM FUDR
versetzt.

’DMEM, ohne L-Glutamin, wurde mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt.

2.12 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.12.1 lIsolierung von DNA aus eukaryotischen Geweben

2.12.1.1 Isolierung von DNA aus Schwanzspitzenbiopsien zur
Genotypisierung

Zur Genotypisierung von Wildtyp- und ANT1-transgenen Mausen wurde genomische DNA
aus lysierten Schwanzspitzenbiopsien isoliert. Die Schwanzspitzenbiopsie (1-3 mm)
wurde mit 100 ul Lysispuffer und 10 ul Proteinase K-Lésung (10 mg/ml) bei 37 °C Uber
Nacht oder bei 55 °C fur 3 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Deaktivierung der
Proteinase K durch Erhitzung der Probe auf 95 °C fiir 10 min im Thermoblock. Nach
Abkihlung der Probe im Eis fur 5 min wurden 800 pl TE/RNaseA-Ldsung (1000 pl 1xTE-
Puffer pH 7,4, 2,5 ul 4 mg/ml RNaseA) hinzupipettiert und die Zellreste bei 16 000 x g fr
5 min pelletiert. Vom Uberstand wurden 1-2 pl fiir die Genotypisierungs-PCR (2.12.8)

eingesetzt.

2.12.1.2 Isolierung von DNA aus Herzgewebe

Die Isolierung von DNA aus Herzgewebe erfolgte mittels alkoholischer Fallung mit
Isopropanol. Ein Gewebestiick von ca. 20 mg wurde mit 700 pl Lysispuffer und 35 pl
Proteinase K-Ldsung (10 mg/ml) bei 55 °C lber Nacht inkubiert. War das Gewebe
anschlieBend noch nicht vollstdndig verdaut, wurden weitere 20-35 pl Proteinase K
hinzupipettiert und die Probe im Thermomixer flir 1 h geschuttelt. Diese Suspension
wurde zunachst auf Eis fiir 10 min geklhlt, dann 300 pyl 6 M NaCl hinzupipettiert, durch
Inversion gut gemischt und fir weitere 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die
Zellreste pelletiert (16 000 x g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand in ein 2 ml Eppendorf-
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GefaB Oberfuhrt. Um eine RNA-freie DNA-Préparation zu erhalten, wurde die RNA durch
einen Verdau mit RNase A entfernt; hierzu wurden 5 ul RNase A (4 mg/ml) zum
Uberstand gegeben und in einem Wasserbad bei 37 °C fiir 15 min inkubiert. Zur
anschlieBenden Fallung der DNA wurde zum Uberstand 1 ml Isopropanol pipettiert, durch
Inversion gemischt und bei 16 000 x g fir 20 min und 4 °C zentrifugiert. Nach Entfernung
des Uberstands wurde das Pellet mit 500 pl 70 %-igem Ethanol (-20 °C) gewaschen
(16 000 x g, 15 min, 4°C). Der Uberstand wurde sorgféltig entfernt und das DNA-Pellet
bei RT fir 10-15 min getrocknet. In Abh&ngigkeit von der GréBe wurde das Pellet in 50-
100 pl TE-Puffer pH 7,4 aufgenommen und bei 37 °C fir 30 min im Thermomixer geldst.
Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe des NanoDrop® Spektrophotometers bestimmt
(2.12.3).

2.12.2 lIsolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen und Geweben

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach dem Prinzip der Einschrittmethode nach
Chomczynski und Sacchi 2. Dafiir wurde die monophasische Lésung TRIzol® verwendet,
welche Phenol und Guanidinisothiocyanat enthalt. Durch das chaotrope Guanidin-
isothiocyanat werden Wasserstoffbriickenbindungen aufgelést und so die Gewebe-
bestandteile lysiert, Proteine denaturiert und dadurch RNasen inaktiviert. Das enthaltene
Phenol bewirkt im sauren Milieu, dass denaturierte Proteine und kleinere DNA-Fragmente
aus dem Lysat entfernt werden.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe wurde ein Gewebestlick von ca. 20-50 mg
in 1 ml TRIzol-Lésung aufgenommen und mit einem autoklavierten Kunststoff-St6Bel in
einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB3 zerkleinert. Nach Zugabe von 1/10 Vol Chloroform wurde
die Probe fiir 15 s gevortext und anschlieBend 5 min auf Eis gestellt. Die Auftrennung der
Phasen erfolgte in einem Zentrifugationsschritt bei 12 000 x g fir 15 min und 4 °C. Die
farblose, obere Phase wurde sorgfaltig abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefa3
Oberfihrt, 1 Vol gekiihltes Isopropanol (4 °C) hinzugegeben, mehrfach invertiert und auf
Eis fir 15 min inkubiert. Die RNA wurde anschlieBend bei 12 000 x g und 4 °C fiir 15 min
pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 800 ul 75 %-igem Ethanol gewaschen (7400 x g,
8 min, 4 °C) und bei RT fiir 10-15 min getrocknet. Die RNA wurde anschlieBend je nach
GréBe in 35-100 yl RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasser) aufgenommen, bei 60 °C flr
10 min gel6st und dann bei -80 °C gelagert.

Bei der Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde das Medium aus
der Kulturplatte abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden 600 ul TRIzol-Lésung pro Well einer 6-Well-Platte auf die Zellen gegeben, durch
auf- und abpipettieren die Zellen abgeldst und das Zell-Lysat in ein 1,5 ml Eppendorf-
GefaB Oberfihrt. Mit dem Homogenat wurde nach obiger Beschreibung verfahren, um die
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RNA zu extrahieren. Im letzten Schritt wurde das RNA-Pellet in 35 ul DEPC-Wasser
geldst. Die Konzentration der RNA wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 Spektro-
photometer gemessen (2.12.3) und die Qualitat der praparierten RNA mittels Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift (2.12.4.1).

2.12.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit einem Spektrophotometer (NanoDrop®
ND-1000, ThermoScientific, Peglab, Erlangen) bestimmt. Nach Abgleichen des Nullwerts
konnte das Absorptionsmaximum der gemessenen Nukleinsauren (bei 260 nm) bestimmt
und gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (bei 280 nm) bzw. Salze (bei 230 nm)
festgestellt werden. Nach dem Lambert-Beer-Gesetz korreliert die Konzentration der
Nukleinsauren linear mit der Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm. Der Quotient
E260/280 ist ein MaB fur die Reinheit der Probe und sollte fir DNA ca. 1,8 und fir RNA
ca. 2,0 betragen.

2.12.4 Agarose-Gelelekirophorese

2.12.4.1 Gelelektrophorese von DNA und RNA

Die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte mit Agarosegelen. Zur
Herstellung eines 1 %-igen Gels wurde 1 g Agarose mit 100 ml 1x TAE-Puffer gemischt,
aufgekocht und nach Zugabe von 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) in den vorbereiteten
Geltrager gegossen. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen flaches, mehr-
gliedriges Ringsystem zwischen benachbarten Basenpaaren interkaliert und so eine
Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht (302 nm) ermdglicht. Die Probe wurde im
Verhéltnis 1:1 mit dem DNA-Ladepuffer gemischt und nach der Auftragung erfolgte die
Elektrophorese in 1x TAE-Puffer bei 6-8 V/cm?. Ein GréBenstandard (100 bp DNA-Leiter)
wurde parallel mitgefihrt und erméglichte die GrdéBenbestimmung der DNA-Fragmente.

2.12.4.2 Denaturierende Gelelektrophorese von RNA

Denaturierende Agarosegele 2®® wurden zum Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter
RNA auf eine Nylonmembran (Amersham Hybond-N+, GE Healthcare, Miinchen) mit
anschlieBender Hybridisierung radioaktiver Sonden zur Detektion spezifischer Transkripte
verwendet (2.12.5).

Zur Herstellung des benétigten Agarosegels (1,5 %) wurden 0,65 g Agarose und 5 ml 10x
MOPS-Puffer zusammen mit 40 ml autoklaviertem, bidestilliertem Wasser aufgekocht,
nach dem Abkihlen auf 60 °C mit 9 ml Formaldehyd (= 37 %, Endkonzentration: 6,2 %)
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gemischt und in eine vorbereitete Gelkammer gegossen. Die RNA-Proben (5-10 ug
Gesamt-RNA) wurden mit 5,5 ul frisch angesetztem RNA-Ladepuffer vermischt, bei 65 °C
fir 5 min denaturiert und unverziglich fir 5 min auf Eis gestellt, um eine Renaturierung zu
vermeiden. Nach dem Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese in 1x MOPS-
Puffer bei einer konstanten Spannung von 4 V/cm?. Vor dem Transfer wurde die RNA im
Transilluminator sichtbar gemacht und deren Intaktheit Gberprift. Die RNA wurde als nicht
degradiert eingestuft, wenn die 28S- und 18S-rRNA deutlich und scharf umrissen
erkennbar waren und die Bande der 28S-rRNA starker als die der 18S-rRNA war.

2.12.4.3 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Die Isolierung von PCR-Produkten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAGEN Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA
(2.12.4.1) wurde das gesuchte Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten,
in ein Eppendorf-GefaB lberfihrt. Die Aufreinigung der DNA erfolgte dann nach dem
Protokoll des Herstellers. Die in EB-Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) eluierte DNA wurde
anschlieBend gelelektrophoretisch analysiert (2.12.4.1).

2.12.5 Kopienzahlbestimmung mittels Southern Blot

Mittels Southern Blot wurde die Zahl der integrierten Kopien des Transgen-Konstrukts in
Relation zum endogenen ANT1-Gen bestimmt. Zur Erzeugung eines endogenen ANT1-
Standards wurden 5, 10 und 20 pg DNA aus Wildtyp-Herzen (2.12.1.2) mit BamHI verdaut
(2.12.7). Von transgenen Tieren der beiden Linien 17 und 20 wurden jeweils 10 ug DNA
mit BamHI und Sspl verdaut, auf einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt (2.12.4.1) und
auf eine Nylonmembran transferiert (2.12.6.1). In einer PCR (2.12.8) wurde unter
Verwendung der Primer ANT1_ex2.5 und ANT1_ex2.3 eine Sequenz von 472 bp des
Exon 2 des ANT1-Gens amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde radioaktiv markiert
(2.12.6.2) und als Sonde zur Detektion der ANT1-Sequenzen auf der Membran eingesetzt
(2.12.6). Die Quantifizierung der Signalstéarke erfolgte unter Verwendung der Software
Scionlmage, wobei die Intensitédt des transgenen Signals mit der der drei endogenen
Standards verglichen wurde.

2.12.6 Transfer und Nachweis von Nukleinsduren auf Nylonmembranen

2.12.6.1 RNA- und DNA-Transfer mittels Northern bzw. Southern Blot

Die mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennten Nukleinsduren (2.12.4.1 und
2.12.4.2) wurden im Kapillarblot auf eine Nylonmembran transferiert. Bei dieser Methode
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wird der Nukleinsauretransfer durch eine gerichtete lonenwanderung mittels Kapillarkréafte
vollzogen.

Beim Northern Blot wurde das RNA-Gel im Anschluss an die Elektrophorese zunachst
zweimal fir jeweils 30 min in bidestilliertem Wasser gewaschen, um das Formaldehyd
auszuspulen. Fir den Transfer der RNA auf die Membran (nach Sambrook et al., 1989)
wurde der Blot in folgender Reihenfolge aufgebaut (Abbildung 2.1): In eine Schale mit
10x SSC-Transferpuffer wurde ein Whatman-Papier gelegt, welches eine Flissigkeits-
briicke zwischen zwei Pufferkammern bildete. Darauf wurde das Agarosegel gelegt, das
von einem Dichtring aus Parafilm isoliert wurde, um ein Vorbeileiten des Transferpuffers
an Agarosegel und Membran zu verhindern. Auf das Gel wurden zunéachst luftblasenfrei
die zugeschnittene Membran und zwei Whatman-Papiere gelegt. Darliber wurde ein
Stapel trockene Papiertlicher geschichtet und schlieBlich mit einem Gewicht beschwert.
Geblottet wurde bei RT tber Nacht.

Gewicht

Papiertiicher

: S — Nylonmembran
Whatman-Papier =
‘ 4[?:5 V'ZZ:EZZ"'ZZNZZZ' ::::" "ZZE:'ZZ

S H Dichtring aus Parafilm
Agarosegel

Schale mit
Transferpuffer
10=SSC

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines Kapillarblots

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran fir 15-30 min bei RT luftgetrocknet,
die Nukleinsauren mittels UV-Crosslinker (UV Stratalinker 1800, Stratagene) auf der
Membran fixiert (zweimal 150 mJoule/cm?® und unter UV-Licht die transferierte RNA
quantitativ und qualitativ begutachtet. Gleichzeitig wurden die Banden der 18S- und 28S-
rBRNA mit einem weichen Bleistift auf der Membran markiert, um als RNA-Langenstandard
(1,8 bzw. 4,4 kb) erkennbar zu sein.

Beim Southern Blot wurde ebenfalls nach obigem Protokoll verfahren. Hierbei entfiel der
initiale Waschschritt des Northern Blots, da das beim Southern Blot verwendete Gel kein
Formaldehyd enthielt (2.12.4.1). Stattdessen wurde das Gel zweimal fir 20 min in

Denaturierungslésung inkubiert, um die DNA zu denaturieren und auf den DNA-Transfer
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vorzubereiten. Als DNA-Langenstandard wurden die Banden des mitgefuhrten 1 kb-DNA-
Leiter auf der Membran markiert.

2.12.6.2 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten #'° erfolgte mittels PCR unter Verwen-
dung radioaktiv markierter Nukleotide, die in die Syntheseprodukte eingebaut wurden. Als
Sonden wurden mit [**P]-dCTP radioaktiv markierte PCR-Produkte unter Verwendung der
entsprechenden reverse-Primer (Northern Blot) bzw. beider Primer (Southern Blot)
hergestellt. Fir die Markierungsreaktion wurden 25-30 ng aufgereinigtes PCR-Produkt (s.
2.12.4.3), 2,5 pl 10x PCR-Puffer, 0,5 ul AmpliTag DNA-Polymerase, 0,5 pl 10 mM dNTPs
(ohne dCTP), 0,5l reverse-Primer (20 uM) und ggf. 0,5 ul forward-Primer in ein
Gesamtvolumen von 20 ul pipettiert und mit 20 ul Mineraldl Gberschichtet. Durch Zugabe
von 5 pl radioaktiv-markiertem [**P]-dCTP (10 uCi/ul) wurde die Markierungsreaktion
gestartet. Nach Beendigung der Reaktion wurden die markierten Sonden Uber Sephadex-
Saulen aufgereinigt. Dazu wurde in H,O bidest. geléstes Sephadex G-50 luftblasenfrei in
eine Pasteurpipette geschichtet. Unter dem Plexiglas-Schutz wurde die radioaktive Sonde
auf die Saule pipettiert und anschlieBend ca. 1 ml H,O bidest. zugegeben. Die erste
Fraktion von ca. 500 pl Eluat wurde verworfen. Danach wurden 10 Fraktionen a 50 pl
aufgefangen und die Radioaktivitdt in jeder Fraktion mit dem Bioscan QC 2000
gemessen. Die Fraktionen mit der hdchsten Radioaktivitat wurden anschlieBend vereinigt
und als Sonde verwendet. Bis zur Hybridisierung wurde diese bei 4 °C oder -20 °C

gelagert.

2.12.6.2.1 Hybridisierung radioaktiver Sonden an membrangebundene RNA und
DNA

Die Nylonmembran (2.12.6.1) wurde in einer Hybridisierungsréhre mit 5—10 ml
ExpressHyb-Hybridisierungslésung im Hybridisierungsofen bei 68 °C (Northern Blot) bzw.
bei 60 °C (Southern Blot) fiir 30 min prahybridisiert. AnschlieBend wurden 500 ul der
entsprechenden aufgereinigten Sonde (2.12.6.2) hinzugegeben und die Membran bei
68 °C (Northern Blot) bzw. bei 60 °C (Southern Blot) fir 1 h hybridisiert. Die
Hybridisierungslésung wurde verworfen und die Membran in 10 ml Waschlésung | bei
Raumtemperatur fir 15 min gewaschen. Die Waschlésung | wurde ebenfalls verworfen
und die Membran mit je 10 ml der Waschlésung 1l bei 50 °C zweimal fir 20 min
gewaschen. Die Membran wurde entnommen und feucht in Klarsichtfolie eingeschlagen.
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2.12.6.3 Nachweis und Quantifizierung der Hybridisierungsprodukte

Zur Detektion und Quantifizierung der hybridisierten, radioaktiv markierter DNA-
Fragmente wurde die in Klarsichtfolie eingeschlagene hybridisierte Membran (2.12.6.3) in
eine Filmkassette gelegt, ein Rontgenfiim (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare,
Minchen) aufgelegt und bei -80 °C flir 1 h bis hin zu mehreren Tagen inkubiert, so dass
ein auswertbares Signal erhalten wurde. AnschlieBend wurde der Film entwickelt,
eingescannt und die Intensitat des Hybridisierungssignals unter Verwendung der Software
Scionlmage bestimmt.

2.12.6.4 Rehybridisierung radioaktiv markierter Membranen

Zur Rehybridisierung einer bereits markierten Membran wurden die gebundenen,
radioaktiven Sonden durch 5-minltiges Schwenken in 0,5 %-igem SDS bei 95 - 98 °C im
Wasserbad von der Membran gel6st (Strippen). Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis auf
der Membran kein radioaktives Signal mehr detektierbar war. Danach wurde der Blot
erneut hybridisert (2.12.6.3).

2.12.6.5 RNase-Protection-Assay (RPA)

Der RNase-Protection-Assay (RPA, durchgefuhrt durch Dr. Yong Wang) wird verwendet,
um spezifische mMRNAs einer RNA-Praparation quantitativ zu bestimmten. Hierbei wird mit
Hilfe einer RNA-Polymerase eine radioaktive antisense-RNA-Sonde unter Zugabe von [a-
¥PJ-UTP hergestellt. AnschlieBend wird diese mit der komplementaren mRNA in der
RNA-Probe hybridisiert. Die nicht hybridisierten, einzelstrdéngigen RNAs und die
einzelstrangigen Uberhdnge der Hybride werden durch enzymatischen Verdau abgebaut.
Ubrig bleiben somit nur doppelstrangige Fragmente einer definierten GréBe, die nach
gelelektrophoretischer Auftrennung sichtbar gemacht werden kénnen.

Die Expression der ANP-mRNA wurde unter Verwendung des Ambion RPA 11 Kit (Ambion
Europe Ltd., Huntingdon, UK) untersucht °*2'". Mit Hilfe der SP6-RNA-Polymerase wurde
eine radioaktiv-markierte ANP-komplementédre Sonde von 290 nt transkribiert. Eine zur
rL32-mRNA komplementare Sonde (127 nt) wurde als interner Expressionsstandard
generiert. Jeweils 10 ug der RNA-Praparationen (2.12.2) wurden mit ca. 40 000 c.p.m. der
ANP- und 40 000 c.p.m. der rL32- Sonden im gleichen Reaktionsansatz hybridisiert. Die
hybridisierten, doppelstrangigen Fragmente, die vor dem Verdau durch RNase A+T1
geschitzt waren, wurden mittels denaturierender Gelelektrophorese (5% wiv
Polyacrylamid, 8 M Urea) aufgetrennt und mit einem FUJIX BAS 2000 Phospho-Imager
(Raytest GmbH, Straubenhardt) analysiert. Die Angabe erfolgte als Phosphor-stimulierte

Lumineszenz (PSL) pro mm?.
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2.12.7 Enzymatische Modifikationen von DNA

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde in einem Volumen von
mindestens 20 pl unter Verwendung von 5-10 U Enzym pro pg DNA fir 90 min
durchgefiihrt. Die Verwendung des optimalen Reaktionspuffers und der enzym-

spezifischen Temperatur erfolgte nach Angaben der Herstellers.

2.12.8 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente der Amplifizierung und dem Nachweis
spezifischer DNA-Sequenzen. In Abhéangigkeit von Primer-Ldnge, Basenzusammen-
setzung und der Lange der zu amplifizierenden DNA wurde die PCR-Reaktion unter
verschiedenen, optimierten PCR-Bedingungen durchgefihrt.

Ein Standard-PCR-Ansatz wurde nach folgendem Pipettierschema zusammengestellt:

DNA (30-500 ng) X ul
Primer 1 (20 pM) 0,5u
Primer 2 (20 pM) 0,5 pl
dNTPs (20 mM) 0,5 pl
PCR-Puffer (10x) 2,5 pl
AmpliTag DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
H,O bidest. ad 25 pl

Das PCR-Programm umfasst eine initiale Denaturierung der DNA bei 94 °C fir 3 min. Im
Anschluss folgten 35 Zyklen nach folgendem Programm im Thermocycler (Eppendorf):

30s 94 °C Denaturierung
30s 55-61 °C  Anlagerung
45-60 s 72 °C Elongation

Die Temperatur des Anlagerungsschrittes und die Dauer der Elongation wurden fir jede
DNA-Sequenz und die sequenzspezifischen Primer optimiert. Nach Beendigung des
letzten Zyklus schloss sich ein finaler Elongationsschritt von 10 min bei 72 °C an. Zur
Analyse der amplifizierten PCR-Produkte wurden 10 pl des Ansatzes mit 5 pl DNA-
Ladepuffer versetzt, auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt (2.12.4.1).

2.12.9 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase (RT)

Bei der reversen Transkriptase (RT) handelt es sich um eine RNA-abhangige DNA-

Polymerase, die von einer einzelstrangigen RNA-Matrize einen doppelstrangigen DNA-
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Strang erstellt, der nachfolgend fiir die RT-PCR (2.12.10) und die quantitative real-time
PCR (2.12.11) eingesetzt werden kann. Fir die Umschreibung der mRNA aus
eukaryontischen Zellen und Geweben (2.12.2) wurde die MMLV-RT (Invitrogen,
Darmstadt) verwendet. Da genomische DNA teilweise von den in der RT-PCR und real-
time PCR verwendeten Primer erkannt wird und somit die Ergebnisse der PCR
verfalschen kann, wurde die RNA-Praparation zunachst einem DNasel-Verdau
unterzogen, um eine Kontamination der cDNA mit genomischer DNA auszuschlieBen.
Hierzu wurden 0,3-1,25 ug RNA, 1,25 ul 10x DNasel-Puffer, 2,5 ul DNasel (1 U/ul) und
DEPC-Wasser in einem Ansatz von 12,5 pl zusammengegeben und bei 37 °C fir 30 min
inkubiert. Die DNasel wurde durch Zugabe von 1,25 ul 25 mM EDTA und Inkubation bei
65 °C fur 10 min inaktiviert. Zur cDNA-Synthese wurden 10 pl des DNasel-Verdaus mit
1 ul Random Hexamers (500 pg/ml) bei 65 °C fir 5 min denaturiert und anschlieBend mit
4 ul 5x First Strand Buffer, 2 ul 100 mM DTT, 1 pyl 20 mM dNTPs, 1 pl RNasin RNase
Inhibitor (30 U/ul) und 1 pl MMLV-RT (200 U/pl) bei 37 °C fir 1 h inkubiert. Im Anschluss
wurde die cDNA bei -20 °C gelagert. Der Erfolg des DNAsel-Verdaus sowie der cDNA-
Synthese wurde in einer PCR (2.12.8) bestatigt.

2.12.10 Semi-quantitative RT-PCR

Die semi-quantitative RT-PCR ermdglicht den Nachweis von cDNAs durch die
Kombination von Standard-PCR und Agarosegelelektrophorese. Die Mitfilhrung eines
internen Expressionsstandard (z. B. B-Aktin) ermdglicht relative Aussagen Uber die
Quantitat einzelner Transkripte in RNA-Préparationen. Unter Verwendung von 50 ng
cDNA und spezifischen Primern wurde mittels PCR (2.12.8) das gesuchte Transkript und
in einem zweiten Ansatz B-Aktin amplifiert. Die PCR-Produkte werden anschlieBend
mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (2.12.4.1).

2.12.11 Quantitative real-time PCR mittels TagMan

Die Quantifizierung verschiedener mRNAs erfolgte mittels real-time PCR unter
Verwendung spezifischer Primer und fluoreszenzmarkierter Sonden (TagMan Gene
Expression Assays, Applied Biosystems, USA) im Mastercycler®ep realplex Gradient S
(Eppendorf, Hamburg). Zur Quantifizierung der Transkripte wurden 2-50 ng kardiale cDNA
pro Ansatz eingesetzt, so dass der Cr-Wert der Messung zwischen und 20 und 35 lag. In
einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden 5 pl TagMan Universal Master Mix UNG, 0,5 pl
der spezifischen Primer-Sonde-Kombination und 4,5 pl cDNA eingesetzt und nach dem
Standardprotokoll der Firma Applied Biosystems, Darmstadt, amplifiziert. In einem
initialen Temperaturschritt (50 °C fir 2 min) wird die Uracil N-Glykosylase (UNG) aktiviert,
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um Ubertragungskontaminationen zu vermeiden. Darauf folgt die Deaktivierung der UNG
und die Denaturierung der DNA-Strange (95 °C fir 10 min) und 40 Zyklen der
Amplifizierung und Messung der Emission (95 °C 15s, 60 °C 1 min). Zur relativen
Quantifizierung wurde HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1) als
interner Expressionsstandard mitgefihrt, um Variationen in der Menge der eingesetzten
RNA auszugleichen. Zudem wurde jede Probe dreifach bestimmt und der Mittelwert der
Cr-Werte (Zyklus, an dem die Fluoreszenz der Sonde erstmals Uber die Hintergrund-
Fluoreszenz ansteigt) errechnet und fir die relative Quantifizierung verwendet. Zur
quantitativen Auswertung wurde der Mittelwert der Cr-Werte des zu bestimmenden Gens
mit dem Cr-Wert von HPRT derselben Probe ins Verhélinis gesetzt (ACt=Crgen) -Cr(Hprr)-
Der sich ergebene ACt-Wert einer unbehandelte Probe (ACt1) konnte nun mit den AC+-
Werten einer behandelten Probe (AC:2) verglichen werden und man erhalt den
sogenannten AACt-Wert (= AC12 - AC+1). Der relative Expressionsunterschied zwischen
Probe 1 und Probe 2 berechnete sich dann nach der Formel: R (relative Quantitat) = 2
(AC 2AC.T) 212 Die Darstellung in dieser Arbeit erfolgt als R in % zur angegebenen
Referenzprobe. Fir neue Assays wurde mittels einer Verdinnungsreihe die optimale
cDNA-Menge titriert, so dass die Amplifizierung im nicht geséattigten, linearen Bereich lag.
Zur qualitativen Auswertung wurden 10 ul des PCR-Ansatzes auf einem 2 %-igen
Agarosegel analysiert (2.12.4.1) und anhand der GrdBe sowie der Menge der PCR-
Produkte die Spezifitat der Assays Ulberprift.

2.12.12 Praamplifizierung

Einige Transkripte, z. B. IFNB, werden nur sehr gering exprimiert, so dass sie unter
Verwendung einer praktikablen Menge an cDNA nicht mehr hinreichend amplifiziert und
mittels real-time PCR quantifiziert werden kénnen. Um dennoch Informationen zur
Expression zu erhalten, wurden die entsprechenden Transkripte vor der quantitativen
real-time PCR praamplifiziert und so die Transkriptmenge selektiv erhéht und eine
Verringerung des Ct-Werts um 5,45 Zyklen erreicht. Dabei muss vor allem auf eine
gleichmaBige Amplifizierung dieser Transkripte wie auch des mitgeflhrten
Expressionsstandards geachtet werden. Zunachst wird aus den TagMan Gene
Expression Assays der zu untersuchenden Transkripte, einschlieBlich HPRT, ein Primer-
Mix (jeweils 10 pl jedes TagMan Gene Expression Assays, ad 1 ml TE-Puffer) hergestellt,
der anschlieBend aliquotiert und bei -20 °C gelagert werden kann. Zur Praamplifizierung
werden 5 pl des Primer-Mix, 10 ul TagMan Universal MasterMix UNG und 100 ng cDNA
in 20 ul Gesamtvolumen gemischt. Nach initialer Denaturierung (95 °C, 10 min) wurden
die Proben tber 10 Zyklen amplifiziert (15 s 95 °C, 4 min 60 °C) und anschlieBend bei -
20 °C gelagert. Fir die real-time PCR wurden die prdamplifizierten Proben 1:5 in TE-
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Puffer verdiinnt und davon 2,5 pl pro PCR-Ansatz eingesetzt. Die real-time PCR erfolgte
dann wie in Kapitel 2.12.11 beschrieben. Einmalig wurde den Angaben des Herstellers
entsprechend Uberprift, ob die spezifische Praamplifizierung der mRNAs einer Probe fir
alle verwendeten Assays gleichm&Big war, um die Vergleichbarkeit der Expression
verschiedener Cytokine sowie des internen Expressionsstandards zu Uberpriifen. Die
hierbei erhaltenen Werte befanden sich deutlich innerhalb der vorgegebenen Grenzwerte.

2.12.13 Sequenzierung

Die Sequenzierung des integrierten aMHC-ANT1-Konstrukts zur Uberpriifung der
Sequenzintegritdt wurde durch die Firma SeqglLab, Goéttingen, durchgefihrt. Unter
Verwendung von 100 ng kardialer DNA transgener Mause (2.12.1.2) wurde das Konstrukt
mit den Primerkombinationen (1) MK10 BANT und ANT1_ex2.3 und (ll) ANT1_ex2.5 und
hGHpolyA3 sowie 3 ul Platinum High-Fidelity Tag Polymerase (Invitrogen, Darmstadt) und
3 ul 25 mM MgCl; in 75 pl Gesamtvolumen in einer PCR ampilifiziert (2.12.8). Die PCR-
Produkte wurden mit dem High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche, Mannheim) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt und anschlieBend mit jeweils beiden Primern von
beiden Seiten durch die Firma SeqlLab, Géttingen, sequenziert. Die Auswertung der
Sequenzen erfolgte unter Verwendung des Programms Chromas Lite 2.01 und der
Datenbank GenBank.

2.13 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

2.13.1 Proteinextraktion

2.13.1.1 Isolierung von Gesamtzellextrakt aus Herzgewebe

Zur lsolierung von Gesamtzellextrakt aus Herzgewebe wurde das Gewebe zuné&chst
gewogen und in dem 10-fachen Volumen Lysispuffer mit Protease-Inhibitor (1:100)
aufgenommen. Die grobe Zerkleinerung des Gewebes im Eppendorf-Gefa3 erfolgte mit
einer feinen Schere, die Homogenisierung anschlieBend in einem Glas-Homogenisator.
Zur Abtrennung der Zellreste vom Proteinextrakt wurde die Suspension bei 12 400 x g fir
20 min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-GefaB

tberfuhrt und die Proteinkonzentration bestimmt (2.13.2).

2.13.1.2 Isolierung von Mitochondrien und Cytosol aus Herzgewebe

Die Isolierung von Mitochondrien aus Herzgewebe erfolgt mittels subzellularer
Fraktionierung durch stufenweise, aufeinander folgende Zentrifugationsschritte (nach %%°).
Alle Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C durchgeflihrt, um die Degradation der Proteine
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zu verhindern. Das Gewebe wurde zunachst gewogen und mit dem 10-fachen Volumen
Mitochondrien-Puffer mit Protease-Inhibitor (1:100) versetzt. Mit einer feinen Schere
wurde das Gewebe grob zerkleinert und der Ansatz in einen vorgekihlten Glas-
Homogenisator uberfOhrt. Durch vorsichtige Dreh-, Auf- und Abbewegungen mit dem
Pistill wurden die Gewebestlickchen im Puffer zu einer feinen Suspension verarbeitet.
Hierbei ist darauf zu achten, dass das GlasgefaB mdglichst durchgangig gekihlt bleibt
und keine Luftblasen in der Suspension entstehen. Nach Abschluss der Homogenisierung
wurde die Suspension mit einer abgeschnittenen 1 ml-Pipettenspitze wieder in das
Eppendorf-Gefa3 zurlcktransferiert und auf Eis gestellt, bis nacheinander alle Proben
homogenisiert waren. Daraufhin wurden die Homogenate bei 1000 x g fur 10 min in einer
vorgekuhlten Tischzentrifuge zentrifugiert, so dass ein Pellet erhalten wurde, das
Uberwiegend aus Membranbestandteilen und genomischer DNA zusammengesetzt war.
Der Uberstand, ein Gemisch aus Cytosol und Zellorganellen, wurde abgenommen und bei
12 000 x g fir 30 min zentrifugiert. Der cytosolhaltige Uberstand wurde in ein frisches
Eppendorf-GefaB Uberflihrt und nochmals bei 13 200 x g fir 30 min zentrifugiert, um
maoglichst wenig Kontamination mit Zellorganellen zu haben. Das mitochondrienhaltige
Pellet wurde mit 200 pl Mitochondrien-Puffer gewaschen und erneut fur bei 12 000 x g 30
min pelletiert. In Abhangigkeit von der GroBe des Mitochondrien-Pellets wurden 50-100 pl
Mitochondrien-Puffer mit Protease-Inhibitor zugegeben und die Mitochondrien sehr
vorsichtig mit einem Kunststoff-StoBel gelést werden. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration (2.13.2) wurden die verschiedenen Proteinfraktionen (Membran-
fraktion, Kombi-Fraktion, Cytosol und Mitochondrien) bei -20°C gelagert.

2.13.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit der
Firma Roche, Mannheim, nach Anleitung des Herstellers. In Kirze, mit einem BSA-
Standard (2 pg/pl) wurde eine Verdinnungsreihe (0, 100, 200, 400, 600, 800 und
1000 ng/pl in jeweils 25 ul) hergestellt. In doppelter Ausfihrung wurden jeweils 3 pl der
Probe in ebenfalls 25 pl Gesamtvolumen mit H,O bidest. verdinnt. Die Reaktionsldsung
aus Puffer und Substrat wurde in einem Gesamtansatz fiir alle Proben angesetzt, jeweils
500 ul zu den vorbereiteten Proben hinzupipettiert und im Wasserbad bei 37 °C fir 30 min
inkubiert. Der Nachweis basiert auf der Reduktion zweiwertiger Kupferionen durch
Proteine zu einwertigen Kupferionen. Diese bilden mit der Bicinchoninsdure (BCA) einen
intensiv violetten Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die konzen-
trationsabhangige Intensitat der Farbung wurde im Spektrophotometer bestimmt und die
Proteinkonzentration der Probe (ber die parallel erstellte Standardkurve errechnet.
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2.13.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

213 wurde zur

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen durchgefiihrt. Dabei wurden kommer-
zielle NuPAGE Novex Bis-Tris Gele der Firma Invitrogen, Darmstadt, mit einem
kontinuierlichen Acrylamidgradienten von 4-12 % verwendet. Bei der Gelelektrophorese
erfolgt zunéchst die Konzentration der aufgetragenen Proteine am Ubergang zwischen
dem Sammelgel und dem Trenngel. Dieser Effekt ist auf die unterschiedlichen Lauf-
eigenschaften der in den Puffern enthaltenden lonen aufgrund des niedrigeren pH-Werts
des Sammelgels zurlickzufihren. Die eigentliche Auftrennung vollzieht sich anschlieBend
im Trenngel. Nachdem sich das Natriumdodecylsulfat (SDS) mit seinem langen
Dodecylschwanz aufgrund von aliphatischen Wechselwirkungen an die Proteine
angelagert und diese denaturiert hat, sorgen die negativ geladenen Sulfatgruppen fur eine
gleichmaBige, negative Oberflachenladung. Das Proteingemisch wandert deshalb im
elektrischen Feld zur Anode und trennt sich ausschlieBlich aufgrund des durch die
ProteingréBe erzeugten Laufwiderstandes und nicht aufgrund der im Vergleich zur SDS-
Wirkung kleinen Eigenladung der Proteine auf.

1-5 ug der Mitochondrienfraktion bzw. 20-40 ug der Cytosol- oder Kombifraktion (2.13.1.2)
wurden in einem maximalen Gesamtvolumen von 20 ul mit 2 Vol NUPAGE LDS Sample
Buffer (4x) und 10 % 1 M DTT bei 95 °C fir 5 min denaturiert und anschlieBend entweder
bei -20 °C gelagert oder direkt auf das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 1x
NuPAGE MES SDS Running Buffer verwendet und parallel 7 ul SeeBluePlusll
Proteinstandard mitgefihrt. Die Auftrennung erfolgte bei 80-120 V bis die gewilinschte
Laufweite erreicht war.

2.13.4 Elektrotransfer von Proteinen (Western Blot)

Im Anschluss an die gelelektrophoretische Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran (Immun-Blot PVDF, Bio-RAD) transferiert, um
anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern Proteine nachzuweisen (2.13.5). Fir den
Transfer der Proteine auf die Membran wurde der Blot in folgender Reihenfolge
aufgebaut: auf die kathodische Seite der Western Blot-Klammer wurde zunéchst ein
Schwammchen, ein Whatman-Papier und das Gel gestapelt. Auf das Gel wurde die
zugeschnittene Membran luftblasenfrei aufgelegt, so dass der Transfer der Proteine nicht
behindert wurde. Den Abschluss bildeten wiederum ein Whatman-Papier, ein zweites
Schwammchen und die anionische Seite der Klammer. Vor dem Aufbau des Blots wurden
die Schwammchen und Whatman-Papiere gut in Transferpuffer getrénkt, damit Gel und
Membran nicht austrocknen. Die PVDF-Membran muss 10 s in Methanol aktiviert werden
und wurde anschlieBend 2 min mit H,O bidest. gespiilt. Der Transfer erfolgte in gekihltem
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Transferpuffer bei 200 mA fur 1,5 h. Beim Abbau des Blots wurde die Membran zlgig in
Blockpuffer tberfihrt, um ein Austrocknen der Membran zu vermeiden.

2.13.5 Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

Die Membran (2.13.4) wurde zunachst in 5 % Blockpuffer fiir 1 h bei RT oder Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken. AnschlieBend wurde
der primare Antikérper in der optimalen Konzentration im Blockpuffer verdinnt und die
Membran fir 1-2 h bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schitteln inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit TBST (jeweils 10 — 20 min) folgte die Inkubation mit
einem HRP (horse radish peroxidase)-konjugiertem, sekundaren Antikérper (in 5 %
Blockpuffer) flr 45 min bei RT. Im Anschluss an die Inkubation mit dem sekundaren
Antikérper wurde die Membran wiederum dreimal fir 10 — 20 min in TBST gewaschen.
Die spezifisch gebundenen Antikdrper wurden mit dem ECL Plus-Reagenz (Amersham,
Minchen) nachgewiesen. Dabei wird das Substrat Luminogen durch die am sekundéren
Antikérper gekoppelte Peroxidase unter Emission von Licht (Chemilumineszenz) oxidiert.
Ein Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Miinchen) wurde belichtet und die Intensitat des
Signals mittels Scionlmage quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum
aufgetragenen Protein, das mittels Coomassie Blue gefarbt wurde. Mindestens zwei
unterschiedliche Banden wurden zur Auswertung herangezogen und anschlieBend der
Mittelwert gebildet. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in dieser Arbeit als Verhaltnis

zur angegebenen Referenzgruppe dargestellt.

2.13.6 Massenspekirometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse der mitochondrialen Proteine wurde durch Dr. Elke
Hammer, Interfakultares Institut fiir Genetik und Funktionelle Genomforschung, Ernst-
Moritz-Arndt  Universitdt Greifswald, durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 2 ug der
mitochondrialen Proteine (2.13.1.2) einzelner Mause (n=4 pro Gruppe) mit Trypsin im
Verhaltnis zum Protein 1:25 proteolytisch verdaut. Niedermolekulare Kontaminationen in
den resultierenden Peptidextrakten wurden durch Reinigung an C18-Material abgetrennt
#  Die Analyse der Peptidgemische erfolgte mittels LC-ESI-MS/MS nach
chromatographischer Trennung auf einer nanoAquity UPLC Saule (BEH130C18, 1,7 um,
100 pm x 100 mm, Waters, Cambridge, UK) in einem nicht linearen 265 min-Gradienten
von 1-25 % Acetonitril in 0,1 % Essigsaure in einem LTQ-Orbitrap Massenspektrometer
(Thermo Scientific, Bremen). Die Identifizierung der Proteine erfolgte mittels Sequest-
Algorithmus auf einer Sorcerer-Plattform (Sage-N Research Inc., San Jose, USA) durch
Vergleich zur SwissProt Datenbank (Stand 03/09) mit der Einschrankung auf das Taxon
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Mus musculus. Der relative Vergleich der Proteinmengen wurde mittels labelfreier
Quantifizierung auf Basis der Peak-Intensitdten der Peptide mit der Software Rosetta
Elucidator Version 3.3.0.1.39 (www.rosettabio.com/products/elucidator; Rosetta Bio-
software, USA) durchgefuihrt. Unterschiede in der Proteinmenge zwischen den Gruppen
wurden als signifikant betrachtet, wenn die statistische Analyse der Daten mittels
Student t-Test einen p-Wert <0,05 ergab.

2.13.7 Enzymaktivitat

2.13.7.1 Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe

Die Aktivitat der isolierten Komplexe der Atmungskette bei 25 °C wurde spekirophoto-
metrisch bestimmt. Die Messung erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Aufreinigung
der Mitochondrien (2.13.1.2), um einen Aktivitatsverlust durch wiederholtes Einfrieren und
Auftauen der Proben zu vermeiden. Mindestens eine Probe pro Gruppe wurde an jedem
Messtag mitgefiihrt, um Schwankungen zwischen einzelnen Messtagen gleichmé&Big zu
verteilen. Frisch isolierte Mitochondrien wurden in der Verdiinnung 1:10 bis 1:20 (in 0,3 M
Sucrose, 10 mM KH.PO, pH 6.5, 1 mg/ml BSA) verwendet, um eine lineare Atmungs-
geschwindigkeit zu gewahrleisten. Die Messung erfolgt in Einmal-Kivetten (Plastibrand)
mit einer Wanddicke von 10 mm. Alle Messungen wurden zwei- ggf. dreifach durchgeflhrt
und der Mittelwert aus den Aktivitdtswerten gebildet. Die Aktivitdt bezogen auf den
Gesamtproteingehalt im Reaktionsansatz errechnet sich nach folgender Formel:

AE/min x Vges [MI] x d [cm]
nmol/min mg mit. Protein =

e [mMM'em™]x Vi [ml]x ¢ [mg/ml]

AE/min: Extinktionsdnderung pro Minute

Vqes: Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes [ml]

d: Schichtdicke der Kiivette = 1 cm

¢: spezifischer Extinktionskoeffizient [nM'cm™]

Vmit: Volumen der eingesetzten Mitochondriensuspension [ml]

c: Proteinkonzentration der eingesetzten Mitochondriensuspension [mg/ml]

2.13.7.1.1 NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase

Die Aktivitdt des Komplex | wurde Uber die Reduktion von oxidiertem Decylubichinon
ermittelt, die bei einer Wellenldnge von A=340 nm gemessen werden kann. In einer
kleinvolumigen Reaktionsklvette wurden 200 pul Komplex I-Puffer vorgelegt. Die Enzym-
reaktion wird durch Zugabe von 4 ug Mitochondriensuspension gestartet. Die Messung
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erfolgt Gber 3 min mit einem Messabstand von jeweils 10 s. Der Extinktionskoeffizient flr
oxidiertes Decylubichinon betragt €=6,2 mM™cm™.

2.13.7.1.2 Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase

Die Enzymaktivitat des Komplexes Il wird mit Hilfe des kinstlichen Elektronenakzeptors
Dichlorophenolindolphenol (DCPIP) gemessen. Die Extinktionsabnahme des verbrauch-
ten DCPIP kann spektrophotometrisch bei A=600 nm verfolgt werden. 200 pl Komplex Il-
Puffer werden vorgelegt und die Reaktion mit 2 ug Mitochondriensuspension gestartet.
Nach 2 min Vorinkubationszeit wird anschlieBend fir 3 min alle 10s ein Messwert
aufgenommen. Der Extinktionskoeffizient betrégt €=20,6 mM'cm™.

2.13.7.1.3 Ubihydrochinon:Cytochrom c-Oxidoreduktase

Die Enzymaktivitit des Komplexes Il wird mit Hilfe des kinstlichen Substrats
Decylubichinon-H, gemessen. Komplex Il oxidiert Decylubichinon unter Reduktion von
Cytochrom c. Die Extinktionszunahme des oxidierten Cytochrom ¢ kann bei A=550 nm
bestimmt werden. In die Reaktionskuvette werden zunachst 225 ul Desoxycholat-Wasser
und 5 pg Mitochondrien pipettiert und die Mitochondrien fir 1 min lysiert. AnschlieBend
werden 25 pl Komplex IlI-Puffer und 1 ul reduziertes Decylubichinon hinzugegeben. Die
Messung erfolgt Uber einen Zeitraum vom 2 min im Abstand von jeweils 5s. Der

Extinktionskoeffizient betragt e=19,2 mM'cm™.

2.13.7.1.4 Cytochrom c:O>-Oxidoreduktase

Zur Messung der Aktivitdit des Komplexes IV lasst man reduziertes Ferro-Cytochrom ¢
durch die Cytochrom c-Oxidase oxidieren und verfolgt die Extinktionsabnahme bei
A=550 nm. Die Reaktion findet in 200 pl Komplex IV-Puffer mit 1 ug Mitochondrienprotein
statt. Der Verlauf der Reaktion wird fir 2 min alle 5 s gemessen. Der Extinktionskoeffizient
betragt e=18,5 mM'cm™.

2.13.7.2 Aktivitédt der Creatinkinase

Die Aktivitdt die CK wurde mit dem CK (NAC) Granutest 2.5 Kit der Firma Beckman
Coulter (Fullerton, USA) nach Anleitung des Herstellers bestimmt. Die Messung erfolgte
entweder mit der cytosolischen Fraktion oder mit isolierten Mitochondrien (2.13.1.2), um
die Aktivitat sowohl der cytosolischen als auch die mitochondrialen CK zu erhalten 2'°.
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2.13.8 Bestimmung der Lipidperoxidation

Zur Bestimmung der myokardialen Lipidperoxidation (LPO), ein Indikator des zelluléren,
oxidativen Stresses, wurde das LPO 586 Kit verwendet (Oxis International, Portland,
Oregon, USA), mit dem das Vorhandensein von Malondialdehyd (MDA) und 4-
Hydroxyalkenalen (HAE) spektrophotometrisch (586 nm) nachgewiesen und quantifiziert
werden kann. Dazu wurde Gewebe in einem 10-fachen Volumen des Gewichts in 10 %
PBS (20 mM, pH 7,4, 4 °C) und 5 mM butyliertem Hydroxytoluol, ein Antioxidans, mittels
eines Glas-Homogenisators homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 3000 x g flr
10 min und bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach Angaben des Herstellers zur
Quantifizierung der LPO verwendet.

2.14 Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.14.1 Isolierung primarer embryonaler Kardiomyozyten der Maus (PECM)

Zur Praparation des Uterus der Maus wird die tragende Maus (E13-14) mittels
Genickbruch getétet, auf den Ricken gelegt und die Bauchseite sorgfaltig mit 70 %-igen
Ethanol benetzt. Mit einer Pinzette wird die Haut Uber dem unteren Bauchraum
angehoben, mit einer Schere ein horizontaler Schnitt durchgefihrt und der Bauchraum
durch seitliche Einschnitte freigelegt. AnschlieBend wird der Uterus an einem Ende aus
dem Bauchraum herausgeholt, nacheinander die einzelnen Embryonen abgeschnitten
und in eine Petrischale mit eisgekihltem PBS transferiert. Die Praparation der Embryonen
aus dem Uterus erfolgt unter dem Binokular. Jeder Embryo wird einzeln in einer mit
frischem PBS geflllten Petrischale prapariert, wobei abgetrennte Teile sofort aus der
Schale entfernt werden sollen, um Kontaminationen zu vermeiden. Mit feinen Pinzetten
(Dumont #5) wird die Hille um den Embryo vorsichtig zerrissen und der Embryo mit der
Fruchtblase freigelegt. Die Fruchtblase und der Dottersack werden ebenfalls durch
vorsichtiges ReiBen abgetrennt. Nach der Dekapitation des Embryos mit einem Skalpell,
wird zur Prgparation des Herzens der Embryo mit einer zwischen den Armen platzierten
Pinzette auf dem Rucken fixiert, das zwischen den Armen sitzende Herz mit einer zweiten
Pinzette vorsichtig herausgenommen und in ein Eppendorf-GefaB mit 30 pl eisgekihltem
Trypsin/EDTA (PAA, Pasching/A) Uberfiihrt. Das Herz muss vollstandig bedeckt sein und
wird anschlieBend bei 4 °C Uber Nacht verdaut. Um die Kardiomyozyten zu vereinzeln
wird nach ca. 20 h das Trypsin/EDTA-Herz-Gemisch fir 15 min bei 37 °C und 300 rpm auf
einem Thermomixer inkubiert. Pro Well einer 12-Well-Platte sollen die Zellen von
1,5 Herzen ausplattiert werden, so dass in Abhé&ngigkeit von der Anzahl der isolierten
Herzen und der Menge der benétigten Wells entsprechend Medium (DMEM, 10 % FBS,
1 % Penicillin/Streptomycin, ohne L-Glutamin) in die Eppendorf-GefaBe pipettiert wird.
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Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wird das Gewebe weitestgehend homogenisiert
und alle Kardiomyozyten eines Genotyps in einer unbeschichteten T75-Flasche
zusammengefuhrt, um die Fibroblasten zu entfernen. Nach 1 h unter Kulturbedingungen
(37 °C, 5% CO,) sind die Fibroblasten adharent geworden. Der die Kardiomyozyten
enthaltende Uberstand wird in einem Schwung abgenommen und das vorher berechnete
Volumen in die Wells einer Fibronektin-beschichteten (mind. 2 h) 12-Well-Platte Uberflihrt.
Nach 16 h wird das Medium erstmals gewechselt und nach weiteren 48 h dem Medium
0,1 mmol/l BrdU zugesetzt, um die Vermehrung der verbliebenen Fibroblasten zu
hemmen. Am Tag 6 nach dem Aussden der Zellen wurden die Infektionsversuche
durchgefiihrt (2.16.1).

2.14.2 lIsolierung primarer neonataler Kardiomyozyten der Ratte (PNCM)

Primare Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten wurden von Frau Inga Vogelpohl isoliert
und zur Verfigung gestellt. In Kiirze, neonatale Sprague-Dawley (SD)-Ratten (1-3 Tage)
wurden zur Desinfektion vollstandig in 70 %-igen Ethanol eingetaucht und mit einer
groben, sterilen Schere durch Dekapitation getétet. Ohne Verletzung des Bauchraumes
wurde mit Hilfe einer feinen, sterilen Schere der Brustkorb geéffnet, das Herz entnommen
und in eine mit HBSS geflillte Petrischale auf Eis gelegt. Nach Entnahme der Herzen aller
verflgbaren Tiere wurden mit Hilfe zweier Skalpelle zunachst die Vorhéfe abgetrennt und
anschlieBend die Herzen grob zerkleinert und in 15 ml-Zentrifugenréhrchen mit
Trypsinlésung (GIBCO, Darmstadt) uberfiinrt. Der Verdau des Herzgewebes erfolgte
Uber Nacht, jedoch fiir mindestens 18 h, bei 4 °C und geringer Rotationsbewegung (ca.
1 U/min). Am nachsten Tag werden die Herzen mittels Collagenase-Verdau endgultig
aufgelost, die groben Gewebereste Uber sterile Mullkompressen abgetrennt und die
Zellen pelletiert (1200 U/min, 5 min, RT). Die Zellen wurden in Medium aufgenommen und
fir 90 min bei 37 °C inkubiert, um die Fibroblasten abzutrennen. Der Kardiomyozyten-
haltige Uberstand wurde abgenommen, die Kardiomyozyten nochmals pelletiert und in
substituiertem DMEM-Medium (1 % Penicillin/Streptomycin, 2 uM FUDR, ohne FBS)
ausplattiert. Nach Zahlung der Kardiomyozyten in einer Neubauer-Zahlkammer (2.14.2.1)
wurde diese auf FBS-beschichteten 12-Well-Platten (4 % FBS Gold, PAA, Pasching/A)
ausplattiert. Nach dem Absetzen der Zellen, das nach etwa 3 h unter Kulturbedingungen
bei 37 °C und 5% CO, grdBtenteils geschehen ist, wurden die Cytokin-Experimente
gestartet (2.14.2.2).
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2.14.2.1 Zellzahlbestimmung

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden die Zellen in einer Neubauer-Zédhlkammer unter
dem Mikroskop gezahlt. Es wurden jeweils vier GroBquadrate (Q) ausgezahlt und die
Zellzahl dann nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl (Zellen/ml) = [(Q1+Q2+Q3+Q4)/4] x Verdiinnungsfaktor x 10*

2.14.2.2 Inkubation von Kardiomyozyten mit Cytokinen

In FBS-beschichteten 12-Well-Platten wurden 7 x 10° PNCM-Zellen pro Well in Medium
ohne FBS-Zusatz ausplattiert (2.14.2) und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach dem
Absetzen der Zellen (nach ca. 3 h) wurden die Cytokine (IL-183: 30 ng/ml Medium, TNFa:
30 ng/ml, TGFB: 1 ng/ml, IFNB: 30 ng/ml) zum vorhandenen Medium zugegeben und die
Zellen fur 24 h unter Kulturbedingungen inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit eisgekihltem PBS gewaschen,
mit TRIzol® von der Platte abgeldst und bis zu Isolierung der RNA (2.12.2) bei -80 °C
gelagert.

2.15 Tiermodelle

Versuchstiere wurden unter Beachtung der deutschen Tierschutzverordnung in der
Forschungseinrichtung fur Experimentelle Medizin (FEM) in Berlin gehalten. Die Haltung
erfolgte in einem zwdlfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Nahrung und Wasser standen den
Tieren ad libitum zur Verflgung. Urstamm fir alle verwendeten Stdmme war der
C57BL/6-Stamm, in dessen Hintergrund zum einen die ANT1-transgenen Linien (aMHC-
ANT1-C57BL/6, 2.15.1) generiert wurden. Zum anderen wurden Uber sechs Generationen
A.SW/Snd-Mause (2.15.2) eingekreuzt und ein Stamm mit chronischer Disposition
erhalten (A.SW). Behordliche Genehmigungen fiur die Durchfiihrung der CVBS-
(G0060/05, G0213/03) und STZ-Experimente (G0258/05) lagen bei Versuchsbeginn vor.

2.15.1 ANT1-transgenes Mausmodell

Die Herstellung des ANT1-transgenen Mausmodells erfolgte durch die Firma RCC Ltd.
(Fallinsdorf, Schweiz). Die kodierende Sequenz des murinen ANT1 (NM_007450.4) wurde
unter Verwendung kardialer cDNA mittels PCR amplifiziert. Das Sall/Hindlll-Fragment
(Abbildung 3.10) wurde in einen Vektor, der den murinen Promotor der alpha-Myosin
Schwerkette (aMHC) und das Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormons
(hGHpA) enthielt, kloniert. Durch den kommerziellen Anbieter wurde das linearisierte
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Konstrukt in die Vorkerne befruchteter Oozyten nach einem Standardprotokoll
t324

mikroinjizier und ANT1-transgene Mause im C57BL/6-Hintergrund herangezogen.

Die hdmodynamische Charakterisierung der ANT1-transgenen Mause im Vergleich zum
C57BL/6-Wildtyp wurde von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Carsten Tschope
durchgefiihrt. Die Tiere wurden initial mit Thiopental (125 ug/g Koérpergewicht, i. p.)
narkotisiert und wahrend der Messung beatmet. Ein 1.4 F Mikro-Konduktanz-Katheter
(Millar-Instruments, Houston, Texas, USA) wurde zur kontinuierlichen Aufnahme der
linksventrikuldaren Druck-Volumen-Kurve im linken Ventrikel positioniert. Die systolische
Funktion wurde durch den linksventrikuldren endsystolischen Druck (ESP, in mmHg)
quantifiziert, wahrend dP/dt,.x (mmHg/s) als Index der linksventrikuldren Kontraktilitat
verwendet wurde. Die diastolische Funktion wurde durch den linksventrikularen
enddiastolischen Druck (LVEDP, in mmHg), dP/dt.i, (mmHg/s) und die isovolumetrische
Relaxation Tau (ms) gemessen. Die allgemeine kardiale Funktion wurde durch das
endsystolische und enddiastolische Volumen (ul), das Schlagvolumen (ul), die

Ejektionsfraktion (%) und die Herzrate (Schlage/min) quantifiziert #'°.

2.15.2 Mausmodell der CVB3-Myokarditis

Zur Induktion der CVB3-Myokarditis wurden Mannchen des C57BL/6- und A.SW-Wildtyp-
sowie des ANT1-transgenen Stamms im Alter von sechs Wochen intraperitoneal (i. p.) mit
5x10° pfu CVB3 in 200 pl PBS infiziert (Durchfiihrung Dr. rer. nat. Andrea Dérner und
Linda Ebermann). In der nicht infizierten Kontrollgruppe wurden jeweils gleichaltrigen
Mannchen 200 pl PBS i. p. injiziert.

Wéhrend des Inkubationszeitraumes wurden in regelmaBigen Abstanden Aussehen,
Gewicht und Verhalten der Mause untersucht, um eine Aussage Uber den Krankheits-
verlauf treffen zu kénnen. Zum angesetzten Versuchsende (Tag 4, 8, 28 bzw. 90 nach der
Infektion, s. Abbildungen 3.1 und 3.18) wurden die Mause euthanasiert und Organe (Herz,
Pankreas, Leber, Milz) sowie Blut entnommen. Vom Herz wurden zunéachst die Vorhéfe
entfernt, der Ventrikel transversal geschnitten, der basale Teil nochmals geteilt und in
flissigem Stickstoff eingefroren, so dass Gewebeproben fir Plaque-Assay (2.16.2), RNA-
(2.12.2) und Proteinisolierung (2.13.1.2) erhalten wurden. Der apikale Teil wurde in 4 %-
iges Formalin Gberflihrt und fir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (2.17) verwendet. Von
den anderen Organen wurde ebenfalls jeweils eine Probe in Stickstoff eingefroren und ein

Teil in Formalin fixiert.
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2.15.3 Mausmodell des Streptozotocin (STZ)-Diabetes

In 5-6 Monate alten Mannchen der ANT1-transgenen Linie und gleichaltriger C57BL/6-
Wildtypen wurde Diabetes mellitus durch die tagliche Injektion von STZ (50 mg STZ/kg
Kérpergewicht in 0,1 M Citratpuffer, pH 4,5) an finf aufeinander folgenden Tagen
induziert. Nach einer und nach sechs Wochen wurde die Blutglukosekonzentration mittels
Glucometer (Accu-Chek, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bestimmt. Sechs Wochen
nach der Induktion wurden die Tiere zunachst hamodynamisch untersucht und

anschlieBend getdtet und Gewebeproben entnommen.

Die hdmodynamische Untersuchung der diabetischen Mause und der nicht diabetischen
Kontrollen wurde durch Dr. Yong Wang tibernommen. Narkose wurde durch 4 % Isofluran
induziert, die narkotisierten Mause intubiert und mit einer Mischung aus 70 % Raumluft,
30 % Sauerstoff und 2 % lIsofluran kiinstlich beatmet 2'. Ein 1.4 F Micro Tip Katheter
(Millar Instruments, Houston, Texas, USA) wurde Uber die rechte Arteria carotis in den
linken Ventrikel eingeflhrt, um den arteriellen und linksventrikuldren Druck zu messen.
Darauffolgend wurden Messungen des systolischen Blutdrucks (SBP, in mmHg), des
linksventrikularen systolischen Druckes (LVSP, mmHg), der linksventrikuléare
Kontraktionsparameter dP/dty.x (in mmHg/s) und der Relaxationsparameter dP/dtn, (in
mmHg/s) unternommen. Im Anschluss an die Messungen wurde die narkotisierten Mause
durch Entfernung des Herzens getétet. Herz, Lunge und Nieren wurden gewogen und in
flissigem Stickstoff bis zur weiteren Analyse eingefroren.

2.16 Virologische Methoden

2.16.1 Infektion von Zellkulturen mit Coxsackieviren

Die Infektion von Zellen in Kultur mit Coxsackievirus B3 erfolgte stets in serumfreiem
Medium. Das Virusaliguot wurde unmittelbar vor der Infektion aus dem -80 °C
Gefrierschrank entnommen und schnell bei 37 °C aufgetaut. Je nach Konzentration des
Virus (Plaque-bildende Einheiten pro ml [pfu/ml]) und der eingesetzten multiplicity of
infection (MOI) wurde das Virus mit Medium ohne Zusatz von FBS verdinnt, das
Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen und das verdlnnte Virus vorsichtig auf die
Zellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30min bei 37 °C wurde der
Virusuberstand abgesaugt und die Zellen mit frischem Medium (5 % FBS) fiir 24 h bei
37 °C kultiviert. Die MOI berechtet sich aus der Zellzahl und der Konzentration des
verwendeten Virus. Dabei bedeutet, dass bei einer MOI 1 ein Viruspartikel pro Zelle auf
die Zellkultur gegeben wird; MOI 0,1 entspricht 1 infektiéses Virus auf 10 Zellen und so
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weiter. Die Infektionsversuche in der Zellkultur wurden freundlicherweise von Dr. rer. nat.
Sandra Pinkert und Alice Weith&user durchgefihrt.

2.16.2 Bestimmung der Coxsackievirus-Konzentration durch Plague-Assay

Um die Anzahl der infektiésen Viruspartikel in einer Probe zu ermitteln, wurde das
Homogenat dieser Probe mittels Plaque-Assay auf HelLa-Zellen austitriert. Daflir wurden
am Vortag Hela-Zellen so ausgesat, dass sie am nachsten Tag einen konfluenten
Monolayer bildeten (6-Well-Platte = 1,2 x 10° Zellen/Well). Am nachsten Tag wurde von
der zu bestimmenden Virusprobe eine logarithmische Verdinnungsreihe mit serumfreiem
Medium hergestellt. Nach der Abnahme des Mediums von den konfluenten HelLa-Zellen
erfolgte die Inokulation mit 1 ml (6-Well-Platte) Virusverdiinnung fiir 30 min bei 37 °C im
Brutschrank. Bereits vor der Inokulation des Virus wurde der aus zwei Ldsungen
zusammengemischte Agar-Overlay vorbereitet. In Lésung A wurde 0,32 g Agar mit 10 ml
H,O bidest. gemischt und anschlieBend in einem Topf mit Wasser Uber einen
Bunsenbrenner fiir 15 min gekocht bis sich der gesamte Agar aufgeldst hatte. Fiir Losung
B wurden 30 ml Eagle-Overlay mit 4 ml FBS vermischt und im Wasserbad auf 41,5 °C
erwarmt. Nach 15-minitigem Kochen der Lésung A, wurde die Lésung B zur Ldsung A
hinzugegeben, gut durchmischt und im Wasserbad bei 41,5 °C mindestens 30 min
temperiert. Im Anschluss an die 30-minltige Inokulation der Virusverdinnungen wurden
diese vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 2ml (6-Well-Platte) Agar-Overlay
Uberschichtet. Nach Erkalten und Aushérten des Overlays wurden die Zellen fir 72 h im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert, anschlieBend die Plaques angeféarbt und ausgezahlt. Zum
Anfarben wurde 0,02 g Neutralrot in 50 ml PBS gelést, filtriert und jeweils 2 ml (6-Well-
Platte) auf den Agar-Overlay pipettiert. Nach einer weiteren Inkubation fiir 2,5 bis 4 h bei
37 °C im Brutschrank wurde die Farbelésung ohne den Agar zu beschadigen abgesaugt
und anschlieBend die Plaques ausgezahlt. Die Anzahl der infektidsen Viruspartikel wird in
Plaque-bildenden Einheiten (pfu, plaque forming units) pro ml Kulturmedium angegeben.

Wurde als Ausgangsmaterial eine Gewebeprobe flr ein Plaque-Assay verwendet, wurde
diese in 2ml serumfreien DMEM-Medium aufgenommen, mit Hilfe eines Hackslers
zerkleinert, dreimal eingefroren und wieder aufgetaut. AnschlieBend wurden die
zerkleinerten Gewebestlickchen bei 5000 rpm fiir 3 min abzentrifugiert und der
Uberstand wie oben angegeben fiir den Plaque-Assay verdiinnt. Im Anschluss werden die
Plague-bildenden Einheiten pro Gramm Gewebe (pfu/g) berechnet. Die Durchfiihrung der
Plaque-Assays wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Andrea Dérner Gbernommen.
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2.16.3 Nachweis der CVB3-BRNA mittels in situ Hybridisierung

Um CVB3-infizierte Zellen im Herzen nachzuweisen, wurde das RNA-Genom des CVB3
mit radioaktiven einzelstrangigen RNA-Sonden hybridisiert. Die *°S-markierten Sonden
wurden mit Hilfe des Plasmids pCVB3-R1 hergestellt. Kontroll-RNA-Proben wurden vom
Vektor pSPT18 gewonnen . Die in situ Hybridisierung wurde im Labor von Dr. Karin
Klingel, Institut far Pathologie, Universitatsklinikum Tubingen, durchgefiihrt und

ausgewertet.

2.17 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Paraffin-Schnitten

Hamatoxylin-Eosin (HE) ist ein Farbstoffgemisch, das Zellen rot und Zellkerne blau
anfarbt, so dass die Infiltration von Immunzellen in Gewebeschnitten Uberprift werden
kann. Die in den Tierexperimenten entnommenen Organe wurden nach Entnahme in 4 %
Formalinlésung eingelegt und Gber mindestens 24 h fixiert. AnschlieBend wurden die
Gewebe in Paraffin eingebettet, mit einem Mikrotom Schnitte mit einer Dicke von 4 pm
hergestellt und diese auf Glas-Objekttrager Ubertragen. Die Entparaffinierung und die
Anfarbung der Schnitte wurden automatisiert durchgeflhrt (Institut fir kardiale Diagnostik
und Therapie, Berlin) und die gefarbten Gewebeschnitte anschlieBend mit Entellan®
eingebettet und unter dem Mikroskop ausgewertet. Firr die Quantifizierung der Infiltration
wurde eine Skala von 0 - 4 festgelegt: 0 = keine Infiltrate; 1 = kleine fokale Ansammlung
von infiltrierenden Zellen zwischen Myozyten; 2 = gréBere Foki > 100 infiltrierende Zellen;
3 = < 10% des Gewebeschnittes von infiltrierender Zellen betroffen; 4 = 10 - 30% des
Gewebeschnittes von Infiltration betroffen 2'®, wobei der gesamte Querschnitt begutachtet
wurde. Die Auswertung erfolgte durch 2-3 Personen in unabhéngiger Begutachtung.

2.18 Datenbanken

Nukleotid- und Proteinsequenzen wurden mit den Sequenzdatenbanken GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) und Expasy (www.expasy.ch) mittels des BLAST-Programms 2'°
analysiert.

2.19 Programme

Sequenzanalysen wurden mit den Anwendungen Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty
Ltd., www.technelysium.com.au) und NEBcutter (New England Biolabs,
http://tools.neb.com/NEBcutter2/) durchgefihrt. Fir die quantitativen Auswertungen wurde
das Programm Scionlmage for Windows (Scion Corporation, www.scioncorp.com)
verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad
Prism 4 (GraphPad Software Inc.).
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2.20 Statistische Evaluierung

Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der ungepaarte Student t-Test angewandt, der bei
einzelnen, stark abweichenden Werten (ungleiche Varianzen) um die Welch-Korrektur
erweitert wurde. Lag den Messdaten keine GauB-Verteilung zugrunde bzw. gab es nur
eine kleine Probenzahl wurde stattdessen der Mann-Whitney U Test durchgefihrt.
Wourden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde der einfaktorielle ANOVA
bzw. der Kruskal-Wallis Test mit Bonferroni Post-Test angewandt. Korrelationsanalysen
wurden nach Pearson durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde bei p-Werten, die
kleiner als 0,05 waren, angenommen. Alle Angaben erfolgen als Mittelwert + SEM.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung der resistenten und permissiven Tiermodelle

Die  Verflgbarkeit  unterschiedlicher = Mausmodelle  ermdglicht  vergleichende
Untersuchungen zur Myokarditis zwischen resistenten Stammen mit einem ausheilenden
Verlauf und permissiven Stdmmen mit einem chronischen Verlauf. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden als Vertreter eines resistenten Stamms C57BL/6-Mause gewahlt. Diese
entwickeln nach Infektion mit CVB3 eine akute Myokarditis, die nach Eliminierung der
Viren vollstiandig ausheilt % ?2°. Demgegeniiber stehen permissive A.SW-Mause, die im
Anschluss an die akute Phase eine chronische Myokarditis entwickeln, die begleitet wird
von der Produktion struktur- und funktionsschadigender, herzspezifischer Autoantikérper
86, 90,195.

Die Induktion der Myokarditis in C57BL/6- und A.SW-M&usen erfolgte durch Injektion von
CVB3 in den Bauchraum der Tiere (2.15.2). Die infizierten Tiere und gleichaltrige, nicht
infizierte Kontrolltiere wurden, wie im Infektionsschema in Abbildung 3.1 dargestellt, zu
einem gemeinsamen akuten Zeitpunkt, 8 Tage nach der Infektion, getdtet. Dieser
Zeitpunkt diente der Identifizierung signifikanter Unterschiede zwischen den Tiermodellen
im akuten Stadium der Erkrankung, um so moglicherweise prognostische Faktoren fir
den weiteren Verlauf der Erkrankung zu erschlieBen. Der spatere Zeitpunkt der Tétung
wurde fiir beide Tiermodelle unterschiedlich gewéahlt. Da C57BL/6-Mause nach Ablauf der
akuten Phase schnell und vollstédndig ausheilen, war eine Beendigung des Versuchs am
Tag 28 nach der Infektion sinnvoll. In A.SW-Tieren hingegen beginnt nach dem akuten
Stadium eine zweite, progressive Erkrankungsphase. Um eine umfassende Entwicklung
des chronischen Krankheitsbilds zu gewahrleisten, wurde die Infektion der permissiven
Tiere bis zum Tag 90 nach der Infektion fortgesetzt.

Tagpi. 0 8 28 (C57BLI6) 90 (A.SW)

[ [ I I

Totung & Probenentnahme

Infektion mit 5105 pfu CVB3

oder

Injektion von 200 pl PBS (Kontroligruppe)
Abbildung 3.1: Infektionsschema der CVB3-Infektion. Sechs Wochen alte Mannchen der
Stamme C57BL/6 und A.SW wurden am Tag 0 mit 5-10° pfu CVB3 i. p. infiziert. Die Tiere wurden
in Gruppen eingeteilt (n26), welche am Tag 8, 28 oder 90 nach der Infektion zur Organentnahme
getdtet wurden. Gleichaltrigen Kontrolltieren wurden 200 pl PBS i. p. injiziert. p. i.: post infectionem
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3.1.1 CVB3-Myokarditis im resistenten und permissiven Tiermodell

Nach der Infektion mit CVB3 zeigten alle Tiere deutliche Krankheitssymptome wie
Apathie, struppiges Fell und starken Gewichtsverlust bis 10 % des Ausgangsgewichts.
Sowohl bei den resistenten C57BL/6- als auch den permissiven A.SW-Mausen (berlebten
Uber 95 % der infizierten Tiere bis zum angesetzten Ende des Versuchs.

Im Herzgewebe der infizierten Tiere wurde zun&chst die Infektion evaluiert. Dazu wurde
der kardiale Virustiter mittels Plaque-Assay bestimmt (2.16.2), die virale Infektion mittels
in situ Hybridisierung (2.16.3) beschrieben und die Infiltration des Herzgewebes mit
Immunzellen in Hamatoxylin-Eosin-geférbten Gewebeschnitten (2.17) untersucht.
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Abbildung 3.2: Evaluierung der CVB3-Infektion im Herzen. Bestimmung des Virustiters in
CVBB3-infizierten Herzen am Tag 8 nach der Infektion mittels (A) Plaque-Assay und (B) in situ
Hybridisierung. VergrdéBerung x10. (C) In Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Formalinschnitten wurde
der Grad der Entziindung durch Infiltration mit Immunzellen und Cytolyse von Kardiomyozyten
quantifiziert. VergréBerung x4. Die Beurteilung erfolgte nach folgenden Kriterien: 0-keine, 1-
geringe, 2-mittlere, 3-hohe und 4-massive Infiltration. ***p<0,001 vs. —-CVB3; ##p<0,01, ###p<0,001
vs. C57BL/6 +CVB3 8 dpi; n=6. dpi: Tage post infectionem.

Am Tag 8 nach der Infektion betrug die kardiale Viruslast in resistenten C57BL/6-Mausen
durchschnittlich 2,49+0,96-10* pfu/g Herzgewebe (Abbildung 3.2A). Demgegeniiber lieB
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sich fir permissive A.SW-Mause zum gleichen Zeitpunkt ein deutlich héherer Mittelwert
von 61,9422 6-10* pfu/g Herzgewebe (p<0,001) ermitteln. Dieser Unterschied in der
Virusreplikation konnte mittels in situ Hybridisierung bestatigt werden (0,92+0,15 vs.
2,05+0,29, p<0,01), wobei sich die Foki in A.SW-Herzen durchschnittlich sowohl in der
Anzahl als auch in der Starke der Signale von denen in C57BL/6-Herzen unterschieden
(Abbildung 3.2B).

Gleichzeitig konnte am Tag 8 nach der Infektion eine Zunahme der zellularen Infiltrate
beobachtet werden (Abbildung 3.2C). Trotz des 25-fach héheren Virustiters in A.SW-
Herzen im Vergleich zu C57BL/6 war das AusmaB der Infiltration des Herzens in beiden
Tiermodellen am Tag 8 nach der Infektion vergleichbar (1,83+0,21 vs. 1,49+0,36, p>0,05).
Zum Zeitpunkt der zweiten Messung waren sowohl in C57BL/6- (Tag 28) als auch in
A.SW-Herzen (Tag 90) histologisch keine inflammatorischen Infiltrate mehr nachweisbar.
Somit war in beiden Stimmen die Infektion mit CVB3 erfolgreich, so dass sich diese
Tiermodelle fiir die weitere Analyse der mitochondrialen Funktion in CVBS3-infizierten

Herzen eigneten.

3.1.2 Der mitochondriale Energiestoffwechsel in der CVB3-Myokarditis

Die Beeinflussung des mitochondrialen Energiestoffwechsels durch die Virusinfektion und
die immunologische Antwort des Wirts im resistenten und permissiven Mausmodell wurde
an drei verschiedenen Punkten untersucht. Die Energieproduktion wurde Uber die Aktivitat
der Atmungskettenkomplexe I, Il, 1l und IV betrachtet (3.1.2.1). Der Energietransfer aus
dem Mitochondrium wurde durch Quantifizierung der ANT-Expression (3.1.2.2) und durch
Expressions- und Aktivitatsanalyse des CK-Systems Uberprift (3.1.2.3).

3.1.2.1 Die Aktivitdt der Atmungskettenenzyme in der CVB3-Myokarditis

Die Aktivitat der Atmungskettenenzyme wurde in Praparationen kardialer Mitochondrien
aus infizierten Tieren und nicht infizierten Kontrollen gemessen (2.13.1.2, 2.13.7.1).

In nicht infizierten C57BL/6- und A.SW-Mausen wurden in der Aktivitdt der Atmungs-
kettenenzyme keine Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen festgestellt. Zudem war
die Aktivitat nicht vom Alter der untersuchten Tiere abhéngig (nicht abgebildet).

Die Infektion mit CVB3 fiihrte zu Aktivitatsveranderungen, die sich zwischen resistenten
und permissiven Mausstdmmen deutlich unterschieden (Abbildung 3.3). In infizierten
C57BL/6-Mausen (Abbildung 3.3A) wurde am Tag 8 nach der Infektion fiir Komplex | und
Komplex 1l eine signifikante Zunahme der Aktivitdt um 22 % bzw. 45 % gemessen,
wohingegen die Aktivitdt des Komplexes Il geringfligig abnahm und die Aktivitdt des
Komplexes IV am Tag 8 nach der Infektion unverandert war. Am Tag 28 nach der
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Infektion unterschieden sich die Aktivitaten aller vier Komplexe der Atmungskette nicht
mehr von denen der nicht infizierten Kontrolltiere. Demgegenliber wurde im A.SW-
Hintergrund (Abbildung 3.3B) am Tag 8 nach der Infektion eine signifikante ca. 20 %-ige
Reduktion der Aktivitdten aller vier Atmungskettenkomplexe in infizieren Tieren im
Vergleich zur nicht infizierten Kontrollgruppe nachgewiesen. Wahrend sich die Aktivitat
der Komplexe Il, 1l und IV bis Tag 90 nach der Infektion wieder normalisierte, war die

Aktivitat des Komplexes | auch zu diesem spaten Zeitpunkt noch reduziert.
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Abbildung 3.3: Aktivitit der Atmungskettenkomplexe in CVB3-infizierten Mausen. Die
Aktivitdt der Komponenten der Atmungskette wurde in Praparationen kardialer Mitochondrien aus
nicht infizierten und infizierten (A) C57BL/6- und (B) A.SW-Tieren mittels Aktivititsassays
bestimmt. Die Aktivitdten sind als prozentualer Wert bezogen auf die nicht infizierte Kontrollgruppe
(-CVB3) wiedergegeben. *p<0,05, **p<0,01 vs. —CVB3; n=6. Cl-Komplex |, Cll-Komplex I, Clil-
Komplex Ill, CIV-Komplex IV, dpi: Tage post infectionem.

Um zu (Uberprifen, inwiefern die Anderungen in der Atmungskette auf die
Proteinexpression ihrer Komponenten zurlickzufiihren sind, wurden mitochondriale
Préparationen aus CVBS-infizierten Mausen (8 Tage p.i.) massenspektrometrisch
analysiert (2.13.6) und die Expression in C57BL/6- im Verhaltnis zu A.SW-Tieren in
Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Expressionsanalyse der Atmungskettenenzyme am Tag 8 nach der Infektion.
Mittels Massenspektrometrie wurde die Expression der Komponenten der Atmungskette in CVB3-
infizierten C57BL/6- und A.SW-M&usen analysiert. Angegeben ist das Verhaltnis der Expression in
C57BL/6 zu A.SW. n=4. DH: Dehydrogenase, Ref.nr.: Referenznummer der Datenbank UniProtKB.

Name Ref.nr. Ratio p

Komplex |

NADH DH [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 1 (NDUFA1) 035683 1,858 <0.0001
NADH DH [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 (NDUFA2) QoCQ75 1,142 0.027
NADH DH [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 7 (NDUFA7) Q9z1P6 1,357 0.0005
NADH DH [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4 (NDUFB4) Q9CcQC7 1,153 0.001
NADH DH [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 (NDUFB9) Q9CQJ8 1,295 0.033
NADH DH [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 (NDUFB10) Q9DCS9 1,130 0.002
NADH DH [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11 (NDUFB11)  O09111 1,228 0.005

NADH DH [ubiquinone] iron-sulfur protein 4 (NDUFS4) Q9CXZ1 1,324 0.022
NADH DH [ubiquinone] iron-sulfur protein 5 (NDUFS5) Q99LY9 1,233 0.0002
NADH DH [ubiquinone] flavoprotein 3 (NDUFV3) Q8BK30 1,221 0.01
NADH DH [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 2 Q59J78 3,238 0.0002
(NDUFAF1)

Komplex Il

Succinate DH cytochrome b560 subunit (SDHC) Q9CZB0 -1,547 <0.0001
Komplex llI

Cytochrome b-c1 complex subunit 5 (UQCRFS1) Q9CR68 -1,135  0.035
Cytochrome b-c1 complex subunit 9 (UQCR10) Q8R111  -1,385 0.0004
Cytochrome c1, heme protein (CYC1) Q9DOM3  -1,227  0.016
Komplex IV

Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein (COX7A2L) Q61387 -6,357 <0.0001
Cytochrome c oxidase polypeptide 7A1 (COX7A1) P56392 -1,153  0.028

Die Expression von elf Untereinheiten des NADH-Dehydrogenase-Komplexes (I) war in
C57BL/6- im Vergleich zu A.SW-Mausen mit Myokarditis einheitlich héher. Die Expression
von Untereinheiten der Komplexe Il, Il und IV lag in A.SW-Tieren Uber denen in C57BL/6-
Tieren und steht im Gegensatz zur Enzymaktivitat. Alle regulierten Untereinheiten sind
kernkodiert und es wurden mittels massenspektrometrischer Analyse keine Expressions-
verédnderungen der mitochondrial kodierten Untereinheiten der Komplexe [, Il und IV
identifiziert.

3.1.2.2 Die Expression des ANT im murinen Myokarditis-Modell

Das Uber die oxidative Phosphorylierung produzierte ATP wird durch den ANT aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum transportiert, wahrend gleichzeitig
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cytosolisches ADP in die Mitochondrien gelangt, um dort der ATP-Synthase zur Rephos-
phorylierung zur Verfiigung zu stehen. Da Anderungen des ADP/ATP-Austauschs sich auf
den Energiehaushalt der Zelle auswirken kénnen, wurden die kardiale mRNA-Expression
der ANT-Isoformen und das mitochondriale ANT-Gesamtprotein in nicht infizierten und
CVBS3-infizierten resistenten und permissiven Mausen zum frilhen und spaten Zeitpunkt
nach der Infektion quantifiziert. Zur quantitativen Bestimmung der ANT1-Uberexpression
auf RNA-Ebene wurden real-time PCRs (2.12.11) mit spezifischen TagMan Gene
Expression Assays der Firma Invitrogen, Darmstadt, durchgefihrt.
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Abbildung 3.4: Expression des ANT in CVB3-induzierter Myokarditis. Die Expression der (A)
ANT1- und (B) ANT2-mRNA wurde mittels real-time PCR in Praparationen kardialer cDNA von
CVBS-infizierten und nicht infizierten C57BL/6- und A.SW-Mausen quantifiziert. Als interner
Expressionsstandard wurde HPRT verwendet. (C) Western Blot Analyse der Proteinexpression des
ANT in Mitochondrien aus CVBS3-infizierten Herzen und Kontrollen. *p<0,05, **p<0,01 vs. C57BL/6
—CVBS3; n24. dpi: Tage post infectionem.

In resistenten C57BL/6-Mausen fiihrte die CVB3-Infektion zu einer deutlichen Herunter-
regulation der mRNA der ANT1-Isoform um 30 %, die sowohl am Tag 8 als auch am Tag
28 nach der Infektion bestand (Abbildung 3.4A). Dahingegen war fir die Expression der
ANT2-Isoform lediglich eine tendenzielle Abnahme am Tag 8 nach der Infektion zu
beobachten (-16 %, p=0,064) (Abbildung 3.4B). Die Verringerung der ANT1-Transkripte in
CVB3-infizierten Herzen geht einher mit einer signifikanten Abnahme des ANT-Gesamt-
proteins in den Mitochondrien (Abbildung 3.4C).
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Im Unterschied dazu sind in permissiven A.SW-Mausen mit Myokarditis weder in der
Menge des ANT-Proteins noch der Transkripte der beiden Isoformen Anderungen zu
verzeichnen. Erwdhnenswert ist dennoch die nicht signifikante Zunahme der ANT1-mRNA
am Tag 8 nach der Infektion (100,0+10,3 % vs. 161,1£27,5 %, p=0,083, n=8), da in
friiheren Infektionsexperimenten unserer Arbeitsgruppe mit ebenfalls permissiven SWR-
Méausen eine signifikante Erhéhung der ANT1-Expression sowohl des Transkripts (289 %,
p<0,05) als auch des mitochondrialen Proteins (164 %, p<0,01) nachgewiesen wurde
(unveréffentlichte Daten). Somit liegt in CVB3-infizierten, permissiven Stdmmen
zumindest eine im Vergleich zu infizierten, resistenten Mausen héhere ANT1-Expression

vor.

3.1.2.3 Das Creatinkinase-System in der CVB3-Myokarditis

Die mitochondriale CK, die im Intermembranraum direkt mit dem ANT interagiert %', bildet
am Mitochondrium aus ATP und Creatin Creatinphosphat, das als zellulares Energie-
reservoir dient. Creatinphosphat steht dann an den Orten erhéhten Energiebedarfs in der
Zelle, wie die Ca®-ATPasen des Sarkoplasmatischen Retikulums und die Na*-K*-
ATPasen der Zellmembran, der cytosolischen CK zur Transphosphorylierung von ADP zu
ATP zur Verfugung. Dadurch kann die lokale ATP-Konzentration in Mikrokompartimenten
mit hohem Energieverbrauch aufrechterhalten werden und ATP in cytosolischen, energie-
verbrauchenden Reaktionen genutzt werden %22,

Die CK besitzt insgesamt vier Isoformen: die drei cytosolischen brain-type (BB-CK),
muscle-type (MM-CK) und die heterodimere MB-CK ?**. Die vierte Isoform ist die mito-
chondriale CK #°.

Die Bestimmung der Enzymaktivitét erfolgte Uber eine spektrophotometrische Messung
(2.13.7.2) unter Verwendung der mitochondrialen bzw. cytosolischen Proteinfraktion. Die
Expression der CK-MM- und CK-BB-Isoformen der cytosolischen CK wurde in Western
Blot Analysen (2.13.3-2.13.5) mit spezifischen Antikdrpern bestimmt.

Die Infektion mit CVB3 flhrte vorlbergehend zu einer massiven Abnahme der Aktivitat
der mitochondrialen CK in den Herzen sowohl von C57BL/6- als auch A.SW-M&usen
(Abbildung 3.5A). Die Aktivitat sinkt am Tag 8 nach der Infektion in C57BL/6-Tieren und in
A.SW-Tieren um jeweils 41 %. Gleichfalls war in beiden Stdmmen eine Normalisierung
der Aktivitat bis zum Tag 28 bzw. 90 nach der Infektion zu beobachten. In A.SW-Tieren
war zudem die Aktivitat der cytosolischen CK (Abbildung 3.5B) am Tag 8 nach der
Infektion um 19 % signifikant reduziert, hingegen konnte in CVB3-infizierten C57BL/6-
Tieren weder am Tag 8 noch am Tag 28 nach der Infektion ein signifikanter Unterschied
in der Aktivitat der cytosolischen CK im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollen gemessen

werden.
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Abbildung 3.5: Expression und Aktivitdt der mitochondrialen und cytosolischen CK in
CVB3-induzierter Myokarditis. Die Aktivitdt der CK wurde in (A) mitochondrialer und (B)
cytosolischer Proteinfraktion spektrophotometrisch bestimmt. Mittels Western Blot Analyse wurde
die Expression der Isoformen (C) CK-MM und (D) CK-BB der cytosolischen CK ermittelt. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 vs. —CVBS3; n=5. dpi: Tage post infectionem.

Die Expressionsanalyse der Isoformen der cytosolischen CK ergab, dass in CVB3-
infizierten A.SW-Tieren sowohl die CK-MM (Abbildung 3.5C) als auch die CK-BB
(Abbildung 3.5D) am Tag 8 nach der Infektion um 30-40 % herunterreguliert wurden. In
C57BL/6-Mausen hingegen war zum gleichen Zeitpunkt die Expression der CK-MM um
65 % erhoht, wahrend die der CK-BB nicht signifikant verandert war. Ungeachtet der stark
unterschiedlichen Regulation des CK-Systems im resistenten und permissiven
Myokarditis-Modell wurden die Veranderungen in beiden Stdmmen nach Abklingen der

akuten Infektion normalisiert.

3.1.3 Die mitochondriale Apoptose in der CVB3-Myokarditis

Ein Ungleichgewicht in der Atmungskette kann sowohl direkt als auch indirekt tUber die
Erhéhung des zelluldren oxidativen Stresses zur Induktion von Apoptose flhren.
Apoptose kann aber auch durch das Virus selbst und/oder durch den infizierten Wirt als
Teil der Immunantwort ausgeldst werden. Wichtige mitochondriale Apoptose-Marker sind
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die Expressionslevel von pro- und antiapoptotischen Proteinen wie Bax und Bcl-2 und die
Hochregulierung und Aktivierung der Effektor-Caspase Caspase-3. Um zu erschlieBen
inwiefern die Infektion mit CVB3 zu einer Induktion der Apoptose in Kardiomyozyten fihrt,
wurde im murinen Myokarditis-Modell die Expression dieser Marker auf mRNA- oder
Proteinebene analysiert (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Apoptose-Marker im resistenten und permissiven Myokarditis-Modell. Die
mRNA-Expression von (A) Bcl-2 und (B) Bax wurde mittels real-time PCR unter Verwendung
kommerzieller Genexpressions-Assays quantifiziert und (C) das Verhéltnis von Bcl-2 zu Bax
berechnet. Als interne Expressionskontrolle diente HPRT. (D) Die Proteinexpression der Pro-
Caspase-3 wurde sowohl mittels real-time PCR (nicht abgebildet) und im Western Blot analysiert.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. —-CVB3; n=5. dpi: Tage post infectionem.

Die Transkripte von Bcl-2 und Bax wurden mittels real-time PCR in Relation zum internen
Expressionsstandard HPRT quantifiziert. FUr jede Probe wurden beide Marker im selben
Lauf gemessen, um eine méglichst fehlerfreie Berechnung des Bcl-2/Bax-Verhéltnisses
zuzulassen. Die Proteinexpression von Bcl-2 und Bax wurde stichprobenartig im Western
Blot Uberprift und zeigte ein Ubereinstimmendes Bild mit der mRNA-Expression. Die
Expression und Aktivierung der (Pro-)Caspase-3 wurde sowohl auf mRNA-Ebene mittels
real-time PCR als auch auf Proteinebene mittels Western Blot bestimmt und auch hier war
die mRNA- mit der Proteinexpression vergleichbar. Des Weiteren konnte die Expression
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der Pro-Caspase-3 (34 kDa) mit der des aktiven Enzyms (17 kDa) positiv korreliert
werden und entspricht Berichten, die eine gleichzeitige Erhéhung der Pro-Caspase-3
sowohl auf transkriptioneller als auch translationaler Ebene sowie der aktiven Form durch
enzymatische Spaltung beschreiben 2%,

In resistenten C57BL/6-Tieren war am Tag 8 nach der Infektion eine Induktion des
apoptotischen Prozesses klar zu beobachten. Die Expression der proapoptotischen
Marker Bax (Abbildung 3.6B) und Pro-Caspase-3 (Abbildung 3.6D) war zu diesem
Zeitpunkt massiv erhéht und betrug das 1,5- bzw. 3-fache der nicht infizierten Kontroll-
gruppe. Zwar ist auch eine Zunahme in der Expression des antiapoptotischen
Bcl-2 zu verzeichnen (Abbildung 3.6A), jedoch reichte diese nicht aus, um das zellulére
Bcl-2/Bax-Verhéltnis (Abbildung 3.6C) zugunsten von Bcl-2 zu veradndern. Da die
Expression von Bcl-2 bis mindestens Tag 28 nach der Infektion deutlich erhéht blieb,
wohingegen sich die Expression von Bax sowie der Pro-Caspase-3 normalisierte, konnte
zu diesem Zeitpunkt eine antiapoptotisch wirkende Zunahme des Bcl-2/Bax-Quotienten
von 1,00£0,09 auf 1,32+0,07 (p<0,01) beobachtet werden.

Im Gegensatz dazu war in permissiven A.SW-Tieren am Tag 8 nach der Infektion keine
Veranderung in der Bax- oder Bcl-2-Expression und ein im Vergleich zu C57BL/6-Tieren
deutlich geringerer Expressionsanstieg der Pro-Caspase-3 um 42 % zu beobachten.
Allerdings setzte in diesem Tiermodell der apoptotische Prozess offensichtlich zu einem
spateren Zeitpunkt ein, so dass am Tag 90 nach der Infektion sowohl Bax als auch Bcl-2
in infizierten Tieren signifikant hdher als in nicht infizierten Kontrollen exprimiert wurden.
Gleichfalls unterlag die Expression der Pro-Caspase-3 am Tag 90 nach der Infektion
Veranderungen, die durch eine deutliche Abnahme charakterisiert war.

3.1.4 Das antioxidative Stress-System in der CVB3-Myokarditis

Inwiefern die Apoptoseinduktion mdglicherweise auf eine Erhdéhung des oxidativen
Stresses in der Zelle zurlckzuflhren ist, wurde durch Untersuchung von zwei
entscheidenden Markerproteinen des antioxidativen Stress-Systems ermittelt. Zum einen
ist dies die mitochondriale Superoxid-Dismutase (MnSOD2), ein Enzym, das hochreaktive
und zerstorerische Superoxidanionen abfangt und Wasserstoffperoxid bildet, und zum
anderen die Catalase, die wiederum Wasserstoffperoxid unter Bildung von molekularem
Wasser eliminiert. Die Expression dieser beiden Enzyme im resistenten und permissiven
Myokarditis-Modell wurde mittels Western Blot (2.13.3-5) quantifiziert. Die Schadigung der
Zelle durch oxidativen Stress wurde zudem durch Quantifizierung der Lipidperoxidation
(2.13.8) analysiert (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Marker des antioxidativen Stress-Systems in der CVB3-induzierten
Myokarditis. Die Expression von (A) MnSOD2 und (B) Catalase wurde mittels Western Blot
analysiert. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum aufgetragenen Gesamtprotein durch
Anfarbung mit Coomassie Blue. (C) Die Lipidperoxidation (LPO) in den Mitochondrien wurde am
Tag 8 nach der Infektion mittels eines kommerziellen Kits nach Anleitung des Herstellers bestimmt.
*p<0,05, **p<0,01 vs. C57BL/6—CVB3, #p<0,01 vs. A.SW-CVB3. n=5. dpi: Tage post infectionem.

Das Ergebnis dieser Analyse flihrte zu einem heterogenen Bild des antioxidativen
Systems. Einerseits konnte in CVB3-infizierten C57BL/6-Tieren eine Erhdhung der
Expression der MnSOD2 (Abbildung 3.7A) am Tag 8 nach der Infektion um 31 % und
auch noch am Tag 28 nach der Infektion um 36 % gemessen werden. Andererseits wurde
zum gleichen Zeitpunkt eine Abnahme der Expression der Catalase um 51 % (Abbildung
3.7B) verzeichnet. In A.SW-Méausen hingegen sahen wir ein umgekehrtes Bild. Hier wurde
am Tag 8 nach der Infektion die MNnSOD2 um 30 % geringer als in nicht infizierten
Kontrollen exprimiert, wahrend die Expression der Catalase um 68 % zunahm. Dieses
Ungleichgewicht in der Regulation des antioxidativen Systems resultierte in C57BL/6-
Herzen in einer erhéhten oxidativen Schadigung der zellularen Lipide, wohingegen in
A.SW-Herzen zum gleichen Zeitpunkt der Infektion keine Zunahme der Lipidperoxidation
im Vergleich zur nicht infizierten Kontrollgruppe stattfand.

Zuséatzliche Unterschiede zwischen den beiden Stammen gab es bereits in den Kontroll-
gruppen. In nicht infizierten A.SW-Mausen wurde signifikant mehr MnSOD2 (1,00£0,05 in
C57BL/6 vs. 1,36+0,09 in A.SW, p<0,001) und weniger Catalase (1,00£0,06 in C57BL/6
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vs. 0,72+0,05 in A.SW, p<0,01) als in nicht infizierten C57BL/6-Mausen exprimiert, ein

Ergebnis, das nochmals die gegenlaufige Regulation dieser beiden Marker bestétigte.

3.1.5 Einfluss auf die kardiale Viruslast

Um zu Gberprifen, ob ein Zusammenhang besteht zwischen der kardialen Viruslast in
CVB3-infizierten C57BL/6- und A.SW-Herzen und der stammabhéngigen Regulation der
mitochondrialen Atmungskette, des antioxidativen Stress-Systems und der zellularen
Apoptose, wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt, deren Resultate in Abbildung 3.8
dargestellt sind. Hierbei konnte eine sehr deutliche Korrelation zwischen einer geringen
kardialen Viruslast und einer hohen Aktivitat der ROS-produzierenden Komplexe | und I,
einer niedrigen Expression des antioxidativen Enzyms Catalase sowie einer erhdhten

Expression der Pro-Caspase-3 beobachtet werden.
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Abbildung 3.8: Zusammenhang zwischen der Viruslast und der stammabhéngigen
Regulation ausgewahlter zellularer Prozesse im CVB3-infizierten Herzen. Unter Verwendung
der Auswertungssoftware GraphPad Prism® 4 wurde mittels Korrelationsanalyse eine Assoziation
zwischen dem kardialen Virustiter (Plaque-Assay) und verschiedenen Komponenten des
mitochondrialen Energiestoffwechels [absolute Aktivitat des (A) Komplex | und (B) Komplex Ill], des
antioxidativen Systems [(C) Proteinexpression der Catalase] und der Apoptose [(D)
Proteinexpression der Pro-Caspase-3] tberprift. Angegeben ist der Korrelationskoeffizient r (nach

Pearson) und dessen Signifikanz. n=15-18.
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3.1.6 Der Einfluss der Cytokine auf die mitochondriale Funktion

Die durch das Eindringen des Virus ausgeldéste Immunantwort kann durch Analyse der
Cytokinexpression verfolgt und charakterisiert werden. Die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Cytokine wurden aufgrund ihres in der Literatur beschriebenen Einflusses
auf den mitochondrialen Energiestoffwechsel und die Apoptose ausgewahlt. Wichtige pro-
inflammatorische Cytokine sind IL-1B und TNFa. TGF l6st sowohl antiinflammatorische
als auch proapoptotische Prozesse aus, wahrend IFNB vor allem aufgrund seiner
antiviralen Wirkung von Bedeutung ist.

Die Transkriptmenge dieser Cytokine in Praparationen kardialer cDNA wurde mittels
quantitativer real-time PCR (2.12.11) unter Verwendung spezifischer Genexpressions-
Assays bestimmt und ist in Abbildung 3.9 als prozentuales Verhaltnis zur nicht infizierten
C57BL/6-Kontroligruppe wiedergegeben.
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Abbildung 3.9: Cytokinmuster in CVB3-infizierten Herzen resistenter und permissiver
Mausstamme. In kardialer cDNA aus nicht infizierten und CVB3-infizierten C57BL/6- und A.SW-
Mausen wurde mittels real-time PCR unter Verwendung kommerzieller Genexpressisons-Assays
die Expression von (A) TNFa, (B) IL-1B, (C) TGFB und (D) IFNB quantifiziert. Als interner
Expressionsstandard wurde HPRT verwendet. Die Werte sind als prozentuales Verhaltnis zur nicht
infizierten C57BL/6-Kontrollgruppe angegeben. **p<0,01, ***p<0,001 vs. -CVB3; n=4.
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Sowohl im C57BL/6- als auch im A.SW-Hintergrund léste die Infektion mit CVB3 eine
massive Cytokinantwort aus, die durch eine verstarkte Expression proinflammatorischer
und antiviraler Cytokine in der akuten Phase der Myokarditis charakterisiert war. In CVB3-
infizierten C57BL/6-Mausen war am Tag 8 nach der Infektion ein signifikanter Anstieg von
TNFa (524+195 %, p=0,004), IL-1B (325%61,7 %, p=0,004), TGFB (163+14,6 %, p=0,008)
und IFNB (1182046528 %, p=0,009) im Herzen zu verzeichnen (Abbildung 3.9). Auch in
CVB3-infizierten A.SW-Mausen war im Vergleich zu nicht infizierten A.SW-Kontrollen die
Expression von TNFa (398+96,7 %, p=0,0002), IL-1B (274£75,5 %, p=0,006) und IFN
(85 742£12 127 %, p=0,0001) deutlich erhdéht. Im Unterschied zum resistenten
Mausstamm wurde in permissiven Tieren jedoch keine Anderung in der TGFB-Expression
am Tag 8 nach der Infektion gemessen. Es ist allerdings zu beachten, dass zwischen den
nicht infizierten Kontrollgruppen der C57BL/6- und A.SW-Tiere bemerkenswerte
Unterschiede in der Cytokinexpression existierten. Um in den C57BL/6-Kontrollen eine
bereits bestehende, unspezifische Infektion mit einhergehender Aktivierung des Immun-
systems auszuschlieBen, wurden mehrere, unabhangige Sets von C57BL/6- und A.SW-
Tieren in Bezug auf ihre Cytokinexpression untersucht. Es bestatigte sich dabei, der hier
dargestellte Unterschied zwischen den beiden Stdmmen. So liegt die basale Expression
von IL-1B in A.SW-M&usen bei einem Drittel der Expression in C57BL/6-Mausen und fir
TGFPB bei zwei Dritteln. Aus diesen Daten wurde errechnet, dass CVB3-infizierte A.SW-
M&use am Tag 8 nach der Infektion signifikant weniger IL-1B8 (-72,2 %, p=0,008) und
TGFB (-57,1 %, p=0,004) exprimierten als C57BL/6-Mause.

Nach Abklingen der akuten Phase normalisierte sich in beiden Stdmmen die Aus-
schittung proinflammatorischer Cytokine wie TNFa und IL-1B. Lediglich TGFB war in
A.SW-Mausen am Tag 90 nach der Infektion um 65 % hochreguliert.

Uber Korrelationsanalysen wurde der Zusammenhang zwischen dem kardialen
Expressionsmuster der Cytokine und der Regulation des mitochondrialen Energiestoff-
wechsels in der CVB3-induzierten Myokarditis untersucht.

Wie in Tabelle 2 zusammengefasst gezeigt, wurden immunmodulatorische Faktoren mit
einer Vielzahl regulatorischer Prozesse assoziiert. Einige der untersuchten Cytokine
konnten spezifisch und mit geringer Redundanz mit der Expression einzelner Atmungs-
kettenkomplexe korreliert werden. So besteht ein statistischer Zusammenhang zwischen
der kardialen Expression von IL-13 und der Aktivitdtszunahme von Komplex |. Auch far
Komplex Il und TNFa, Komplex Il und TGFB sowie Komplex IV und TNFa wurden
Zusammenhange zwischen der Aktivitdt einzelner Atmungskettenkomplexe und der
Cytokinexpression gefunden. IFNB korreliert mit der Herunterregulation der Aktivitat
nahezu der gesamten Atmungskette, ausgenommen Komplex Ill. Neben den Atmungs-
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kettenkomplexen sind auch andere, im direkten Zusammenhang mit dem mitochondrialen
Energiestoffwechsel stehende Komponenten mit der Expression von stoffwechsel-
relevanten Cytokinen assoziiert, wie die ANT1-Expression Uber IL-13 und die Aktivitat der
mitochondrialen CK Uber TNFa.

Tabelle 2: Korrelation der kardialen Cytokinexpression mit Markern des mitochondrialen
Energiestoffwechsels. Unter Verwendung der Auswertungssoftware GraphPad Prism® 4 wurde
eine Assoziation zwischen den Daten der Cytokinexpression und den Expressionsdaten
verschiedener Marker des mitochondrialen Energiestoffwechsels Uberprift. Angegeben ist der
Korrelationskoeffizient r (nach Pearson) und dessen Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
n=19-48.

TNFa IL-18 TGFB IFNB
Komplex | Aktivitéat - 0,48*** - -0,62**
Komplex Il Aktivitat -0,38* - - -0,58*
Komplex Ill Aktivitat - - 0,39** -
Komplex IV Aktivitat -0,42** - - -0,59**
ANT1-mRNA - -0,33" - -
mitCK Aktivitat -0,63*** - - -

In vivo konnten wir Assoziationen zwischen stoffwechselrelevanten Cytokinen und den
Komponenten des mitochondrialen Energiestoffwechsel aufzeigen, die in vitro anhand der
Analyse der Regulation der ANT1-Expression durch verschiedene Cytokine bestétigt
werden sollten. Zu diesem Zweck wurden primére neonatale Rattenkardiomyozyten
(PNCM) isoliert (2.14.2), mit stoffwechselrelevanten Cytokinen behandelt (2.14.2.2) und
die Expression von ANT1 mittels real-time PCR quantifiziert (2.12.11). In zwei
unabhéangigen Versuchen konnte eine Herunterregulation der ANT1-Expression durch IL-
18 um 41 % (p<0,001, n=8) gezeigt werden (Abbildung 3.10). Die Cytokine TNFa, TGFf
und IFNB hatten keinen Einfluss auf die ANT1-Expression.
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Abbildung 3.10: Stimulation der ANT1-Expression durch Cytokine. Primdre neonatale
Rattenkardiomyozyten (PNCM) wurden isoliert und in serumfreiem Medium ausplattiert. Nach dem
Absetzen der Zellen wurde eines der Cytokine IL-18 (30 ng/ml), TNFa (40 ng/ml), TGFB (10 ng/ml)
oder IFNB (30 ng/ml) zugegeben und fiir 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit TRIzol® lysiert und die zelluldre RNA isoliert. Die ANT1- und HPRT-
Expression wurde mittels real-time PCR quantifiziert. Zwei unabhangige Experimente wurden
durchgefliihrt und zusammengefasst. ***p<0,001 vs. con (unbehandelt), n=4-8.

Insgesamt konnten wir zeigen, dass sich resistente C57BL/6-Mause und permissive
A.SW-Mause unter der CVBS3-Infektion in der Regulation sowohl des mitochondrialen
Energiestoffwechsels als auch der Induktion der Apoptose und des oxidativen Stresses
unterschieden. Diese Unterschiede gingen einher mit einer niedrigeren kardialen Viruslast
in resistenten Tieren und standen in Zusammenhang mit der immunologischen Reaktion

des Wirts auf die Virusinfektion.
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3.2 Einfluss der ANT1-Expression auf kardiale Erkrankungen

3.2.1 Charakterisierung des transgenen Mausstamms mit herzspezifischer
ANT1-Uberexpression

Von der Firma RCC Lid. (Fillinsdorf, Schweiz) wurde uns ein herzspezifisch ANT1-
transgener Mausstamm im C57BL/6-Hintergrund zur Verfligung gestellt, der im Rahmen
dieser Arbeit basal charakterisiert wurde und anschlieBend im Mausmodell der inflamma-
torischen und diabetischen Kardiomyopathie verwendet wurde.

oMHC -Promotor Maus ANT1-cDNA hGHpA
BamH 1 Safl 5444 Hindlll 6340 ECcoRI 6950
/ oMHC 5°UTR Exons
0 j
; .
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Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des Transgenkonstrukts: (I) DNA-Konstrukt, (Il)
mRNA-Transkript. Zur besseren Ubersicht ist die Sequenz des aMHC-Promotors nicht
maBstabsgerecht dargestellt. Die Lage der wesentlichen Schnittstellen der verwendeten
Restriktionsendonukleasen (BamHI, Sall, Hindlll, EcoRl) und der Genotypisierungsprimer
(MK10BANT, ANT1 36) sind eingezeichnet. Alle Angaben in Basenpaaren (bp). aMHC: alpha
myosin heavy chain, hGHpA: human growth hormone Polyadenylierungssequenz, 5-UTR: 5’ nicht
translatierte Region, ATG: Startcodon, TAA: Stopcodon.

Das DNA-Konstrukt zur Generierung der ANT1-transgenen Maus ist in Abbildung 3.11
schematisch dargestellt. Um eine spezifische Expression im Herzen zu erzielen, wurde
der murine a-Myosin Schwerkette-Promotor (aMHC, GenBank: U71441, 5443 bp)
verwendet, der die Expression der vollstdndigen cDNA des murinen ANT1 (GenBank:
mRNA NM_007450.4, 896 bp; Protein NP_031476.4, 298 aa) steuerte. Um eine
Unterscheidung vom endogenen ANT1-Transkript zu ermdglichen, ersetzten ca. 600 bp
des humanen Wachstumshormons die urspringliche Polyadenylierungssequenz
(hGHpA). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Integritdt der Nukleinsduresequenz
nochmals mittels Sequenzierung Uberprift und bestétigt. Transgene Tiere wurden nach
Standardprotokoll im C57BL/6-Hintergrund erzeugt. Zwei erfolgreiche Ansatze wurden
ausgewahlt, um homozygote, transgene Linien zu zlichten (Linie 17 und 20).
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3.2.1.1 Analyse der Transgenintegration

Die uns verfugbaren ANT1-transgenen Linien 17 und 20 wurden in Bezug auf die
Integrationshaufigkeit des DNA-Konstrukts untersucht. Die Bestimmung der Kopienzahl
des integrierten Transgens mittels Southern Blot wurde mit genomischer DNA (2.12.1.2)
aus Herzgewebe von Wildtyp- und transgenen Tieren durchgefiihrt (2.12.5).

A
endogener Standard [ug WT-DNA] 10 ug TG-DNA
5 10 20 Linie 20 Linie 17
6,5 kb -
-transgen
34 kb - - endogen
BamHI| BamHIiSspl
B .
aMHC-ANT1 B-Globin
K- 1 2 3 B _4 K+ K-
500 bp - e

Abbildung 3.12: Identifizierung ANT1-transgener Tiere. (A) Bestimmung der Kopienzahl des
Transgens in den Linien 17 und 20. Zur Erstellung eines endogenen Standards wurden 5, 10 und
20 ug genomischer DNA aus Wildtyp-Tieren (WT-DNA) mit BamHI verdaut und zusammen mit
10 ug BamHI/Sspl-verdauter Transgen-DNA (TG-DNA) im Southern Blot analysiert. Die spezifische
Detektion der ANT1-Sequenzen erfolgte mittels einer radioaktiv-markierten Sonde, die gegen das
Exon 2 des ANT1-Gens gerichtet war. (B) Reprasentative Darstellung der gelelektrophoretischen
Analyse der Genotypisierungs-PCR. Aus Schwanzspitzenbiopsien isolierte genomische DNA
wurde unter Verwendung der Primer MK10BANT und ANT1 36 in einer PCR amplifiziert. Das
Transgen erzeugte eine spezifische Bande von 491 bp, die im Wildtyp nicht auftrat. Die Qualitat
der isolierten DNA wurde durch Verwendung der Primer fir 3-Globin (5'8-Globin und 3’B-Globin)
kontrolliert. K-: Kontaminationskontrolle ohne DNA, K+: Positivkontrolle mit Transgenkonstrukt.

Der Verdau der Wildtyp-DNA mit BamHI erzeugte ein ANT1-Fragment (ANT1) von 6,3 kb,
wahrend der Doppelverdau mit BamHI/Sspl der aus transgenen Tieren isolierten DNA
zwei ANT1-Fragmente erzeugte (Abbildung 3.12A): zum einen vom transgenen Insert
(6,5 kb) und zum anderen vom endogenen ANT1 (3,4 kb). Der Standard von 5, 10 und
20 ug BamHl-verdauter Wildtyp-DNA wurde mit einer Anzahl von 1, 2 bzw. 4 Kopien des
endogenen ANT1-Gens gleichgesetzt. Die Auswertung der Intensitit der spezifischen
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ANT1-Bande mit Hilfe der Quantifizierungssoftware Scionlmage ergab, dass in den Linien
17 und 20 ca. 10 bzw. 12 Kopien des Transgenkonstrukis integriert wurden. Das
Vorhandensein zusétzlicher Fragmente bei Linie 20, nicht aber bei Linie 17, basierte auf
Unterschieden im Integrationsort des Transgens zwischen den beiden Linien. Daraus
moglicherweise entstehende Positionseffekte wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
betrachtet.

Zur routinemaBigen Identifizierung transgener Tiere in der Zucht wurden
Genotypisierungs-PCRs an Schwanzspitzenbiopsien durchgefiihrt. Hieraus isolierte DNA
(2.12.1.1) wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer MK10BANT und ANT1 36
amplifiziert (2.12.8) und anschlieBend gelelekirophoretisch analysiert (2.12.4.1). In
Abbildung 3.12B ist beispielhaft das Ergebnis einer Genotypisierung gegeben.

Mit DNA aus ANT1-transgenen Tieren wurde ein spezifisches PCR-Produkt von 491 bp
erhalten, wéhrend bei Verwendung von Wildtyp-DNA kein Amplifikat detektiert werden
konnte. In Abbildung 3.12B beobachtet man bei den Tieren 1 und 4 eine entsprechende
Bande, die mit der Positivkontrolle (K+) Ubereinstimmt, wahrend fir die Tiere 2 und 3 kein
PCR-Produkt nachgewiesen werden kann. Um die PCR-Qualitat der isolierten DNA zu
kontrollieren, wurde unter Verwendung der Primer 5°B-Globin und 3’B-Globin eine PCR
zur Amplifizierung des ubiquitdr exprimierten B-Globin-Transkripts durchgefiihrt. Bei
hinreichend guter DNA-Qualitat wurde, wie im oben angegebenen Beispiel, fiir alle Tiere
eine Bande von 469 bp detektiert.

3.2.1.2 Analyse der Transgenexpression
3.2.1.2.1 Nachweis der Transgenexpression

Um zu untersuchen, ob die integrierte Transgen-DNA zu einer Erhéhung der ANT1-mRNA
beitragt, wurde Gesamt-RNA aus Herzgewebe von Wildtyp- und transgenen Tieren isoliert
(2.12.2) und die Expression spezifischer Transkripte mittels Northern Blot (2.12.6) und
RT-PCR (2.12.10) analysiert. Im Northern Blot wurde die spezifische Detektion der auf
das eingebrachte Konstrukt zurlickgehenden ANT1-mRNA unter Verwendung einer
gegen die 5-UTR des aMHC-Promotors gerichteten Sonde (123 bp) erreicht, welche
durch eine PCR mit dem Primerpaar MHCp_ex2.5 und MHCp_ex2.3 erzeugt wurde.

Die Sonde gegen das aMHC-ANT1-Transkript hybridisierte, wie erwartet, nicht mit RNA
aus Wildtyp-Herzgewebe (WT, Abbildung 3.13A), wohingegen in ANT1-transgenen Tieren
(TG) ein Transkript von 1,6 kb (Il) detektiert wurde, dessen GrdBe mit der voran-
gegangenen Berechnung gut Ubereinstimmte. Zusatzlich wurde ein etwa 2,7 kb groBes
Transkript (I) detektiert, das als eine der SpleiBvarianten der 5-UTR des aMHC-

d 227

Promotors, wie sie auch in der Literatur beschrieben sin , interpretiert wurde.
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Abbildung 3.13: Expression verschiedener SpleiBvarianten des Transgens. (A) Northern Blot
Analyse mit 5 g Gesamt-RNA aus Herzgewebe unter Verwendung einer spezifischen Sonde
gegen die aMHC-ANT1-mRNA. WT: Wildtyp, TG: Transgen, 28S und 18S: ribosomale RNA. (B)
RT-PCR zur Detektion des oaoMHC-ANT1-Transkripts in kardialer cDNA. Als interner
Expressionsstandard wurde B-Aktin amplifiziert. K-: Kontaminationskontrolle ohne cDNA. (C)
Schematische Darstellung der SpleiBvarianten des aMHC-ANT1-Transkripts: (1) ungespleites und
(I) gespleiBtes Transkript. Die Verwendung spezifischer Primerkombinationen ermdglichte die
Identifizierung der SpleiBvarianten des aMHC-ANT1-Transkripts mittels RT-PCR und
anschlieBender gelelektrophoretischer Analyse der verschiedenen PCR-Produkte (nicht
abgebildet). > forward-Primer, & reverse-Primer, a: aMHCex1, b: aMHCex2, ¢c: MK10BANT, d:
ANT1 36.

Die Analyse der aMHC-ANT1-Transkripte mittels RT-PCR, in Abbildung 3.13B dargestellt,
bestatigte, dass in Wildtyp-Tieren (Spur 1, 5 und 7) keine entsprechenden Transkripte
detektiert werden kénnen, wohingegen in ANT1-transgenen Tieren (Spur 2, 3, 4, 6 und 8)
das integrierte Transgen Transkriptionsprodukte bildete. Ubereinstimmend mit dem
Ergebnis der Northern Blot Analyse wurden auch mittels RT-PCR unter Verwendung der
Primer MK10BANT und ANT1 36 zwei verschiedene Transkriptionsprodukte von 522 bp
(I) und 175 bp (Il) detektiert (s. auch Abbildung 3.13C). Weitere PCR-Analysen mit Intron-
Uberspannenden Primerpaaren, die in Abh&ngigkeit vom Vorhandensein des Introns
Amplifikate unterschiedlicher Lange erzeugen (Abbildung 3.13C), wurden durchgefiihrt,
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um den SpleiB-Status der 5-UTR der transgenen mRNA zu bestimmen. Der Nachweis
spezifischer, spleiBabhangiger PCR-Produkte (nicht abgebildet) bestatigte, dass ein Teil
(ca. 30 %) der auf dem Konstrukt basierenden Transkriptionsprodukte nicht vollstédndig
gespleiBt wird, so dass die spater mittels real-time PCR gewonnenen Expressionsdaten

rechnerisch entsprechend angepasst werden mussten.

3.2.1.2.2 Quantifizierung der Transgenexpression

Die Quantifizierung der ANT1-Uberexpression im Herzen transgener Mause erfolgte
mittels real-time PCR in Relation zum internen Expressionsstandard HPRT, fiir den keine
Veranderungen des Cr-Werts zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren festgestellt

wurden.

k2.2 Ez *kk & k2

200
... B
100 =
%1 [ Iwidtyp
0 I Transgen
1 3 8 15

Alter (Monate)

ANT1/HPRT
(% WT 1)
-
2
[

Abbildung 3.14: Quantifizierung der ANT1-Expression in Abhdngigkeit vom Alter. Kardiale
cDNA aus Wildtyp- und ANT1-transgenen Mausen verschiedenen Alters wurde zur Quantifizierung
der ANT1- und HPRT-mRNA mittels real-time PCR eingesetzt. Aufgrund der ontogenetischen
Regulation, durch die die adulte ANT1-Expression erst durch postnatale Reifung erreicht wird,
wurde die Expression im adulten Tier (Wildtyp 1 Monat) mit 100 % gleichgesetzt. **p<0,01,
***p<0,001; n=4.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten zwischen 0 und 15 Monaten exprimierten transgene
Tiere im Vergleich zum Wildtyp deutlich mehr ANT1 im Herzen (Abbildung 3.14). Bereits
bei neonatalen Tieren (0 Monate) lieB sich eine Verdopplung der ANT1-Expression
beobachten. Im Alter von 1, 3, 8 und 15 Monaten lag die Zunahme nach rechnerischer
Anpassung (s. Kapitel 3.2.1.2.1) zwischen 201 und 260 %, im Mittel bei 237+19,4 %
(p<0,01). Des Weiteren war ein postnataler Anstieg der endogenen ANT1-Expression zu
beobachten, wie er bereits in der Literatur beschrieben worden ist (s. Kapitel 1.3.4.2). In
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den ersten vier Lebenswochen stieg die Expression um das 2,5-fache der neonatalen

Expression an.

Der Frage, ob die Uberexpression des ANT1 die Expression der ANT2-Isoform
beeinflussen wiirde, wurde ebenfalls mittels real-time PCR unter Verwendung eines
ANT2-spezifischen Genexpressions-Assays nachgegangen.
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Abbildung 3.15: Quantifizierung der ANT2-Expression in ANT1-transgenen Méausen. Die
ANT2-Expression im Herzen von Wildtyp- und ANT1-trangenen M&use wurde mittels real-time
PCR analysiert. Die Quantifizierung erfolgte relativ. zur Expression des internen
Expressionsstandards HPRT. Analog zur ANT1-Expression wurde auch hier die Expression im
adulten Tier (Wildtyp 1 Monat) mit 100 % gleichgesetzt. **p<0,01; n=4.

Bei der in Abbildung 3.15 dargestellten Quantifizierung der ANT2-Expression wurde zu
keinem der untersuchten Zeitpunkte zwischen 0 und 15 Monaten signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp- und ANT1-transgenen Tieren festgestellt, so dass eine
Beeinflussung der ANT2-Expression durch die Uberexpression von ANT1 ausge-
schlossen werden konnte. Gleichfalls war fiir diese Isoform eine postnatale Abnahme der
endogenen ANT2-Expression um 27 % beim Vergleich von neonatalen und drei Monate
alten Tieren zu verzeichnen, die ebenfalls in der Literatur beschrieben wurde (s. Kapitel
1.3.4.2).

Da sich die beiden Linien 17 und 20 weder im Wildtyp (100,0+6,7 % bzw. 90,1+7,1 %,
p>0,05) noch in den entsprechenden homozygot ANT1-transgenen Tieren (299,8+34,3 %
bzw. 271,6£16,3 %) in der ANT1- und ANT2-Expression unterschieden, wurden flr

weitere Versuche ausschlieBlich Tiere der Linie 20 verwendet.
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3.2.1.2.3 Quantifizierung des ANT1-Proteins
Entscheidend fir die Validitdt des ANT1-transgenen Tiermodells war der Nachweis der
tatsachlich erhéhten Proteinmenge in den Mitochondrien. Dazu wurden aus Herzgewebe
Mitochondrien isoliert (2.13.1.2) und die ANT-Expression mittels Western Blot (2.13.3-
2.13.5) unter Verwendung eines ANT-spezifischen Antikdrpers analysiert.
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Abbildung 3.16: Western Blot Analyse der ANT-Uberexpression. Mitochondrien-Praparationen
aus Herzgewebe von Wildtyp- und ANT1-transgenen Mausen wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und der ANT unter Verwendung eines
spezifischen Antikérpers detektiert. Die Quantifizierung erfolgte relativ zur aufgetragenen

Proteinmenge, die mittels Coomassie Blue-Farbung ermittelt wurde. **p<0,01 vs. Wildtyp; n=16.

In Abbildung 3.16 ist das Ergebnis mehrerer Western Blots zur Untersuchung des ANT-
Proteins in den Mitochondrien transgener Tiere zusammengefasst. Es konnte eine
signifikante Erhéhung des mitochondrialen ANT-Proteins um 25 % in transgenen Tieren
im Vergleich zum Wildtyp ermittelt werden, die, basierend auf den mRNA-Expressions-

analysen, auf die erhdhte Expression der ANT1-Isoform zurlickzufiihren war.

3.2.1.2.4 Quantifizierung der mtDNA in ANT1-(berexprimierenden Herzen

Um zu dberprifen, ob die erhéhte ANT1-Expression mit einer Zunahme der
Mitochondrienzahl in der Zelle oder einer Zunahme des ANT-Proteins pro Mitochondrium
einhergeht, wurde mittels real-time PCR die Kopienzahl des mitochondrialen DNA-
Genoms (mtDNA) pro Zelle bestimmt. Dazu wurde unter Verwendung spezifischer Oligo-
nukleotide die Anzahl der Genkopien von Cytochrom B und der 18SrRNA in
Praparationen kardialer DNA quantifiziert wurden. Das Gen fiir Cytochrom B befindet sich
auf der mitochondrialen DNA und eignet sich zur Quantifizierung der Mitochondrien 2%,
Das Gen fur die 18SrRNA ist nukledr kodiert und dient der Quantifizierung der
genomischen DNA und damit der Zellen. Aus dem Verhaltnis der Quantifizierung von
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Cytochrom B und der 18SrRNA lassen sich Rickschlisse auf die Menge der

Mitochondrien pro Zelle ableiten.

125+

100

75+

mtDNA/genom. DNA
(% Wildtyp)

Wildtyp Transgen

Abbildung 3.17: Bestimmung der mtDNA in ANT1-iiberexprimierenden Herzen. DNA aus
Herzgewebe wurde isoliert und unter Verwendung spezifischer Primer die Gensequenzen fiir
mitochondriales Cytochrom B und nukledrer 18S rRNA mittels real-time PCR quantifiziert. Das
Verhaltnis zwischen Cytochrom B und 18S rRNA entspricht der Anzahl an Mitochondrien pro Zelle,

die hier als prozentuales Verhaltnis zum Wildtyp wiedergegeben ist. n=10-15.

Die Analyse ergab, dass das Verhéltnis von mitochondrialem Cytochrom B und nukleé&rer
18S rRNA in Wildtyp (WT)- und transgenen (TG) Tieren (100,0+11,0 % vs. 79,8£10,7 %,
p>0,05) nicht signifikant verschieden war (Abbildung 3.17), so dass davon auszugehen
war, dass die Uberexpression von ANT1 in kardialen Mitochondrien tatsachlich zu einer
héheren ANT-Dichte in der inneren mitochondrialen Membran fuhrte.

3.2.1.2.5 Gewebespezifitdt der Transgenexpression

Eine entscheidende Voraussetzung flir die nachfolgenden Infektionsversuche unter
Verwendung der ANT1-transgenen Mause war, dass die Transgenexpression auf das
Herz beschrankt wurde. Eine Uberexpression des ANT1 in Geweben wie Leber und
Pankreas, welche das CVB3-Virus ebenfalls passiert, hatte die Effekte der myokardialen
ANT1-Uberexpression verfalschen kénnen. Zudem ist in der Literatur beschrieben, dass
die Uberexpression von ANT1 in nicht kardialen Zellen Apoptose ausldst (s. Kapitel
1.3.4.2) und deswegen vermieden werden muss. Daher wurde cDNA aus verschiedenen
Geweben der Maus generiert (2.12.9) und das aMHC-ANT1-Transkript mittels RT-PCR
detektiert (2.12.10).

Wie in Abbildung 3.18 gezeigt, beschrankt sich die Expression des aMHC-ANT1-
Transkripts (II) auf das Herzgewebe ANT1-transgener Tiere (TG Herz), wohingegen
weder in Wildtyp-Herzen (WT Herz) noch in einem anderen Organ der transgenen Tiere
das Transkript nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 3.18: RT-PCR zum Nachweis der Gewebespezifitit der Transgenexpression.
cDNA aus verschiedenen Geweben wurde unter Verwendung aMHC-ANT1-spezifischer Primer
analysiert. B-Aktin diente als ubiquitérer Expressionsstandard. WT: Wildtyp, TG: ANT1-transgen, I:
ungespleiBtes Transkript, Il: gespleiBtes Transkript.

3.2.1.2.6 Beschreibung des Phénotyps ANT1-transgener Méduse

Die transgenen Tiere zeigten weder in der physischen Begutachtung noch im Verhalten
phanotypische Unterschiede im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Mausen. Frucht-
barkeit, Anzahl der Nachkommen, Mortalitdt und Lebensdauer waren bei beiden
Stammen vergleichbar.

Die Auswirkungen der herzspezifischen ANT1-Uberexpression auf die Herzfunktion wurde
mittels Konduktanzkatheder-Messung bei 8 Monate alten ANT1-transgenen Tieren und
gleichaltrigen Wildtyp-Kontrollen untersucht (2.15.1). Die gemessenen Parameter der
Herzfunktion sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Herzfrequenz, endsystolischer Druck und enddiastolisches Volumen der ANT1-
transgenen Tiere unterschieden sich nicht signifikant von Wildtyp-Tieren. Ebenso verhielt
es sich mit der Kontraktilitdt, auch dP/dt,., d. h. die Druckzunahme pro Sekunde und der
Relaxation, auch dP/dt,,, ein MaB fir die Druckabnahme pro Sekunde. Signifikante
Unterschiede konnten jedoch fiir das Schlagvolumen, d. h. das pro Schlag ausgestoBene
Blutvolumen (28,716,9 vs. 40,5£11,9 ul, p<0,05), und, bei gleichem enddiastolischen
Volumen, der Ejektionsfraktion, des prozentualen Anteils des Blutvolumens, (39,1+7,4 vs.
50,8+7,4 %, p<0,01) gemessen werden. Das erhéhte Schlagvolumen flihrte bei
gleichbleibender Herzfrequenz zu einer Erhéhung des Cardiac Output, des Gesamt-
volumens des ausgestoBenen Blutes pro Minute. Die Nachlast, ein MaB fiir den GefaB-
widerstand, war in ANT1-transgenen Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen signifikant
geringer (3,1£0,6 vs. 2,206 mmHg/ul, p<0,01).
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Tabelle 3: Himodynamische Parameter. Die Herzfunktion 8 Monate alter Wildtyp- und

ANT1-transgener Tiere wurde mittels Konduktanzkatheter-Messung evaluiert. *p<0,05.

**p<0,01 vs. C57BL/6 Wildtyp, n=7.

Parameter C57BL/6-Wildtyp ANT1-Transgen
(WT) (TG)
Herzfrequenz (Schlage/min) 415+ 39 400 + 32
Endsystolischer Druck (mmHg) 86,1 +13,3 84,2+93
Kontraktilitat (mmHg/s) 7040 + 1979 6335 + 1377
Relaxation (mmHg/s) -6731 £ 1909 -6036 + 1401
Enddiastolisches Volumen (ul) 70,9 £+ 14,8 83,5+18,8
Schlagvolumen (ul) 28,7+6,9 40,5+ 11,9*
Ejektionsfraktion (%) 39,174 50,8 +7,4**
Ea Nachlast (mmHg/ul) 3,1+0,6 2,2+0,6™
Tau (ms) 9,3+£1,6 10,2+1,6
Cardiac Output (ml/min) 11,7+ 3,4 15,7 £ 4,6*

Weitere hAmodynamische Messungen mit 16 Monate alten Tieren ergaben, dass sich mit

zunehmendem Alter das Schlagvolumen und somit auch der Cardiac Output der ANT1-

transgenen Tiere an den Wildtyp anglichen (nicht gezeigt), so dass in diesem Alter

praktisch keine Unterschiede mehr zwischen den beiden Stdmmen in der Herzfunktion

vorlagen.
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3.2.2 CVB3-Myokarditis im ANT1-transgenen Mausmodell

Der Vergleich resistenter und permissiver Mausstdmme nach CVBS3-Infektion hatte
deutliche Unterschiede in der Regulation des mitochondrialen Energiestoffwechsels und
der Apoptose ergeben. Insbesondere fir den ANT1, der in beide Prozesse involviert ist,
wurde eine Cytokin-abhangige Regulation gezeigt, die in infizierten C57BL/6-Mausen in
einer massiven Abnahme der ANT1-Expression resultierte, wohingegen in zwei
permissiven Mausstdmmen eine tendenzielle bis signifikante Erhéhung der ANT1-
Expression festgestellt wurde. Da auch bei einem Teil der Patienten mit Myokarditis und
DCM ein krankheitsspezifischer Anstieg in der ANT1-Expression beschrieben wurde,
sollte unter Verwendung des etablierten ANT1-transgenen Stamms der Frage nachge-
gangen werden, inwiefern einem Entgegenwirken der ANT1-Expressionsabnahme in
resistenten Mausen durch die transgene Uberexpression des Proteins in den Herzen
virusinfizierter C57BL/6-Mause die Myokarditis beeinflusst. Hierbei wurden wieder
insbesondere der mitochondriale Energiestoffwechsel und die Apoptose untersucht, an
deren Prozessen der ANT1 beteiligt ist.

Dazu wurden sechs Wochen alte Wildtyp- und ANT1-transgene Mause mit 5:10° pfu
CVB3 i. p. infiziert (2.15.2). Die infizierten Tiere und gleichaltrige Tiere der nicht infizierten
Kontrollgruppe (200 pl PBS i. p.) wurden am Tag 4, 8 oder 28 nach der Infektion getdtet
und Gewebeproben zur weiteren Untersuchung entnommen (Abbildung 3.19). Der
zusatzliche Zeitpunkt von 4 Tagen p. i. wurde eingefliigt, um Prozesse, die bereits in der
frihen, akuten Phase beginnen, zu erfassen.

Tagp.. 0 4 8 28

Tétung & Probenentnahme

Infektion mit 5-100 pfu CVB3
oder
Injektion von 200 pl PBS (Kontroligruppe)

Abbildung 3.19: Infektionsschema. Sechs Wochen alte Mannchen des C57BL/6-Wildtyps und
der ANT1-transgenen Linie wurden mit 510° pfu CVB3 i. p. infiziert. In der nicht infizierten
Kontrollgruppe wurde gleichaltrigen Tieren 200 ul PBS i. p. injiziert. Nach 4 (n=4), 8 oder 28 Tagen
(n=6) nach der Infektion (p.i.) wurden die Tiere mittels Genickbruch getétet und Gewebeproben

zur weiteren Analyse enthommen.

3.2.2.1 Uberexpression des ANT1 in der CVB3-induzierten Myokarditis

Die Untersuchung der ANT-Expression mittels real-time PCR und Western Blot ergab in
C57BL/6-Wildtypen, dass die in Kapitel 3.1.2.2 beschriebene Abnahme des ANT1-
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Transkripts (Abbildung 3.20A) und des ANT1-Proteins in den Mitochondrien (Abbildung
3.20C) ein sehr frihes Ereignis war, das bereits am Tag 4 nach Infektion deutlich
ausgepragt war und bis zum Tag 28 nach der Infektion bestehen blieb. Dabei wurde die
ANT1-mRNA um bis zu 42 % und das ANT-Protein in den Mitochondrien um bis zu 24 %

herunterreguliert.
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Abbildung 3.20: Kardiale Expression der ANT-Isoformen im transgenen Myokarditis-Modell.
Die Expression des (A) ANT1- und (B) ANT2-Transkripts in kardialer cDNA aus infizierten und nicht
infizierten Herzen wurde mittels real-time PCR quantifiziert. Als interner Expressionsstandard
wurde HPRT verwendet und die relative Expression von ANT1 und ANT2 zu HPRT als
prozentuales Verhéltnis zum nicht infizierten Wildtyp (WT —CVB3) dargestellt. (C) Mitochondriales
ANT-Protein wurde mittels Western Blot unter Verwendung der Mitochondrien-Fraktion und eines
ANT-spezifischen Antikérpers quantifiziert. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. WT -CVB3, #
ANT1-TG +CVBS3, n=4. WT: Wildtyp, TG: Transgen, d p. i.: Tage post infectionem.

Auch in ANT1-transgenen Mausen war eine Herunterregulation der ANT1-Transkription
zu verzeichnen, deren Maximum von 50 % um den Tag 8 nach der Infektion erreicht
wurde. Jedoch war die ANT1-Expression in transgenen Tieren zu jedem der gemessenen
Zeitpunkte signifikant héher als in Wildtyp-Tieren zum gleichen Zeitpunkt. Auch auf
Proteinebene war der Unterschied in der mitochondrialen ANT1-Expression zwischen
Wildtyp- und ANT1-transgenen Tieren nachweisbar (Abbildung 3.20C). Im Gegensatz
zum Wildtyp blieb die ANT-Proteinexpression wahrend des gesamten Infektionsdauer
stabil.

81



Ergebnisse

Nahezu unveréandert blieb auch die Expression der ANT2-Isoform (Abbildung 3.20B) in
beiden Genotypen. Sie wurde weder durch eine verédnderte Expression des ANT1 noch
durch die Virusinfektion bzw. Inflammation beeinflusst.

Zusammengefasst konnten wir bestatigen, dass in CVB3-infizierten ANT1-transgenen
Herzen der ANT1 im Vergleich zum Wildtyp stabil exprimiert blieb.

3.2.2.2 CVB3-Myokarditis in infizierten ANT1-transgenen C57BL/6-Tieren

Infizierte Wildtyp- und ANT1-transgene Tiere zeigten die typischen Krankheitssymptome
wie sie bereits in Kapitel 3.1.1 beschrieben wurden. Gemessen am Erscheinungsbild und
der Mortalitat der infizierten Tiere konnten in der Schwere der akuten Erkrankung keine
Unterschiede zwischen den beiden Stammen beobachtet werden und 95 % der infizierten
Tiere Uberlebten bis zum angesetzten Ende des Experiments.

Mittels Plaque-Assay (2.16.2) und Hamatoxylin-Eosin-Farbung (2.17) wurden der kardiale
Virustiter und das AusmaB der immunologischen Infiltration in Wildtyp- und ANT1-

transgenen Mausen analysiert.
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Abbildung 3.21: CVB3-induzierte Myokarditis in ANT1-liberexprimierenden Mausen. (A) Der
kardiale Virustiter am Tag 4 und 8 nach der Infektion wurde mittels Plaque-Assay quantifiziert. (B)
CVBS3-spezifische RNA (Pfeile) in infizierten Herzen am Tag 8 nach der Infektion wurde mittels in
situ Hybridisierung detektiert. VergroBerung x10. (C) Zur Evaluierung der Infiltration des Herzens
mit Immunzellen wurden Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Formalinschnitte ausgewertet. *p<0,05,
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**p<0,01, ***p<0,001 vs. WT —CVBS3, *vs. ANT1-TG —CVB3; n24. n. b.: nicht bestimmt, d p. i.: Tage

post infectionem.

Die héchste Viruslast in CVB3-infizierten Herzen wurde am Tag 4 nach der Infektion
gemessen (Abbildung 3.21A). Zu diesem Zeitpunkt lieBen sich in Wildtyp-Herzen
3,39+1,19:10° pfu/g Herzgewebe nachweisen, wohingegen in ANT1-transgenen Tieren in
etwa das Zehnfache (3,78+1,76-10 pfu/g Herzgewebe, p=0,11, n=4-6) vorlag. Am Tag 8
nach der Infektion war dieser Unterschied zwischen den beiden Stdmmen noch deutlicher
ausgepragt, so dass in ANT1-transgenen Herzen ein signifikant héherer Virustiter als im
Wildtyp gemessen wurde (2,49+1,42:10* pfu/g Herzgewebe vs. 4,31+2,91-10° pfu/g Herz-
gewebe, p=0,040). Mittels in situ Hybridisierung (2.16.3) konnte eine verstarkie Akku-
mulation CVB3-spezifischer RNA in Herzen ANT1-transgener Mause im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen werden (Abbildung 3.21B).

Die Infiltration des Herzgewebes mit Immunzellen wurde in Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Formalinschnitten untersucht. In beiden Stdmmen hatte die Einwanderung immun-
kompetenter Zellen bereits am Tag 4 nach der Infektion begonnen (Abbildung 3.21C) und
nahm bis Tag 8 nach der Infektion weiter zu. Im Unterschied zur Viruslast konnte in Bezug
auf die Infiltration jedoch kein eindeutig signifikanter Unterschied zwischen infizierten
ANT1-transgenen und Wildtyp-Tieren festgestellt werden, jedoch zeigte die Korrelations-
analyse einen signifikanten Zusammenhang zwischen Viruslast und Infiltrationsgrad im
einzelnen Tier (r=0,86, p<0,001). Am Tag 28 nach der Infektion war die Infiltration
vollstandig zurickgegangen.

Sowohl in diesem Kapitel als auch bei der Analyse des A.SW-Stamms (s. Kapitel 3.1)
konnte eine erhéhte ANT1-Expression mit einem Anstieg der Virusreplikation in
Verbindung gebracht werden. Es stellte sich die Frage, inwiefern die Héhe der Virus-
replikation mit der ANT1-Expression zusammenhing oder ob die Virusreplikation vorrangig
von den immunologischen Prozessen des Gesamtorganismus beeinflusst wurde. Um
diesen Zusammenhang weiter zu Uberpriifen, wurden primére, embryonale Kardio-
myozyten (PECM) aus C57BL/6-Wildtypen und ANT1-transgenen Mausen isoliert (2.14.1)
und mit CVBS3 infiziert (2.16.1). AnschlieBend wurden die infizierten Zellen in Bezug auf
die Expression des ANT1-Transkripts und die virale Replikation analysiert. Zuséatzlich
wurde die Expression des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR) mittels real-time PCR
quantifiziert (2.12.11).

In Abbildung 3.22 sind die Ergebnisse dieses Versuchs zusammengefasst.
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Abbildung 3.22: CVB3-Infektion primédrer embryonaler Kardiomyozyten. Herzen aus
Embryonen (E13.5) von W.ildtyp- und ANT1-transgenen Ma&usen wurden prépariert und
Kardiomyozyten isoliert. Nach 48 h unter Standard-Kulturbedingungen wurden die Zellen mit CVB3
infiziert (MOI 1). 24 h nach der Infektion wurde ein Teil der Zellen mit TRIzol® lysiert, RNA isoliert
und ANT1 (A), CAR (C) und HPRT als interner Expressionsstandard mittels real-time PCR
quantifiziert. (B) Der andere Teil der infizierten Zellen wurde zur Bestimmung der Virusreplikation
mittels Plaque-Assay verwendet. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=4-8. WT: Wildtyp, TG:
Transgen, -CVB3: nicht infizierte Kontrolle, +CVB3: CVBS-infiziert.

In Ubereinstimmung mit der Charakterisierung der ANT1-transgenen Mause wurde in
primaren embryonalen Kardiomyozyten dieses Stamms eine um das dreifache erhéhte
ANT1-Expression im Vergleich zu Wildtyp-Kardiomyozyten nachgewiesen (Abbildung
3.22A). Ebenfalls Gibereinstimmend mit den in CVB3-infizierten Mausen erhobenen Daten
wurde nach der Infektion eine massive Abnahme der ANT1-Expression sowohl im Wildtyp
als auch in transgenen Zellen beobachtet, jedoch sank die Transkriptmenge in infizierten,
ANT1-transgenen Kardiomyozyten nicht unter das Niveau der nicht infizierten Wildtyp-
Zellen. Die zwischen den beiden infizierten Gruppen bestehende Differenz in der
Expression des ANT1 ging einher mit einer hdheren Virusreplikation in ANT1-Uber-
exprimierenden Zellen im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.22B). Da bei der
Untersuchung der Expression des CAR (Abbildung 3.22C) keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen (100,0+£11,9 % vs. 117,8+24,4 %, n=8) festgestellt
wurden, kann die vermehrte virale Replikation nicht auf eine Erhéhung des CVB3-

Internalisierungsrezeptors zurtickgefihrt werden.
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3.2.2.3 Der Energiestoffwechsel in CVB3-infizierten ANT1-transgenen
Tieren

Eine Erhéhung der ANT1-Expression in kardialen Mitochondrien transgener M&use ist ein
Eingriff in die Stdchiometrie der Komponenten des mitochondrialen Energiestoffwechsels.
Es stellte sich die Frage, welche Auswirkungen dies auf die Atmungskette und nach-
geschaltete Prozesse sowohl in nicht infizierten Tieren als auch unter den Bedingungen
einer CVBS3-Infektion des Herzens hat. Mittels spektrophotometrischer Aktivitats-
messungen (2.13.7.1) wurde die Aktivitdt der Komplexe [, I, Il und IV in infizierten
Wildtyp- und ANT1-transgenen Tieren sowie nicht infizierten Kontrolltieren bestimmt.
Bereits in Kapitel 3.1.2.1 wurde auf die Veranderungen der Atmungskettenaktivitat in
C57BL/6-Wildtypen mit akuter Myokarditis eingegangen.
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Abbildung 3.23: Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe in ANT1-liberexprimierenden, CVB3-

infizierten Herzen. In Mitochondrienpraparationen aus CVB3-infizierten Herzen von Wildtyp- und
ANT1-transgenen Mausen wurde mittels spektrophotometrischer Verfahren die Aktivitat der
Komponenten der Atmungskette im Vergleich zu nicht infizierten Kontrolltieren ermittelt: (A)
Komplex 1, (B) Komplex II, (C) Komplex Il und (D) Komplex IV. *p<0,05, **p<0,01 vs. -CVB3, n25.
WT: Wildtyp, TG: Transgen, d p. i.: Tage post infectionem.

Zusammengefasst konnte fir Komplex | und Il eine Erhéhung der Aktivitat in der akuten
Phase der Infektion gemessen werden (auch Abbildung 3.23A und C), wohingegen am
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Tag 8 nach der Infektion die Aktivitdt der Komplexe Il und IV geringfligig abnahm bzw.
unverandert blieb (Abbildung 3.23B und D). Die Aktivitat aller vier Komplexe normalisierte
sich bis Tag 28 nach der Infektion, so dass kein Unterschied zur nicht infizierten
Kontrollgruppe bestand. Die Analyse am Tag 4 nach der Infektion ergab darlber hinaus,
dass die Erhéhung der Komplex I-Aktivitat in C57BL/6-Mausen ein friihes Ereignis nach
der CVBB3-Infektion ist. Des Weiteren wurde eine friihzeitige, voriibergehende Herunter-
regulation der Aktivitat der Komplexe Il um 21 % und IV um 28 % festgestellt.

Die Uberexpression von ANT1 in kardialen Mitochondrien transgener Mause wurde nicht
begleitet von signifikanten Verdnderungen in der Atmungskettenaktivitat gegeniber dem
nicht infizierten Wildtyp (Abbildung 3.23, vgl. WT —CVB3 vs. ANT1-TG —-CVB3). Weiter-
f0hrende Untersuchungen mit Mitochondrien aus 16 Monate alten Tieren bestatigten
dieses Ergebnis (nicht abgebildet). Gleichfalls kann unter Infektionsbedingungen eine
dem Wildtyp entsprechende Regulation beobachtet werden, wobei es zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte Unterschiede zwischen den infizierten Gruppen der beiden
Genotypen gab.

Da die CK dem ANT unmittelbar nachgeschaltet ist und mit diesem auch interagiert,
wurde die Aktivitat der mitochondrialen und cytosolischen CK in CVB3-infizierten ANT1-
transgenen Herzen im Vergleich zum Wildtyp analysiert (nicht abgebildet). In nicht
infizierten Kontrollen wurde weder die mitochondriale noch die cytosolische CK-Aktivitat
durch die ANT1-Uberexpression beeinflusst. Die Infektion transgener Tiere mit CVB3
verursachte eine dem Wildtyp entsprechende, voriibergehende Abnahme der Aktivitat der
mitochondrialen CK um etwa 40 % gegeniber den nicht infizierten Kontrollen, die in der
akuten Phase der Myokarditis am Tag 4 und Tag 8 nach der Infektion beobachtet wurde.
Die Aktivitdt der cytosolischen CK keine signifikanten Unterschiede war zu allen
Zeitpunkten nahezu unverdndert und unterschied sich nicht zwischen den beiden
Genotypen (nicht abgebildet).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die ANT1-Uberexpression die Virusreplikation
unabhéangig von den untersuchten Parametern des mitochondrialen Energiestoffwechsels
beeinflusste.

3.2.2.4 Die Apoptose im CVB3-infizierten ANT1-transgenen Mausmodell

Neben dem mitochondrialen Energiestoffwechsel besitzt der ANT1 eine wichtige
regulatorische Funktion im mPTP-abhangigen Zelltod. Aus diesem Grund wurde die
Expression apoptoserelevanter Marker in CVB3-infizierten und nicht infizierten ANT1-
transgenen Mausen im Vergleich zum C57BL/6-Wildtypstamm analysiert. Analog zu den
in Kapitel 3.1.3 beschriebenen Untersuchungen wurde mittels real-time PCR (2.12.11) die
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Expression der Transkripte fur Bcl-2 und Bax quantifiziert und mittels Western Blot
Analysen (2.13.3-5) die Expression der Pro-Caspase-3 bestimmit.
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Abbildung 3.24: Apoptose-Marker in ANT1-lberexprimierenden Tieren mit CVB3-
Myokarditis. Die Expression von (A) Bcl-2 und (B) Bax wurde mittels real-time PCR unter
Verwendung kommerzieller Genexpressions-Assays quantifiziert und (C) das Verhéltnis aus Bcl-2
zu Bax rechnerisch ermittelt. (D) Die Expression der Pro-Caspase-3 wurde im Western Blot
bestimmt. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. WT -CVB3, *vs. ANT1-TG -CVB3, Svs. WT 8 d p. 1.,
n24. WT: C57BL/6-Wildtyp, TG: Transgen, d p. i.: Tage post infectionem.

Erganzend zu den bereits in Kapitel 3.1.3 ausgefihrten Beobachtungen konnte
festgestellt werden, dass proapoptotische Veranderungen ein frihes Ereignis in der
CVB3-induzierten Myokarditis sind. Am Tag 4 nach der Infektion war in infizierten Wildtyp-
Tieren die Expression von Bax um 53 % erhoht (Abbildung 3.24B), wohingegen sein
antiapoptotischer Gegenspieler Bcl-2 unverandert exprimiert wurde (Abbildung 3.24A), so
dass eine Verschiebung der Bcl-2/Bax-Ratio (1,00+0,09 vs. 0,69+0,03) stattfand
(Abbildung 3.24C). Auch im weiteren Verlauf der akuten Infektion blieb die Expression von
Bax gleichbleibend erhéht und normalisierte sich mit dem Abklingen der Infektion bis Tag
28 nach der Infektion. Da jedoch die Expression von Bcl-2 bis Tag 8 nach der Infektion
ebenfalls um 49 % hochreguliert wurde, wurde das Verhaltnis Bcl-2/Bax wieder
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ausgeglichen und durch eine fortgesetzte Hochregulation von Bcl-2 bei gleichzeitiger
Normalisierung der Bax-Expression am Tag 28 nach der Infektion umgekehrt (1,3310,07).
In ANT1-Uberexprimierenden Tieren konnten in der nicht infizierten Kontrollgruppe keine
Unterschiede in der Expression der Apoptose-Marker im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt werden (Abbildung 3.24A-D, vgl. WT —CVBS3 vs. ANT1-TG -CVB3). Auch
unter Infektionsbedingungen gab es lediglich geringe Unterschiede zwischen ANT1-
transgenen und Wildtyp-Tieren. Zum einen war die Expression des antiapoptotischen
Bcl-2 am Tag 8 nach der Infektion in infizierten transgenen Tieren hdher als in der nicht
infizierten Kontrollgruppe (106,0£10,4 % vs. 148,518,5 %), blieb jedoch deutlich unter den
Werten des infizierten Wildtyps (181,9+8,9). Trotz einer vergleichbaren Bax-Expression in
den beiden Genotypen wirkte sich dieser Unterschied nicht entscheidend auf die
Bcl-2/Bax-Ratio aus (1,20£0,10 vs. 1,05£0,06, p=0,16). Zum anderen war nur in ANT1-
transgenen Tieren bereits am Tag 4 nach der Infektion eine massive Zunahme in der
Expression der Pro-Caspase-3 zu beobachten (Abbildung 3.24D), die sich méglicher-
weise aufgrund der niedrigen Probenzahl lediglich tendenziell vom Wildtyp unterschied
(p=0,074, n=4-6). Am Tag 8 nach der Infektion war die Expression der Pro-Caspase-3 bei
beiden Genotypen gleichermaBen um das 3-fache erhéht gegeniiber den nicht infizierten
Kontrollgruppen und normalisierte sich bis Tag 28 nach der Infektion.

Zusétzlich wurde die Aktivitdt des antioxidativen Stress-Systems (ber die Expression der
MnSOD2 und der Catalase mittels Western Blot analysiert. Fir beide Enzyme wurden
keine Unterschiede in der Regulation zwischen ANT1-transgenen und den nicht infizierten
Wildtyp-Kontrollen festgestellt. Gleichfalls wurden in den entsprechenden CVBS3-infizierten
Gruppen lediglich die fir den C57BL/6-Wildtyp bereits in Kapitel 3.1.3 beschriebenen
Veranderungen beobachtet (nicht abgebildet).

Zusammenfassend hat eine erhéhte ANT1-Expression im CVB3-infizierten Herzen nur
geringe Auswirkungen auf die Expression der hier untersuchten Apoptose-Marker.
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3.2.3 Das ANT1-transgene Tiermodell in der diabetischen Kardiomyopathie

Neben dem CVB3-Myokarditis-Modell wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres
Krankheitsmodell untersucht, um die durch verschiedene Gruppen aufgestellte Hypothese
eines kardioprotektiven Effekts der ANT1-Uberexpression zu testen 2°* 2°¢ 297 Hierzy
wurde das in der Literatur gut beschriebene Mausmodell des Streptozotocin (STZ)-
induzierten Diabetes Typ | gewéhlt #*®, das im Unterschied zur viralen Myokarditis eine
sekundare Kardiomyopathie darstellt und vergleichbar ist mit dem zuvor durch unsere

| 204 Mehrere Studien der

Arbeitsgruppe beschriebenen hypertonischen Rattenmodel
vergangenen Jahre deuten darauf hin, dass die Ursache des bei diabetischen Er-
krankungen auftretenden Herzversagens zumindest teilweise eine spezifische Form der
Kardiomyopathie ist. Die diabetische Kardiomyopathie ist charakterisiert durch eine links-
ventrikulare Dysfunktion, die unabhangig von Bluthochdruck, koronarer Herzkrankheit und
anderen bekannten Herzerkrankungen ist. Obwohl die Pathogenese der diabetischen
Kardiomyopathie bisher nicht aufgeklart wurde, ist bekannt, dass eine Vielzahl von
Mechanismen, einschlieBlich Mikroangiopathie, myokardiale Fibrose, Stdérungen des
kardialen Energiestoffwechsels, oxidative Schadigung, Apoptose und Nekrose dazu
beitragen ?*°%%2, Ciapaite et al. konnten zeigen, dass die Hemmung des ANT durch
langkettige Acyl-CoA-Ester Uber eine Erh6hung der reaktiven Sauerstoffspezies und des
Adenosins zur zellularen Dysfunktion bei Adipositas und Diabetes Typ 2 beitragt 2.
Zudem wurden Schaden in der Struktur und der Funktion der Mitochondrien in

diabetischen Herzen beobachtet 2**

. Mit dem uns zur Verfigung stehenden ANT1-
transgenen Tiermodell sollte Uberprift werden, inwiefern die herzspezifische ANT1-

Uberexpression den kardialen Phanotyp der diabetischen Kardiomyopathie beeinflusst.

3.2.3.1 Induktion des Diabetes Typ | in ANT1-transgenen M&dusen

Diabetes mellitus wurde in 5-6 Monate alten C57BL/6- und ANT1-transgenen Mannchen
durch tagliche Injektion von 50 mg STZ/kg Kérpergewicht i. p. an finf aufeinander
folgenden Tagen induziert (2.15.3). Am Ende der ersten und nochmals nach sechs
Wochen wurde die Blutzuckerkonzentration tGberprift.

Im Verlauf der sechs Wochen nach STZ-Injektion entwickelten sowohl die Wildtyp- als
auch die ANT1-transgenen Mause eine gleichermaBen ausgepragte Hyperglykédmie
(Abbildung 3.25A) und eine vergleichbare Abnahme des Kérpergewichts (Abbildung
3.25B). Die Zunahme des Verhaltnisses Nieren- zu Korpergewicht (Abbildung 3.25C)
wurde ebenfalls in Wildtyp- und ANT1-lberexprimierenden Mausen beobachtet, ohne
dass signifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen zutage traten.
Grundsatzlich konnte somit eine vergleichbare Induktion des diabetischen Phanotyps in
Wildtyp- und ANT1-transgenen M&usen gezeigt werden.
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Abbildung 3.25: Basale Charakterisierung der diabetischen und nicht diabetischen Méause.
(A) Hyperglykamie in Streptozotocin (STZ)-behandelten Wildtyp (WT) und ANT1-transgenen (TG)
Méausen wurde mittels Messung der Glukosekonzentration im Blut bestétigt. Sechs Wochen nach
der Induktion des Diabetes wurden Veranderungen des Kérpergewichts (B) und des Gewichts der
Nieren (C), hier dargestellt im Verhaltnis zum Koérpergewicht, dokumentiert. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 vs. —STZ; n=10.

3.2.3.2 ANT-Expression in der diabetischen Kardiomyopathie

Zur weiteren Charakterisierung der ANT-Expression im STZ-induzierten Diabetes wurden
sowohl ANT1- als auch ANT2-Transkripte mittels real-time PCR quantifiziert (2.12.11).
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Abbildung 3.26: Expression der ANT-Isoformen in der diabetischen Kardiomyopathie. Die
Quantifizierung von ANT1 (A) und ANT2 (B) mittels real-time PCR ist dargestellt als prozentuales
Verhéltnis zu den Wildtyp-Kontrollen. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. —=STZ; n=6. WT: Wildtyp,
TG: ANT1-Transgen.

In transgenen Mausen war die ANT1-mRNA erwartungsgemaB massiv erhdht (Abbildung
3.26A) und wurde durch die hyperglykdmischen Bedingungen nicht beeinflusst. Hingegen
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konnte sowohl in Wildtyp- als auch in transgenen Mausen die Expression der ANT2-

Isoform durch STZ induziert werden, wobei die Zunahme zwischen 16 und 26 % lag

(Abbildung 3.26B).

3.2.3.3 Kardioprotektiver Effekt der ANT 1-Uberexpression bei diabetischer
Kardiomyopathie
Zur Analyse der Auswirkung der erhdhten ANT1-Expression wurde die Herzfunktion in
ANT1-transgenen und Wildtyp-M&usen unter diabetischen Bedingungen mittels hdmo-
dynamischer Messungen sechs Wochen nach der Injektion von STZ bzw. Citratpuffer
gemessen (2.15.3) sowie molekulare Marker der Herzinsuffizienz mittels RNase-

Protection-Assay (2.12.6.6) untersucht.
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Abbildung 3.27: Herz-spezifische Parameter in diabetischen und nicht diabetischen Mausen.
Sechs Wochen nach Injektion von Citratpuffer (-STZ) oder STZ (+STZ) wurde in Wildtyp (WT) und
ANT1-transgenen (TG) Mausen das Herzgewicht bestimmt (A) und das Verhdlinis von Herz- zu
Koérpergewicht berechnet (B). Mittels hdmodynamischer Messungen wurden der linksventrikulére
systolische Blutdruck (LVSP, C), der arterielle systolische Blutdruck (SBP, D) und die
linksventrikuldre Kontraktilitat dP/dtm.« (E) und Relaxation dP/dty,, (F) gemessen. *p<0,05 vs. WT —

STZ, n27.
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Das absolute Gewicht der Ventrikel war in diabetischen Wildtypen im Vergleich zur nicht
diabetischen Kontrollgruppe reduziert (Abbildung 3.27A) und schlug sich in einer
Verringerung des Herz:Kérpergewicht-Quotienten nieder (Abbildung 3.27B). In
diabetischen ANT1-Uberexprimierenden M&usen hingegen konnte weder eine Abnahme
des absoluten Herzgewichts noch eine Verringerung des Herz:Kérpergewicht-Quotienten
im Vergleich zur nicht diabetischen Kontrollgruppe festgestellt werden.

Obwonhl die Konzentration des Blutzuckers in den diabetischen Tieren beider Genotypen
vergleichbar war, war die durch die Hyperglykdmie verursachte Einschrankung der
Herzfunktion im Vergleich zur nicht diabetischen Kontrollgruppe verschieden (Abbildung
3.27). Der linksventrikulare systolische Blutdruck (LVSP), ein Marker der Kontraktion des
linken Ventrikels, war signifikant niedriger in diabetischen Wildtyp-Mausen als in nicht
diabetischen Wildtyp-Kontrollen, wohingegen die kardiale Uberexpression von ANT1
diese Verschlechterung verhindern konnte. Gleiches konnte flir den arteriellen
systolischen Blutdruck (SBP) gemessen werden, der durch einen hohen
Blutzuckerspiegel in Wildtyp-Mausen signifikant abnahm, sich in hyperglykdmischen
ANT1-transgenen Tieren jedoch nicht von der Kontrollgruppe unterschied. Der
Kontraktilithtsparameter des linken Ventrikels dP/dt .« und der Relaxationsparameter
dP/dt., waren in diabetischen Wildtyp-Mausen ebenfalls eingeschrankt, wahrend es keine
signifikanten Verénderungen in ANT1-Uberexprimierenden Tieren im Vergleich zu ihren
normoglykamischen Kontrollen gab. Die Uberexpression von ANT1 konnte demnach eine
Verschlechterung der kardialen Funktion unter hyperglykdmischen Bedingungen

verhindern.

In Ubereinstimmung mit den hdmodynamischen Parametern war in Wildtyp-M&usen die
Expression der mRNA des ANP (atrial natriuretic peptide), ein molekularer Marker der
diabetischen Kardiomyopathie #*°, sechs Wochen nach der Induktion des Diabetes massiv
erhéht, wohingegen in ANT1-transgenen Mausen keine signifikanten Veranderungen
detektiert wurden (Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.28: Molekulare Analyse der diabetischen Kardiomyopathie. (A) RNase protection
Assay der ANP (atrial natriuretic peptide)-Expression in den Ventrikeln von Wildtyp- (WT) und

92



Ergebnisse

ANT1-transgenen (TG) Mause sechs Wochen nach der Injektion von STZ (+STZ) oder Citratpuffer
(-STZ). (B) Quantifizierung der kardialen ANP-mRNA unter Verwendung der rL32-mRNA als
interner Expressionsstandard. **p<0,01 vs. WT -STZ. PSL: Phosphor-stimulierte Lumineszenz.

Neben dem stark ausgepragten Anstieg der ANP-mRNA wurde auch fir BNP (B-type
natriuretic peptide), ein verbreiteter Marker des geschadigten Myokards, eine signifikant
erhéhte mRNA-Expression in diabetischen Wildtypen, jedoch nicht in hyperglykdmischen
ANT1-transgenen Mausen detektiert (nicht abgebildet).

Zusammengefasst konnten wir im murinen Modell der diabetischen Kardiomyopathie

kardioprotektive Effekte im Zusammenhang mit einer kardialen ANT1-Uberexpression
zeigen, die sich vor allem in der Stabilisierung der Herzfunktion duBerten.
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4 DISKUSSION

Eine ausreichende Versorgung des Herzmuskels mit Energie ist essentiell fur eine unein-
geschrankte Herzfunktion. Stérungen der mitochondrialen Energieproduktion oder des
Transfers von Energiemolekdiilen innerhalb der Zelle wurden bei Patienten sowie in Tier-
modellen in der Entwicklung von Kardiomyopathien belegt # ¢,

Die virale Myokarditis ist eine durch kardiotrope Viren verursachte, entzindliche
Erkrankung des Herzmuskels, der insbesondere aufgrund der mit ihr assoziierten Folge-
erkrankung DCM eine besondere Bedeutung zukommt 8. Die fortschreitende Verschlech-
terung der Herzstruktur und Herzfunktion bei DCM-Patienten fiihrt zu einer lebens-
bedrohlichen Erkrankung 22, so dass die DCM eine der Hauptursachen fiir Herztransplan-
tationen in Deutschland ist und einen beachtenswerten Faktor in der Gesundheits-
wirtschaft darstellt. Die Faktoren, die nach Abklingen der akuten Myokarditis zu einem
chronischen Verlauf beitragen, sind bisher nicht endgultig erschlossen, beinhalten aber
den genetischen Hintergrund und immunologischen Status des infizierten Wirts sowie
Sequenzen des viralen Genoms ® ®". Zur Analyse der molekularbiologischen, proteinbio-
chemischen und immunologischen Prozesse im Verlauf der Myokarditis stehen
experimentelle Tiermodelle zur Verfligung, bei denen in CVB3-infizierten Mausen eine in
Krankheitsverlauf und Pathologie der humanen sehr dhnliche Myokarditis hervorgerufen
werden kann 2%, Die Verwendung unterschiedlicher Inzuchtstdmme erlaubt es zudem,
zwischen dem akuten, ausheilenden Krankheitsverlauf (resistent, z. B. C57BL/6) und dem
chronischen Erkrankungsbild (permissiv, z. B. A.SW) zu unterscheiden.

Obwonhl bekannt ist, dass der zellulare Energiestoffwechsel in DCM-Patienten gestort ist
189. 237 " gibt es diesbeziiglich nur wenige Erkenntnisse in der akuten Myokarditis. Hier
stellte sich die Frage, ob Modifikationen des Energiestoffwechsels bereits frihe
Ereignisse der Myokarditis sind, die chronisch werden und die Entwicklung der Herz-
insuffizienz beglnstigen, oder ob sie erst mit dem chronischen Verlauf auftreten. In
diesem Zusammenhang sollte auch untersucht werden, ob sich die Regulation der
mitochondrialen Funktion und der Apoptose im Krankheitsverlauf der Myokarditis
zwischen resistenten und permissiven Mausstammen unterscheidet. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit der mitochondriale Energiestoffwechsel in Herzen mit experi-
menteller CVB3-Myokarditis untersucht und durch Vergleich zweier Mausstdmme

zwischen resistentem und permissivem Mausmodell unterschieden.

41 CVB3-Myokarditis-Modell der Maus

Die mitochondriale Funktion im Herzen CVBS3-infizierter Mause wurde im akuten Stadium
der Myokarditis (8 Tage p. i.), nach Abklingen der Erkrankung (28 Tage p. i., nur C57BL/6)
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und im Stadium der chronischen Myokarditis (90 Tage p. i., nur A.SW) analysiert. Chow et
al. beschrieben, dass in Abhangigkeit vom verwendeten Virusstamm 25-100 % der
infizierten C57BL/6-Méause eine histologisch definierte Myokarditis entwickeln und,
ebenfalls virusabhéngig, bis zu 30 % der Tiere bis Tag 7 nach der Infektion versterben ’.
Basierend auf der histologischen Auswertung wurde in unserem Versuch fir alle CVB3-
infizierten Tiere beider Stdmme am Tag 8 nach der Infektion eine akute, von inflamma-
torischen Infiltraten begleitete Myokarditis nachgewiesen, die von einer geringen Gesamt-

Mortalitat von unter 5 % begleitet wurde. Ebenfalls {ibereinstimmend mit der Literatur 2

2% war die kardiale Viruslast in permissiven A.SW-M&usen deutlich héher als in
resistenten C57BL/6-Tieren. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits gezeigt, dass
diese Differenz nicht auf Unterschieden in der viralen Replikation in anderen Geweben
basiert, da weder in der Milz, noch im Pankreas oder im Serum Unterschiede in der
Viruslast zwischen verschiedenen Inzuchtstdmmen gemessen wurden % 2®. Da jedoch
die Virusreplikation ein dynamischer Prozess ist, dessen kardiales Maximum zwischen
Tag 2 und 4 nach der Infektion erreicht wird, basierten die beobachteten Unterschiede am
Tag 8 nach der Infektion mdglicherweise auch auf einer ungleichen Effizienz in der Virus-
eliminierung in resistenten und permissiven Mausstammen .

Die am Tag 8 nach der Infektion zwischen infizierten C57BL/6- und A.SW-Mausen
auftretenden Unterschiede in der kardialen Viruslast spiegelten sich zunachst nicht im
histologischen Bild wider. Beim Vergleich der Mittelwerte von infizierten C57BL/6- und
A.SW-Mausen, wie in Abbildung 3.2 dargestellt, erschien das AusmaB der kardialen
Inflammation bei beiden Stdmmen vergleichbar zu sein. Jedoch lieB sich durch eine
Korrelationsanalyse eindeutig zeigen, dass beim Vergleich der Einzelwerte jeder Probe
ein linearer Zusammenhang zwischen dem viralen Befall des Herzens (mittels in situ
Hybridisierung) und der Infiltration des Herzgewebes (mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung)
besteht (r=0,613; p=0,007; n=18), die in der Literatur manchmal ?8, jedoch nicht immer >
% beobachtet wird.

Der genetische Hintergrund des infizierten Wirts pragt die immunologische Antwort, die
sich unter anderem im Cytokinmuster niederschlagt. Zwischen C57BL/6- und A.SW-
M&usen gab es bereits unter nicht infizierten Bedingungen erhebliche Unterschiede in der
Expression von IL-1B8 und TGFp, die auch 8 Tage nach der Infektion mit CVB3 zu einer
deutlich héheren Expression dieser beiden Cytokine in C57BL/6-Mausen beitrugen.
Dahingegen gab es zwischen den beiden Stdmmen keine signifikanten Unterschiede in
der Expression von TNFa sowie IFNB. Eine Vorinfektion der betroffenen Tiere konnte
durch den Vergleich verschiedener, unabhangiger Kontrollgruppen ausgeschlossen
werden.
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Vergleichende Angaben Uber Cytokinlevel in resistenten und permissiven Tieren variieren
in Abhangigkeit von den verwendeten Mausstdmmen und den Zeitpunkten der Messung
60. 239,240 Neben der Menge sind auch die Komposition sowie der Zeitfaktor des Cytokin-
musters entscheidend, um die Viruseliminierung zu erzielen und die Entwicklung einer
Autoimmunmyokarditis zu vermeiden **°. Firr IL-1B und TNFa gibt es Berichte, dass diese
Cytokine in permissiven Stammen (C3H.Hed) starker als in resistenten Stammen (CD-1)

exprimiert wurden 2%

und eine Autoimmunmyokarditis in resistenten B10.A-Mausen
férderten *'. Demgegen(iber konnten Leipner et al. keine Unterschiede in der Expression
von TNFa, IFNy und IFNB zwischen C57BL/6- und BALB/c-Mausen, die sich in der

Viruseliminierung unterschieden, nachweisen ©°

. Zudem wird die Expressionsstarke
relativiert durch die Méglichkeit der posttranslationalen Regulation wie sie beispielsweise
fir TGFB gezeigt wurde 2*2. Die Angaben zu diesem Aspekt sind insgesamt uneinheitlich,
was in Anbetracht der Individualitat isolierter Inzuchtstdmme nicht verwundert. Der
immunologische Status eines Versuchstieres ist nicht nur abhangig vom genetischen
Hintergrund des Stamms, sondern auch von Umweltfaktoren wie beispielsweise Stress,
Ern&hrungs- und Haltungsbedingungen sowie dem Hygienestatus. Insofern missen Tiere
aus eigener Zucht, im Gegensatz zu denen von internationalen Distributoren kommerziell
erworbenen Tieren, als ein eigensténdiger, isolierter Inzuchtstamm mit sich unter-
scheidenden Eigenschaften gelten, die desto stérker ausgeprégt sind, je langer er vom
Ursprungsstamm getrennt ist. In unseren Experimenten wurden die Tiere beider Stdmme
Uber mehrere Generationen unter den gleichen Bedingungen gehalten, so dass sie sich
fOr vergleichende Studien eigneten.

Zusammengefasst beeinflusste der genetische Hintergrund des Wirts die immunologische
Antwort in Reaktion auf die Virusinfektion. Gleichzeitig wurden Unterschiede in der
kardialen Viruslast beobachtet, die auf Unterschieden in der viralen Replikation und/oder
der Viruseliminierung basierten.

4.2 Die mitochondriale Funktion im Mausmodell der CVB3-
Myokarditis

4.2.1 Energieproduktion Uber die Atmungskette

Die mitochondriale Energieproduktion beeinflusst zahlreiche zelluldre Prozesse und ihre
Regulation unterscheidet sich, wie unsere Versuche zeigten, erheblich in den beiden
Myokarditis-Modellen der Maus. In unserem Experiment wurde in resistenten C57BL/6-
Mausen eine asynchrone Regulation der Atmungskettenkomplexe beobachtet, die durch
die voribergehend erhdhte Aktivitdt der Komplexe | und Il bei gleichzeitig verringerter
Aktivitat der Komplexe Il und IV in der frihen (4 d p. i.) und akuten (8 d p. i.) Myokarditis
charakterisiert war. Demgegeniber stand die umfassende Herunterregulation aller
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Atmungskettenkomplexe in CVB3-infizierten permissiven A.SW-Mausen, die beim
Komplex | bis ins chronische Stadium fortbestand.

Die Veranderungen der Atmungskettenaktivitat lagen in unseren Versuchen zwischen 20-
50 %. In diesem Zusammenhang ist bei der Analyse von Gewebe zu beachten, dass im
CVB3-infizierten Herzen nicht alle Zellen und nicht alle Mitochondrien einer Zelle
gleichermaBen von der Infektion und der Reaktion des Immunsystems betroffen sind.
Daher ergibt die Analyse stets einen Mittelwert, gebildet aus stark betroffenen Zellen,
nicht betroffenen Zellen und den Intermediaten, der abhangig ist vom Mengenverhéltnis
dieser Zellen in einer gegebenen Probe. In stark betroffenen Arealen des infizierten
Herzens diirfte die tatsachliche Beeintrachtigung noch starker sein als es der angegebene
Wert wiedergibt.

Die Regulation der Komplex I-Aktivitdt in der Myokarditis konnte durch Expressions-
untersuchungen mittels massenspektrometrischer Analyse untermauert werden. Hierbei
waren 11 der 45 bekannten Untereinheiten in den Herzen infizierter C57BL/6-Mause
héher als in A.SW-Tieren exprimiert, wobei es sich bei den detektierten Untereinheiten
zum Uberwiegenden Teil um akzessorische Proteine handelte, die keine direkte
katalytische Funktion besitzen 2*°. Allerdings wurden fir NDUFA1, NDUFA2, und
NDUFS4 Mutationen beschrieben, die die Funktion des Komplexes | beeintrachtigen und
somit die funktionale Relevanz dieser Untereinheiten demonstrieren 2*. Fiir verschiedene
Untereinheiten, u. a. das Komplex |-Montageprotein Mimitin, wurde in vitro eine IL-1p-
abhangige Induktion beschrieben 2*> 2 die die in unserem Experiment aufgezeigte
VerknlOpfung der Komplex I-Aktivitat mit der Expression von IL-18 stitzt. In A.SW-Mausen
waren sowohl die Expression der Untereinheiten des Komplexes | als auch die Aktivitat
geringer als im C57BL/6-Stamm und die Reduktion der Aktivitat blieb auch Uber die akute
Phase hinaus bestehen. Damit Ubereinstimmend wurde flr ebenfalls permissive A/J-
Mause nach CVB3-Infektion eine Herunterregulation der Transkripte mehrerer
Untereinheiten des Komplexes | beschrieben #*. Dariiber hinaus wurde ein Komplex |-
Mangel in Patienten mit verschiedensten klinischen Diagnosen, die mit schwerer Kardio-

myopathie assoziiert waren, verkniipft 2

und kdnnte auch im Rahmen einer Myokarditis
zur Herzinsuffizienz beitragen.

Die Aktivitat der Komplexe Il und IV war sowohl im resistenten als auch im permissiven
Mausstamm in der frlhen und/oder akuten Phase der Myokarditis reduziert. In beiden
Stammen normalisierte sich die Aktivititshéhe bis zum Versuchsende, jedoch war die
Normalisierung von Komplex IV in C57BL/6-M&usen im Vergleich zu A.SW-M&usen
bereits in der akuten Phase abgeschlossen. Auch hier bestétigen in vitro Studien den
Einfluss spezifischer Cytokine wie TNFa auf die Aktivitat der Atmungskettenkomplexe. So

lieBen sich nach TNFa-Inkubation Phosphorylierungen an Untereinheiten der
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Atmungskettenkomplexe wie an Komplex IV nachweisen, die die Aktivitat senkten 2820,

Bereits 1989 belegten Lancaster et al., dass TNFa die Aktivitdt der Atmungsketten-

komplexe Il und IV einschrankt 2

und in Kardiomyozyten wurde eine Reduktion der
gesamten Atmungskettenaktivitat gezeigt 2. Infolge der Stérung der Elektronentransport-
kette durch TNFa kommt es Uber oxidative Modifikationen zu Veranderungen der
Membranpermeabilitat 2.

Ein weiteres Cytokin, dem eine Beteiligung an der Regulation der Atmungskettenaktivitat
zugeschrieben wurde, ist IFNB, dessen Expression in unserem Versuch mit der Aktivitat
der Komplexe |, Il und IV verknUpft war. IFNB hat einen allgemeinen entkoppelnden Effekt
auf die Atmungskette und bereits 1961 basierte Isaacs den antiviralen Effekt der
Interferone auf der Inhibierung der viralen Replikation durch Energieentzug #**. Zahlreiche
Studien haben seither die therapeutische, antivirale Wirkung der Interferone bestatigt **
2%, 2% Opwohl sich in unserem Versuch der entkoppelnde Effekt des IFNB auf die
Atmungskette zu bestatigen schien, konnten wir in CVB3-infizierten A.SW-M&usen trotz
hoher IFNB-Expression und niedriger Atmungskettenaktivitdt einen hdéheren kardialen
Virustiter im Vergleich zu C57BL/6-Tieren messen. Dieser vermeintliche Widerspruch zum
antiviralen Effekt ist moglicherweise durch den zeitlichen Faktor erklarbar, da die
Virusvermehrung, deren Maximum um Tag 3 nach der Infektion liegt, der IFNB-
Expression, mit einem Maximum um Tag 7 nach der Infektion %, vorausgeht und diese
erst induziert. Eine hohe Viruslast im infizierten Herzen wiirde somit eine starke IFNB-
Antwort erst auslésen, wie wir mittels Korrelationsanalyse verdeutlichen konnten (in situ
Hybridisierung: r=0,717, p<0,05; Plaque-Assay: r=0,538, p=0,071).

Durch Cytokine hervorgerufene Effekte basieren insbesondere im Gesamtorganismus auf
einer Vielzahl synergistischer Effekte, die durch zwei oder mehr Cytokine hervorgerufen
werden kdnnen, sowie antagonistischer Effekte verschiedener Cytokine. Die spezifische
Zuordnung einzelner Cytokine zu den hier beschriebenen Effekten erfordert weitere,
detailliertere Untersuchungen unter Verwendung isolierter Kardiomyozytenkulturen.

Fir die Komplexe 11, 1l und IV wurden keine Ubereinstimmungen zwischen den Aktivitats-
messungen und den massenspektrometrisch erhobenen Expressionsdaten gefunden. Am
Tag 8 nach der Infektion war die Aktivitat dieser Komplexe in C57BL/6-Mausen héher als
im A.SW-Stamm, jedoch war die Expression einzelner Untereinheiten signifikant niedriger.
Es gibt mehrere Ansétze, um diese Diskrepanz zu erklaren. Zum einen wurden in der
massenspekirometrischen Analyse nur fir wenige Untereinheiten der Multiprotein-
komplexe der Atmungskette Veranderungen festgestellt. Mit Ausnahme von SDHC
(Komplex 1l) und UQCRFS1 (Komplex IlI) wird keiner dieser Untereinheiten eine
katalytische Funktion innerhalb ihres Komplexes zugeschrieben wird, so dass die Aktivitat
des Komplexes von der Expressionsédnderung tatsachlich unbeeinflusst bleiben kann.
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Zudem kénnen einzelne Untereinheiten der Multiproteinkomplexe vor der Infektion im
Uberschuss vorliegen, so dass eine geringfiigige Abnahme des Proteins sich nicht auf die
Funktion des Komplexes auswirken wirde. Zum anderen kann die Aktivitdt von Enzymen
auch durch Modifikationen, wie Phosphorylierungen, beeinflusst werden, die fir alle
Komponenten der oxidativen Phosphorylierung einschlieBlich kleiner Elektronen-Carrier
wie Cytochrom ¢ beschrieben wurden 2*°. Der héheren Expression in A.SW-Tieren im
Vergleich zu C57BL/6-M&usen lag somit méglicherweise ein kompensatorischer Effekt
zugrunde, der einer Inhibierung der Aktivitat, wie wir sie in den A.SW-Tieren beobachtet
haben, entgegenwirken sollte.

4.2.2 Der ANT im resistenten und permissiven Modell der CVB3-Myokarditis

Der ANT, der die mitochondriale Energieproduktion mit dem cytosolischen Energie-
verbrauch verbindet und einen regulatorischen Einfluss sowohl auf die oxidative Phospho-

102, 149

121 122 als auch die mitochondriale Apoptose ausibt %> % ist von

rylierung
entscheidender Bedeutung firr die mitochondriale Funktion.

Im Tiermodell der CVB3-Myokarditis wurde die ANT1-Isoform in Abhangigkeit vom
genetischen Hintergrund unterschiedlich reguliert. In resistenten C57BL/6-Mausen war die
ANT1-Expression bereits am Tag 4 nach der Infektion langanhaltend, auf RNA-Ebene bis
Tag 28 nach der Infektion, erniedrigt. In permissiven A.SW-M&usen hingegen war keine
Herunterregulation zu beobachten, vielmehr konnte eine tendenzielle Erhéhung des
ANT1-Transkripts festgestellt werden, die sich allerdings nicht auf Proteinebene
nachweisen lieB. Weitere Hinweise auf eine gegenlber C57BL/6-Tieren héhere ANT1-
Expression in permissiven Mausen lieferten Infektionsversuche mit SWR-Mausen, bei
denen 5, 13 und 28 Tage nach der Infektion eine signifikante Erhéhung der ANT1-
Expression nachgewiesen werden konnte, die sowohl auf RNA- als auch Protein-Ebene
bestand (nicht publizierte Daten). Auch in Patienten mit Verdacht auf inflammatorische
Herzerkrankung konnte gezeigt werden, dass bei Enterovirus-Infektionen die erhéhte
ANT1-Expression von einer unterdriickten T-Zell-spezifischen Immunantwort begleitet
wird ', die ebenfalls mit dem permissiven Krankheitsbild assoziiert wird 2'2°7,

Wahrend es bisher keine Berichte Uber eine eingeschréankte ANT-Expression in der
akuten, humanen Virusmyokarditis gibt, wurde eine erhéhte ANT-Expression in Patienten
mit chronischer Myokarditis und DCM beschrieben ', In Patienten war die
Expressionszunahme des Proteins begleitet von einer Abnahme der ANT-Aktivitat, die auf
eine Verschiebung des kardialen ANT-Isoformmusters zuriickzufiihren war, so dass das
Verhaltnis von ANT1 zu ANT2 in Richtung der langsameren ANT1-Isoform verschoben
wurde ' 1% 28 Ein vergleichbarer Isoform-Shift wurde im murinen Myokarditis-Modell
nicht festgestellt. Die Abnahme des mitochondrialen ANT-Proteins in CVB3-infizierten
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C57BL/6-Mausen basierte auf der Herunterregulation des ANT1. Dahingegen blieb der
ANT2 sowohl im permissiven als auch im resistenten Stamm im Verlauf der Myokarditis
unveréndert und wurde nicht durch die Expressionsveranderungen des ANT1 beeinflusst.
Die Regulation der ANT1-Expression konnte in vivo mit der IL-1B-Expression korreliert
werden. Dieser Zusammenhang wurde in isolierten Kardiomyozyten bestétigt, da diese
nach Inkubation mit IL-1B signifikant weniger ANT1-mRNA als unbehandelte Zellen
exprimierten. Andere stoffwechselrelevante Cytokine, wie IFNB, TGFB oder TNFa, hatten
in vitro keinerlei Auswirkungen auf die ANT1-Expression.

4.2.3 Der Energietransfer Uber das Creatinkinase-System

Die CK, die den Transport energiereicher Phosphate von den Mitochondrien zum
kontraktilen Apparat ermdglicht und aus diesem Grund von zentraler Bedeutung fir die

186. 259 " wird in den beiden hier

Erhaltung der kontraktilen Funktion des Herzens ist
untersuchten Tiermodellen der Myokarditis ebenfalls unterschiedlich reguliert.

Die Aktivitat der mitochondrialen CK ist in der akuten Myokarditis sowohl in C57BL/6- als
auch A.SW-Mausen stark reduziert, woraus eine Beeintrachtigung des Energietransfers
und des zellularen Energiehaushalts resultiert. Eine vergleichbare Regulation konnten wir
in CVB3-infizierten Mausen des permissiven SWR-Stamms beobachten, bei denen die
Abnahme der Aktivitat der mitochondrialen CK nicht durch eine Abnahme der Expression
verursacht wurde, sondern h6chstwahrscheinlich durch Modifikation des aktiven Zentrums
des Enzyms hervorgerufen wurde ?'°. In SWR-Mausen wurde die Regulation der CK mit
intrazellularen Effekten, die mit der IL-1B- und TNFa-Expression assoziiert sind, verkniipft
25 und auch in C57BL/6- und A.SW-Mé&usen konnte die Assoziation zwischen der
mitochondrialen CK und TNFa (r=0,63, p<0,001) bestatigt werden.

Die mitochondriale CK ist stark anfallig fiir oxidative Modifikationen '®°, verursacht durch
vermehrte Radikalbildung, die in humaner und muriner Myokarditis beschrieben wurde #°%
23 Auch in unserem Versuch wurde eine Aktivierung des antioxidativen Systems und
eine Zunahme des oxidativen Stresses in C57BL/6-Mausen beobachtet. In in vitro
Experimenten verursachte die Inkubation von Kardiomyozyten mit TNFa eine Zunahme

%4 Gleichzeitig wurde eine

des oxidativen Stresses und der zelluldaren Apoptose
Herunterregulation der CK 2 und eine kontraktile Dysfunktion beobachtet 2°6%%°_ n vivo,
unter Verwendung einer TNFa-transgenen Maus, wurden ebenfalls eine Abnahme der
mitochondrialen CK und der oxidativen Phosphorylierung sowie eine Erhéhung der
Schadigung der miDNA mit einhergehender Verédnderung der Ultrastruktur der
Mitochondrien gemessen 22,

Dariiber hinaus gibt es Berichte, die die mitochondriale CK (ber die mPTP mit der

270, 271

Apoptose verknipfen , wobei auch die funktionale Kopplung mit dem ANT eine Rolle
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spielt 1% 270 272 |nteressanterweise wurde in infizierten C57BL/6-Tieren die reduzierte
Aktivitdt der mitochondrialen CK von einer geringen ANT1-Expression und einer starken
apoptotischen Reaktion begleitet. In A.SW-Tieren hingegen wurde zwar eine reduzierte
CK-Aktivitdt gemessen, jedoch kann diese nicht auf den gleichen, ROS-abh&ngigen
Mechanismus zuriickgefihrt werden, da in infizierten Herzen der permissiven Mause
keine verstarkte Lipidperoxidation stattfand. Dennoch war auch hier das antioxidative
System aktiviert, so dass maoglicherweise andersartige oder geringgradige, nicht
detektierte oxidative Prozesse im Gang waren. Darlber hinaus kam es in infizierten
permissiven Mausen nicht zur Reduktion der ANT1-Expression und die Induktion der
mitochondrialen Apoptose blieb ebenfalls aus.

Demgegeniber ist die Aktivitat der cytosolischen CK in virusinfizierten C57BL/6-M&usen
unverandert, jedoch in Mausen des A.SW- und SWR-Stamms in der akuten Myokarditis
sowohl in der Expression als auch der Aktivitat eingeschrénkt. Zahlreiche Studien belegen
die Regulation der cytosolischen CK durch vielfaltige zellulare Signale, wie beispielsweise
Differenzierung, Proliferation und Tumorwachstum 2”°. Spindler et al. konnten anhand von
mtCK-knock out-Mausen zeigen, dass lediglich die mitochondriale CK essentiell ist, um
energiereiche Phosphate in der Zelle auf einem normalen Niveau zu halten 2% 27°,
wohingegen die Deletion der cytosolischen M-CK keine gravierenden Mangel hervorrief.

Zusammenfassend ist gezeigt worden, dass in der akuten Phase der viralen Myokarditis
die Atmungskette, der ANT und das CK-System stammabhangig stark reguliert wurden.
Diese Regulation steht im Zusammenhang mit der Expression stoffwechselrelevanter
Cytokine. Weiterfihrende Experimente unter Verwendung zusétzlicher Inzuchtstimme
und in der Zellkultur sind ndétig, um diese Zusammenhange zu spezifizieren und
synergistische sowie antagonistische Effekte zu beleuchten.

Darliber hinaus kann nicht ausschlieBlich nur der Wirtsorganismus regulatorische
Prozesse bewirken, sondern auch das Virus selbst. Zahlreiche Viren interagieren mit
mitochondrialen Komponenten, um die zellulare Apoptose zu modifizieren und
beeinflussen so primar oder sekundar die mitochondriale Funktion. Polioviren, ebenfalls
Enteroviren, sowie Herpesviren (HHV1) inhibieren den Elektronentransport an Komplex Il
180.276 '\wahrend die Infektion mit Influenzavirus zum Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials fiihrt 2. Die Interaktion des Hepatitis-C-Virus mit Mitochondrien
wurde mit einer Kardiomyopathie assoziiert 2’®. Fiir CVB3 selbst wurde bereits gezeigt,

t . Daneben

dass sein VP2-Protein mit dem proapoptotischen Protein Siva interagier
wurden auch fir die meisten anderen Struktur- und Nichtstrukturproteine der Picornaviren
pro- (VP1, VP2, VP3, 2A, 2C und 3C) und antiapoptotische (2B und 3A) Effekte

beschrieben 2.
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4.3 Apoptose und oxidativer Stress im CVB3-Myokarditis-Modell

4.3.1 Das antioxidative Stress-System in resistenten und permissiven

Mausstdmmen

Ein Ungleichgewicht in der Atmungskette ist haufig verbunden mit der Erhéhung des
zelluldren oxidativen Stresses und der Induktion von Apoptose ?*°. In CVB3-infizierten
C57BL/6-Mausen, die durch eine asynchrone Regulation der Atmungskette mit erhéhter
Aktivitat der Komplexe | und Il charakterisiert waren, wurde anhand der Expression der
proapoptotischen Marker Bax und Caspase-3 eine starke Induktion des apoptotischen
Prozesses gezeigt. Die Komplexe | und Il sind Hauptproduzenten der ROS %% An
ihnen kénnen Elektronen direkt auf molekularen Sauerstoff (O,) lbertragen werden und
Superoxid-Anionen (- Oy) sowie Wasserstoffperoxid (H.O,) entstehen. Dies geschieht
insbesondere dann, wenn, wie in C57BL/6-Mausen zu beobachten ist, nachfolgende,
elektronenakzeptierende Komplexe in ihrer Aktivitdt eingeschrankt sind. H,O, kann
mitochondriale Proteine modifizieren und die mitochondriale Integritat beeintréachtigen, so
dass apoptotische und nekrotische Prozesse ausgelést werden ?**. Zu den positiven
Effekten des erhdhten oxidativen Stresses zahlt die Eliminierung der virusinfizierten Zelle
durch die ROS-induzierte Apoptose 2¢* 2%, Dar(iber hinaus kann H,O, in die unmittelbar
infektionsgefahrdeten Nachbarzellen diffundieren und durch préventive Induktion der
Apoptose die Einddmmung der Infektion und die Eliminierung des Virus férdern 2%,

In Hepatozyten férderte TGFB die Produktion von ROS und den Zelltod mittels Herunter-
regulation antioxidativer Gene wie Catalase, Glutathion-Peroxidase und Superoxid-
Dismutase 2 ?*”. Damit (ibereinstimmend konnten wir in Herzen CVB3-infizierter C57BL/6-
Mausen eine erhéhte TGFB-Expression bei gleichzeitig geringer Catalase-Expression und
starker Apoptose nachweisen. Die Korrelation zwischen der TGFB-Expression und der
Aktivitat des ROS-produzierenden Komplexes IIl bot hier ebenfalls einen Hinweis auf die
mégliche Assoziation von TGFB und dem oxidativen Stress in infizierten Kardiomyozyten.
In Kombination mit der ungleichen Regulation der antioxidativen Enzyme MnSOD2 und
Catalase, die eine Akkumulation von H,O, zur Folge hat, kann dies zu einer Erhdhung
des oxidativen Stresses und einer Verstirkung der Apoptose beitragen 2%, Tats&chlich
konnten wir zeigen, dass in CVB3-infizierten C57BL/6-Mausen, die zelluldre Schadigung
durch Lipidperoxidation erhéht war und mit einer Aktivierung der mitochondrialen
Apoptose einherging. Korrelationsanalysen unterstiitzten diese Uberlegungen, da ein
niedriger kardialer Virustiter assoziiert war mit einer hohen TGFB-Expression (r=-0,75,
p<0,01, nicht abgebildet), einer hohen Aktivitdt der ROS-produzierenden Komplexe | und
I, einer niedrigen Expression des antioxidativen Enzyms Catalase sowie einer erhéhten
Expression der Effektor-Caspase Caspase-3. Die in C57BL/6-Mausen nachgewiesene
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stark reduzierte Viruslast stimmt somit Uberein mit dem in TGFB-transgenen Mausen
beschriebenen antiviralen Effekt dieses Cytokins 2%°.

Esposito et al. berichteten zudem von einer Erhéhung der ROS, insbesondere H,O,, in
ANT1-knock out Mausen '*°. Diese Beobachtungen wurden kiirzlich von einer anderen
Arbeitsgruppe bestatigt, die gezeigt hat, dass das Silencing von ANT1 durch eine siRNA
oxidativen Stress und den programmierten Zelltod in Glioblastomzellen induziert. Die
Autoren beschreiben, dass eine Reduktion der ANT1-Dichte unter einen physiologischen
Schwellenwert fundamentale Funktionen des ANT1, wie die Entkoppler-Funktion,
beeintrachtigt und somit den Zelltod auslést 2*°. Ein vollstandiger Mangel an ANT1 und
auch eine teilweise Einschrankung der ANT1-Expression, wie wir sie in CVB3-infizierten
C57BL/6-Mausen festgestellt haben, ist somit mit der Aktivierung des antioxidativen
Systems und erhéhtem oxidativen Stress assoziiert.

Demgegeniber war in CVB3-infizierten A.SW-Mausen die umfassende Herunter-
regulation der Atmungskettenkomplexe zwar von Veranderungen des antioxidativen
Systems begleitet, die sich gleichwohl kontrar zum resistenten Stamm verhielten, ging
jedoch weder einher mit verstarkter Lipidperoxidation noch mit der Induktion
proapoptotischer Marker wie Bax und Caspase-3 oder auch TGF. Da zudem der kardiale
Virustiter deutlich héher als in C57BL/6-Mausen war, scheint in permissiven Mausen eine
Viruseliminierung Gber diesen Mechanismus nicht stattzufinden. In ischdmischen
Preconditioning-Experimenten wurde gezeigt, dass eine Herunterregulation des
Komplexes | und eine hohe Catalase-Expression, wie hier in infizierten permissiven
A.SW- sowie SWR-Mausen zu beobachten, eine kardioprotektive Wirkung hat %' 292,
Zusatzlich kann die Verringerung der Aktivitat eine geringe Entkopplung der Atmungskette
bewirken, die den Elektronenfluss Uber die Atmungskette reduziert, die Entstehung und
Akkumulation von ROS verhindert und so einen Schutz vor der oxidativen Schadigung der
Zelle und des Gewebes herstellt #** 2%, In diesem Zusammenhang ist es erwéhnenswert,
dass auch eine hohe Expression von ANT1, wie sie in A.SW- und SWR-Tieren
beobachtet wurde, entkoppelnd auf die Atmungskette wirkt 32, Des Weiteren berichteten
Sanchez-Alcazar et al., dass die Blockade der Atmungskette zu einer Herunterregulation
des TNF-Rezeptors fiihrte und Uber diesen Mechanismus die TNFa-induzierte
Cytotoxizitat verhinderte 2®°. Somit ergibt sich der Eindruck, dass in permissiven Stammen
das Virus davon profitierte, dass moglicherweise nicht die Viruseliminierung im
Vordergrund stand, sondern der Schutz des infizierten Herzens vor der strukturellen
Schadigung, die durch eine GbermaBige Apoptose verursacht werden kann.
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4.3.2 Die Apoptose in resistenten und permissiven Mausstdmmen

Basierend auf ihrem genetischen und immunologischen Status versuchten CVB3-infizierte
C57BL/6- und A.SW-Tiere offenbar auf unterschiedlichem Wege der Infektion
beizukommen. Der resistente Stamm tragt durch eine immunvermittelte, massive
Aktivierung der Apoptose zur schnellen und vollstandigen Viruseliminierung bei. Im
Gegensatz dazu wurde in permissiven Tieren die Apoptose unterdrlickt, mdglicherweise
um das Herz vor Schadigung zu schiitzen, was jedoch zu einer erhéhten Viruslast im
Herzen fuhrte.

In CVBS-infizierten C57BL/6-Mausen waren proapoptotische Marker wie eine hohe Bax-
Expression und ein erniedrigtes Bcl-2/Bax-Verhaltnis bereits am Tag 4 nach der Infektion
erhdéht und gingen spéater mit einer Erhéhung der Caspase-3 Expression einher. Im
Verlauf der akuten Infektion wurde auch die gegensteuernde Bcl-2-Expression erhéht, die
das Bcl-2/Bax-Verhaltnis wieder ausglich. Die antiapoptotischen Prozesse waren bis Tag
28 nach der Infektion noch nicht abgeschlossen. In einer aktuellen Publikation
beschreiben Won et al., dass die Einschrankung der ANT-Funktion mit der Offnung der
mPTP, erhéhtem oxidativen Stress und der Induktion der Apoptose verbunden ist .
Dieser Zusammenhang stimmt mit der in CVBS-infizierten C57BL/6-Mausen nach-
gewiesenen zeitgleichen Abnahme der ANT1-Expression und Zunahme apoptotischer
Prozesse Uberein. Die Abnahme der ANT1-Expression war zudem in vitro und in vivo mit
IL-1B verkniipft, das sich nachweislich auf die Induktion von Apoptose und die Dysfunktion
des Herzens auswirkt 2.

In A.SW-Mausen unterschied sich die Expression von Bax und Bcl-2 sowie des
proapoptotisch und antiviral wirkenden TGFB am Tag 8 nach der Infektion nicht von nicht
infizierten Tieren und gleichzeitig wiesen Tiere des permissiven Stamms einen signifikant
héheren Virustiter als C57BL/6-Mause auf. Die geringfligig erhdhte Caspase-3-
Expression, die in A.SW-Tieren mit akuter Myokarditis festgestellt wurde, ist
maoglicherweise auf extrinsische Apoptosesignale ohne Beteiligung der Mitochondrien
zurlickzuftihren. Denkbar wére auch eine direkte Induktion durch das Virus selbst, jedoch
ist die virusvermittelte Apoptose nicht Caspase-3-abhangig und lauft Gber einen Caspase-
unabhangigen cytopathischen Effekt %" 328 Das Fehlen apoptotischer Prozesse in akut
CVB3-infizierten A.SW-Mausen stimmt Gberein mit Berichten Uber eine stammabhangige

Induktion der Apoptose anderer Arbeitsgruppen 2% 2%

, bei denen in permissiven
C3H.HeJ-Mausen keine und in A.SW-Mausen deutlich weniger kardiale Apoptose als in
resistenten Stdmmen stattgefunden hat. Auch Huber et al. verglichen die Apoptose im
infizierten Myokard von drei verschiedenen Mausstdmmen. Dabei wurden in DBA/2-
Mausen keine apoptotischen Zellen entdeckt, in MRL-Herzen war die Apoptose auf die

zellularen Infiltrate beschrankt und in BALB/c-Tieren waren groBe Flachen des infizierten
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Herzen von der Apoptose betroffen. Dennoch waren alle Stdmme im gleichen AusmafB
von der Inflammation des Herzens betroffen 2. In der spaten Phase der Infektion entstand
in A.SW-Tieren durch die singuldr eingeschrankte Komplex I-Aktivitat ein Ungleichgewicht
in der Atmungskette, das mit einer Zunahme der Expression apoptoserelevanter Marker
wie Bax, Bcl-2 und TGFB sowie einer Abnahme der Pro-Caspase-3 einherging. Die
reduzierte Expression der Pro-Caspase-3 und das ausgeglichene Bcl-2/Bax-Verhaltnis
deuteten jedoch auf abklingende apoptotische Prozesse hin, die den geringgradigen,
chronischen Prozess charakterisieren. Dass die myokardiale Apoptose nicht
ausschlieBlich ein Merkmal des akuten sondern auch des chronischen Stadiums der
Infektion ist, hat Venteo kirzlich in Patienten mit Myokarditis als auch DCM nachgewiesen
300

DarUiber hinaus muss unterschieden werden, welche Zelltypen des infizierten Herzens
apoptotisch waren. Die zwei groBen Gruppen sind zum einen die Kardiomyozyten, die
durch die direkte virusinduzierte Apoptose und durch die immunvermittelte Apoptose
zugrunde gehen kénnen und zum anderen die im Zuge der immunologischen Antwort
eingewanderten Zellen des Immunsystems, die beim Abklingen der Inflammation
apoptotisch werden 2. In CVB3-infizierten C57BL/6-Tieren konnte die friihe Apoptose vor
allem auf Kardiomyozyten zurlickgefiihrt werden, da bereits am Tag 4 nach der Infektion
eine deutliche Induktion der Apoptose nachgewiesen werden konnte, jedoch zu diesem
Zeitpunkt nur wenige Immunzellen im Herzen vorhanden waren. In der akuten Myokarditis
basierte die Apoptose sowohl in C57BL/6 als auch in A.SW-Mausen auf dem zeitgleichen
Absterben infiltrierter Immunzellen. Aufgrund des Fehlens von Immunzellen am Tag 90
nach der Infektion ging die spate Apoptose wahrscheinlich wieder von Kardiomyozyten
aus. Zusatzlich kénnen sowohl in resistenten als auch permissiven Mausstdmmen
nekrotische Prozesse eine Rolle gespielt haben .

Zusammengefasst beeinflusste die Modifikation der Atmungskettenkomplexe die Integritat
der Mitochondrien, woraus weitreichende Konsequenzen flr die infizierte Zelle und die
viralen Invasoren entstanden. Dabei versuchten C57BL/6- und A.SW-Tiere auf
unterschiedliche Weise der Infektion zu begegnen. Wahrend resistente C57BL/6-Mause
oxidativen Stress zur apoptotischen Viruseliminierung nutzten, wurde er von permissiven
A.SW-Tieren bekampft und die Apoptose unterdriickt.

Die in resistenten C57BL/6-Mausen beobachtete, starke apoptotische Antwort ist auch in
Patienten mit einer hohen Heilungsrate verbunden, mit der Annahme, dass die Apoptose
eine durch das Immunsystem ausgeldste Eliminierung des Virus und der infizierten
und/oder beschadigten Zellen unterstiitzt *°2. Demgegeniiber stehen Berichte, die, in
Ubereinstimmung mit dem permissiven A.SW-Mausmodell, eine eingeschrénkte,
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Mitochondrien-abhéngige Apoptose auch in Patienten mit Myokarditis und DCM

beschrieben haben 3% 303

. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei Enterovirus-
Infektionen, vor allem bei Patienten mit Verdacht auf inflammatorische Herzerkrankung,
die erhdhte ANT1-Expression von einer unterdriickten T-Zell-spezifischen Immunantwort
begleitet wird ', die ebenfalls mit dem permissiven Krankheitsbild assoziiert wird 2827

Daher kdnnte die koordinierte Analyse von Myokarditis-Patienten in Hinblick auf den
Immunstatus, die Virusprdsenz und die intrazellularen Bedingungen nicht nur die
Diagnose, sondern auch die Prognose unterstitzen und mdglicherweise mitochondriale

Ziele fir medizinische Intervention aufzeigen.

4.4 ANT1-Uberexpression in kardialen Erkrankungen

Beim Vergleich von akut CVBS3-infizierten, resistenten C57BL/6- und permissiven A.SW-
Méausen wurden im Rahmen dieser Arbeit Unterschiede in der Regulation des
mitochondrialen Energiestoffwechsels und der zelluldren Apoptose festgestellt. Der ANT
ist durch seine Funktion als ADP/ATP-Austauscher und als regulatorische Komponente
der mPTP sowohl in den Energiestoffwechsel als auch den Apoptoseprozess
eingebunden **. Durch eine Reihe von Preconditioning-Experimenten sowie durch unsere
Arbeiten mit dem hypertonischen Rattenmodell ist gezeigt worden, dass eine stabile, hohe
ANT1-Expression mit kardioprotektiven Effekten assoziiert ist 20+ 206 207-30%.306 |y myrinen
Myokarditis-Modell hingegen war die geringere kardialen Viruslast in CVB3-infizierten
C57BL/6-Tieren im Vergleich zu A.SW-Tieren von einer starken Abnahme der ANT1-
Expression begleitet, die im permissiven Mausen nicht stattfand. Daher war fir uns von
Interesse, welche Bedeutung die ANT1-Expression in der CVB3-Myokarditis hat. Zu
diesem Zweck wurde ein herzspezifisch ANT1-transgener C57BL/6-Mausstamm im
CVB3-Myokarditis-Modell verwendet, um die Auswirkungen einer kinstlich erzeugten,
hohen ANT1-Expression auf den mitochondrialen Energiestoffwechsel, die Apoptose und
die Virusreplikation im resistenten Tiermodell zu Gberpriifen.

Dartiber hinaus sollte unter Verwendung des STZ-induzierten Diabetes-Modells geklart
werden, ob die Auswirkungen der erhéhten ANT1-Expression auf das erkrankte Herz

krankheitsspezifisch oder allgemeingiiltig sind.

4.41 Charakterisierung der ANT1-transgenen Maus

Zwei ANT1-transgene Linien, die, basierend auf dem Restriktionsmuster ihrer
genomischen DNA, durch unterschiedliche Integrationsorte des Konstrukts charakterisiert
waren, wurden basal untersucht. Da bei beiden Linien ein einheitlicher Phanotyp
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erkennbar war und eine vergleichbare Uberexpression nachgewiesen wurde, wurde die
Linie 20 far die weiteren Versuche ausgewahilt.

Die ANT1-transgene Maus enthielt 10-12 genomische Kopien des Transgens, die zu einer
massiven Zunahme der ANT1-mRNA und einer moderaten Zunahme des ANT-Proteins
fihrten. In den Mitochondrien betrug die Erhéhung des ANT-Proteins 20-30 % und
entspricht in etwa unserem anderen Tiermodell der ANT1-transgenen Ratte ***. Da auch
die pathologische Erhéhung der ANT-Expression in Myokarditis- und DCM-Patienten in
diesem Bereich lag ' ' besteht hier mdglicherweise eine Séttigung der Aufnahme-
kapazitdt fur das am starksten vertretenen Proteins der inneren mitochondrialen
Membran. Der aMHC-Promotor des transgenen Konstrukts steuerte eine herzspezifische
Regulation des Transgens in einem 2- bis 3-fachen Umfang der endogenen Expression.
Variationen in der 5-UTR des aMHC-Promotors #’ resultierten in der Expression
unterschiedlich gespleiBter Transkripte in ANT1-transgenen Herzen. Zudem hatte die
ontogenetische Regulation des aMHC-Gens eine signifikante Zunahme des transgenen

Transkripts in den ersten vier Lebenswochen zur Folge %’

. Die transgene ANT1-
Expression war streng auf das Herz beschrankt, so dass eine Beeinflussung der viralen
Replikation auBerhalb des Herzens, beispielsweise in Leber, Pankreas, Milz oder dem
Gastrointestinaltrakt, ausgeschlossen werden konnte.

Die ANT1-Uberexpression im Herzen beeinflusste unter basalen Bedingungen die
mitochondrialen Funktionen nicht. In Ubereinstimmung mit dem ANT1-transgenen
Rattenmodell konnte kein Einfluss auf die Anzahl der Mitochondrien, das CK-System oder
verschiedene Apoptose-Marker beobachtet werden. Allerdings wurden in Ratten bei
vergleichbarer ANT1-Uberexpression deutliche Unterschiede in der Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe festgestellt 2%,

Fir beide Tiermodelle lieBen sich jedoch Ubereinstimmend Veranderungen der
Hamodynamik feststellen, die durch ein erhdhtes Schlagvolumen charakterisiert waren,
welches auf ein erhéhtes Kammervolumen im Vergleich zum Wildtyp zurlickzufihren ist.
Dies bedeutet zum einen eine héhere Pumpleistung und Versorgung des Organismus,
zum anderen fiihrt dies zu einer anhaltenden, starkeren Belastung des Organs, die sich
auf Dauer negativ auswirken kénnte. Da zu den Untersuchungszeitpunkten im Alter von 8
und 16 Monaten jedoch keine strukturellen Veranderungen des Herzens festgestellt
werden konnten (nicht abgebildet) und ANT1-transgene Tiere eine geringere Nachlast als
Wildtypen hatten, entstand in diesem Fall kein Ubermé&Biger Druck auf die anderen
Organe und keine Benachteiligung durch das erhéhte Schlagvolumen.

Zusammengefasst stand uns hier ein herzspezifisch ANT1-transgenes Mausmodell zur
Verfligung, das im etablierten CVB3-Myokarditis-Modell der Maus eingesetzt werden
konnte.
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4.4.2 Experimentelle ANT1-Uberexpression in der CVB3-Myokarditis

Die Validitdt dieses Versuchs war abhangig von der Besténdigkeit der ANT1-
Uberexpression auch wihrend der Infektion mit CVB3. Taylor et al. berichteten, dass die
Aktivitdt des aMHC-Promotors, der die Expression des ANT1 im transgenen Tiermodell
steuerte, in der akuten Myokarditis reduziert ist 2*”. Tats&chlich wurde in unserem Versuch
in ANT1-Uberexprimierenden Mausen eine massive Herunterregulation der ANT1-mRNA,
die sich aus endogenen und transgenen Transkripten zusammensetzte, beobachtet, die in
ihrem AusmaB die Abnahme des endogenen Transkripts in infizierten C57BL/6-Wildtypen
deutlich Uberstieg. Trotz dieser starken Regulation war die ANT1-Transkriptmenge in
transgenen Tieren zu allen untersuchten Zeitpunkten signifikant gréBer als in Wildtyp-
Tieren und Western Blot Analysen bestéatigten, dass der mitochondriale ANT1-Spiegel in
transgenen Tieren deutlich héher als in Wildtypen lag und somit die Grundlage fir
intrazellulare Effekte wahrend der CVB3-Infektion bilden konnte.

Die erhéhte ANT1-Expression in den kardialen Mitochondrien der transgenen Maus wirkte
sich im CVB3-induzierten Myokarditis-Modell insbesondere auf die Viruslast im Herzen
der infizierten Tiere aus. In CVB3-infizierten, ANT1-transgenen Herzen wurde am Tag 8
nach der Infektion signifikant mehr Virus nachgewiesen, der in den betroffenen Tieren mit
einer verstéarkten Infiltration von immunkompetenten Zellen einherging. Dieser
Unterschied im kardialen Virustiter war unabhangig von der mitochondrialen
Atmungskette, dem CK-System und dem antioxidativen System, deren Regulation in
Wildtyp- und ANT1-transgenen Tieren vergleichbar war. Auch die zwischen den beiden
Gruppen beobachteten Expressionsunterschiede der apoptotischen Marker waren nicht
so umfangreich, um die Unterschiede in der Viruslast erklaren zu kénnen. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass die ANT1-assoziierte Erhéhung der Virusreplikation zu dieser
geringfligig héheren Apoptose fiihrte, da mehr Zellen infiziert werden konnten.

Es gibt weitere Hinweise, dass der die Virusreplikation férdernde Effekt der hohen ANT1-
Expression unabhangig von den mit ANT assoziierten Funktionen des mitochondrialen
Energiestoffwechsels und der Apoptose ist. Wahrend der akuten Myokarditis hatten
sowohl die A.SW- als auch die ANT1-transgenen C57BL/6-Mause eine stabile, hohe
ANT1-Expression, hingegen unterschieden sich die beiden Gruppen in der Regulation des
Energiestoffwechsels und der Apoptose erheblich voneinander. Diese Regulation
entsprach in ANT1-transgenen Tieren der der C57BL/6-Wildtypen, mit denen sie im
genetischen Hintergrund und der Expression stoffwechselrelevanter Cytokine wie IL-1(,
TGFB, TNFa sowie IFNB Ubereinstimmten (nicht gezeigt). Auch in isolierten, CVB3-
infizierten Kardiomyozyten ging die erhéhte ANT1-Expression mit einer signifikant
héheren Virusmenge einher. Der mitochondriale Energiestoffwechsel und die Apoptose-

induktion wurden im Verlauf der Virusmyokarditis somit von der immunologischen
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Reaktion des Wirts bestimmt, wohingegen die in ANT1-transgenen Tieren beobachteten
Unterschiede in der Virusreplikation auf die erhdhte ANT1-Expression zurlickzufiihren
sind. Ob es sich hierbei allerdings um einen direkten, replikationsférdernden Effekt oder
aber um eine Verzégerung des Eliminierungsprozesses handelte und wie der
Mechanismus dahinter aussieht, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden
und wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Einige theoretische Uberlegungen in
Bezug auf diesen Mechanismus sind hier jedoch nennenswert:

Diverse Arbeitsgruppen haben in Preconditioning-Experimenten gezeigt, dass die
Stabilisierung der ANT1-Expression mit einer Stabilisierung der Elektronentransportkette
und einer verbesserten Stressantwort assoziiert ist 2% 207- 395 3% - Mgglicherweise hat die
hohe ANT1-Expression in CVB3-infizierten A.SW- und ANT1-transgenen C57BL/6-Herzen
zu einer Stabilisierung der mitochondrialen Integritdt beigetragen und dadurch den
Mitochondrien-abhé&ngigen Zelltod der infizierten Zelle verzdgert, so dass die virale
Replikationsphase in der Zelle verlangert wurde. Eine solche Verzdgerung der Apoptose
konnte mit den hier gewéhlten Versuchsbedingungen allerdings nicht nachgewiesen
werden, da bereits zum frihesten untersuchten Zeitpunkt am Tag 4 nach der Infektion
starke proapoptotische Signale, wie die erhéhte Expression von Bax und ein reduziertes
Bcl-2/Bax-Verhéltnis, im Gang waren. Eine Analyse zu einem noch frilheren Zeitpunkt der
Infektion, der vor der Induktion der Apoptose durch das aktivierte Immunsystem liegt,
ware noétig, um diese Hypothese =zu Uberprufen. Die verstarkte Akkumulation
virusspezifischer RNA in transgenen Kardiomyozyten kénnte jedoch auf eine
Verlangerung der Replikationsphase und eine damit einhergehende erhdhte Replikations-
menge pro Zelle im Vergleich zu Wildtyp-Kardiomyozyten hinweisen.

Uber die Stabilisierung der Mitochondrien und die dadurch bedingte Verzégerung der
Apoptose hatte eine hohe ANT1-Expression indirekt die Replikation des Virus unterstitzt.
Eine direkte Interaktion zwischen ANT1 und CVBS ist bisher noch nicht gezeigt worden.
Es gibt jedoch Berichte, dass beispielsweise das VP2-Protein des CVB3 mit dem
zellularen, proapoptotischen Siva-Protein interagiert *'. Daneben wurden auch fiir die
meisten anderen Struktur- und Nichtstrukturproteine der Picornaviren pro- (VP1, VP2,
VP3, 2A, 2C und 3C) und antiapoptotische (2B und 3A) Effekte beschrieben 2°. ANT
wiederum interagiert mit viralen Komponenten anderer Viren wie das Cytomegalievirus
(CMV, vMIA) und HIV (Vpr) ™ ' die die mitochondriale Membranpermeabilitat
verandern ', Virusproteine des CMV und Epstein-Barr-Virus, welche beide ebenfalls mit
der Myokarditis assoziiert werden, richten sich gegen das Mitochondrium, interagieren
dort mit dem ANT oder ANT-Interaktionspartnern und manipulieren die Apoptose-

308

assoziierte Permeabilisierung der mitochondrialen Membran “™°. Diesbeziiglich muss
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geklart werden, ob auch CVBS3 &hnliche Strategien entwickelt hat, um den ANT1 fiir seine
Replikation und/oder Persistenz zu benutzen.

Fir den ANT wurden zudem eine ganze Reihe zellulérer Interaktionspartner beschrieben
191, 192, 154-156, 159, 162, 163, 271, 309 g5 dass auch eine indirekte Beeinflussung der
Virusreplikation denkbar ist. Eine weitere, infektionsrelevante Kommunikation von
Interesse war beispielsweise die zwischen ANT1 und dem CAR. Hier konnten wir in
ANT1-transgenen, pranatalen Kardiomyozyten eine Verdnderung der CAR-Expression
ausschlieBen, so dass der CAR-abhangige virale Zelleintritt nicht fiir die beobachteten
Unterschiede in der Virusreplikation zwischen Wildtyp- und transgenen Mausen
verantwortlich gewesen sein kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine erhéhte ANT1-Expression im Herzen die
kardiale Viruslast nach CVBS3-Infektion vergrdBerte, dies jedoch unabhangig von den im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten ANT1-assoziierten Funktionen des mitochondrialen
Energiestoffwechsels und der Apoptose war. Méglicherweise basiert der Effekt auf der
friihzeitigen Stabilisierung der mitochondrialen Integritat und einer dadurch verlangerten
viralen Replikationsphase. Die Hochregulation des ANT1 unter Bedingungen, die fur die
Gesundung des Herzens eine Zelleliminierung erforderlich machen, hat somit in Hinblick
auf die kardiale Viruslast eine negative Auswirkung auf die Myokarditis.

4.4.3 ANT1-Uberexpression im experimentellen Diabetes Typ |

Obwonhl die Hypothese eines allgemeinen kardioprotektiven Effekts einer erhéhten ANT1-
Expression im CVB3-Myokarditis-Modell nicht bestatigt werden konnte, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass die ANT1-Uberexpression in Erkrankungen anderer
Atiologie positive Effekte bewirkt. Wir konnten bereits zeigen, dass in Hypertonie-
induzierter Herzerkrankung in der Ratte die herzspezifische ANT1-Uberexpression durch
Beschleunigung des ADP/ATP-Transports zu einer deutlichen Verbesserung des
kardialen Krankheitsbilds fiihrte 2°*. Allerdings sind die pathogenen Mechanismen der
Virusmyokarditis und der Hypertonie-induzierten  Herzerkrankung grundlegend
voneinander verschieden. Darauf basierend wurden die Auswirkungen der ANT1-
Uberexpression auf das Herz in diabetischer Kardiomyopathie tiberprift.

Obwohl die diabetische Kardiomyopathie eine hdufige Komplikation beim Diabetes ist und
zum Herzversagen flhren kann, ist ihre Pathogenese bisher nicht vollstédndig verstanden.
Unter den vorgeschlagenen Mechanismen spielt eine Stérung des Energiestoffwechsels
in ihrer Entwicklung wahrscheinlich eine wichtige Rolle *'® *'". Die kardiale Funktion ist
abhangig von einer ausreichenden Versorgung mit ATP, jedoch schaltet der kardiale

31" Eine Reihe von

Studien belegen, dass genetisch modifizierte Tiermodelle mit erhdhter Aufnahme 3'2,

Energiestoffwechsel im Diabetes von Glukose auf Fettsduren um
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t 313 314, 315

Transpor und Oxidation von Fettsduren einen vergleichbaren kardialen
Phanotyp wie dem der diabetischen Kardiomyopathie ausbilden. Die metabolische
Dysfunktion und die Schadigung der mitochondrialen Struktur wurden ebenfalls als

233, 234 50 dass die mitochondriale Funktion des

diabetische Komplikationen benannt
Herzens ein Faktor in der Entwicklung der diabetischen Kardiomyopathie ist.

In unserem Experiment wurde in ANT1-transgenen Mausen mittels STZ Diabetes
induziert. Obwohl sechs Wochen nach der STZ-Injektion sowohl die Starke der
Hyperglykdmie als auch der Verlust des Koérpergewichts in Wildtyp- und transgenen
Mé&usen vergleichbar waren, konnte die ANT1-Uberexpression eine signifikante Abonahme
des Ventrikelgewichts, wie sie in diabetischen Wildtyp-Mausen beobachtet wurde,
verhindern. In  Ubereinstimmung mit frilheren Beschreibungen STZ-induzierter

diabetischer Tiermodelle %'¢ 37

waren in Wildtypen unter STZ-Behandlung im Vergleich
zur normoglykédmischen Kontrollgruppe sowohl die systolische als auch die diastolische
Funktion signifikant eingeschrankt. Dahingegen wurde keine signifikante Verschlech-
terung in hyperglykdmischen, ANT1-Uberexprimierenden M&usen detektiert. Der kardio-
protektive Effekt der ANT1-Uberexpression wurde durch die unverénderte Expression der
ANP-mRNA verdeutlicht, deren Erhéhung ein Marker fiir kardiales Versagen ist.

Diese Ergebnisse reihen sich ein in Berichte, die eine erhéhte ANT1-Expression als Teil
eines kardioprotektiven Genprogramms sehen, die das gestresste Myokard in die Lage
versetzen, die mitochondriale Integritdt zu stabilisieren, die gleichzeitig die essentielle
Energieversorgung sichert 2°® 2/ Eine betrachtliche Anzahl an Beweisen deutet darauf
hin, dass die Stérung des Energiestoffwechsels in kardialen Myozyten Apoptose
induzieren kann, die ebenfalls zur fortschreitenden Entwicklung der diabetischen Kardio-
myopathie beitragen kann *'®. Fiordaliso et al. haben berichtet, dass in Ratten drei Tage
nach STZ-Injektion die Anzahl der Myozyten um 29 % reduziert und die Zahl der toten
und apoptotischen Myozyten 5,0- bzw. 6,7-fach erhéht ist #*°. Damit im Einklang stehen
die Ergebnisse dieser Studie, in der in diabetischen Wildtyp-Mausen im Vergleich zu nicht
diabetischen Kontrollen das Herzgewicht ebenfalls signifikant verringert war. Da trotz
vergleichbarer Hyperglyké&mie keine Verdnderungen des Herzgewichts in ANT1-trans-
genen Mausen gemessen wurden, implizieren die Ergebnisse, dass die Uberexpression
von ANT1 in Mitochondrien méglicherweise die durch Diabetes induzierte Apoptose oder
Nekrose der Kardiomyozyten inhibierte.

Zusammengefasst lieferten diese Untersuchungen direkte in vivo Beweise, dass die
erhéhte Expression von ANT1 in Mitochondrien die signifikante Verschlechterung der
kardialen Funktion sechs Wochen nach der Induktion von Diabetes Typ | in Mausen
verbessern kann. Sie unterstlitzten die Vermutung, dass die Stimulation der ANT1-
Expression Uber die Verbesserung der mitochondrialen Funktion ein grundsatzliches
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Prinzip bei der Behandlung der diabetischen Kardiomyopathie sein kénnte. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die dauerhafte Uberexpression von ANT1 in
Kardiomyozyten mdglicherweise andere Proteine hoch- oder herunterreguliert, die unter
hyperglykdmischen Bedingungen auf die kardiale Funktion wirken, so dass die
Langzeiteffekte einer ANT1-Uberexpression auf die diabetische Kardiomyopathie in
weiteren Untersuchungen noch geklart werden muissen. Weitere Untersuchungen sind
nétig, um die molekularen Mechanismen hinter dem kardioprotektiven Effekt der ANT1-
Uberexpression aufzudecken und eine Verbindung zwischen den experimentellen Daten

und neuen klinischen Therapien herzustellen.

4.4.4 Beurteilung der ANT1-Uberexpression in kardialen Erkrankungen

Basierend auf den hier prasentierten Ergebnissen dieser Arbeit muss geschlussfolgert
werden, dass die Beurteilung der Effekte der ANT1-Uberexpression vom zugrunde
liegenden Krankheitshild abhangig ist. Insbesondere ist hier entscheidend, welche
Funktion der zelluldren Apoptose zukommt. Bei der diabetischen Kardiomyopathie #'! und

auch bei der Hypertonie-induzierten Herzerkrankung 2

war die Apoptose mit-
verantwortlich fir die Schadigung der Herzstruktur und die progressive Verschlechterung
der kardialen Funktion. Eine Verhinderung der Apoptose-Induktion durch die ANT1-
basierte Stabilisierung der Mitochondrien und ihrer Funktion hatte somit positive Effekte
auf das Herz und seine Funktion. Demgegeniiber spielt die Apoptose in der CVB3-
Myokarditis eine entscheidende Rolle in der Viruseliminierung. Die durch die hohe
Expression von ANT1 méglicherweise bedingte Stabilisierung der Mitochondrien in ANT1-

transgenen und A.SW-Tieren begunstigte eine Erhdhung der kardialen Viruslast.
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5 ZUSAMMENFASSUNG —SUMMARY

5.1 Zusammenfassung

Die kardiale Funktion ist abhangig von einer stabilen Energieversorgung der Kardiomyo-
zyten. Herzerkrankungen gehen haufig einher mit einem gestérten zellularen Energiestoff-
wechsel, der mit oxidativem Stress, mitochondrialer Schadigung, Apoptose und Nekrose
assoziiert ist, die zur kontraktilen Dysfunktion beitragen. Beeintrachtigungen des kardialen
Energiestoffwechsels wurden u. a. in Patienten mit chronischer Myokarditis, dilatativer
und diabetischer Kardiomyopathie beschrieben, jedoch fehlen noch Erkenntnisse Uber
deren Ursache, Art und Auswirkungen. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Tier-
modelle der inflammatorischen und diabetischen Kardiomyopathie unter besonderer
Beachtung mitochondrialer Komponenten analysiert. Zum einen wurden im Tiermodell der
Coxsackievirus B3 (CVB3)-Myokarditis zwei Mausstdmme mit unterschiedlichem gene-
tischen Hintergrund vergleichend untersucht. Zum anderen wurden die Auswirkungen
einer gezielten Modifikation des Adeninnuleotid-Translokators (ANT), der aufgrund seiner
Funktionen im Energiestoffwechsel und bei der Apoptose eine mitochondriale Schllssel-
komponente ist, auf die inflammatorische und die diabetische Kardiomyopathie analysiert.
Im CVB3-Myokarditis-Modell wurden Mause mit unterschiedlicher genetischer Disposition
fir den akuten, ausheilenden (C57BL/6) und den chronischen (A.SW) Verlauf der Myo-
karditis untersucht. Infizierte C57BL/6- und A.SW-Mause wiesen am Tag 8 nach der
Infektion deutliche Unterschiede in der kardialen Viruslast auf, die auf Unterschieden in
der viralen Replikation und/oder der Eliminierung basierten. Die Analyse intrazelluléarer
Prozesse ergab zudem essentielle Unterschiede zwischen den Vertretern beider Stamme
in der Regulation des mitochondrialen Energiestoffwechsels und der Apoptose. In der
akuten Myokarditis waren resistente C57BL/6-Tiere durch eine asynchrone Regulation der
Atmungskettenkomplexe, eine stark reduzierte ANT1-Expression sowie eine Beeintrach-
tigung des Creatinkinase-Systems charakterisiert. Diese Veranderungen waren teilweise
bereits am Tag 4 nach der Infektion ausgepragt und sind somit frilhe Ereignisse in der
CVB3-Myokarditis, die den Verlauf der Erkrankung beeinflussen kdnnen. Demgegentiber
war in permissiven A.SW-Herzen die Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe universell
herunterreguliert und die ANT1-Expression im Vergleich zur nicht infizierten Kontroll-
gruppe unverandert. Die Veranderungen in der Atmungskette gingen in beiden Tiermodel-
len mit der Aktivierung des antioxidativen Systems einher, jedoch konnte nur in C57BL/6-
Tieren eine erhdhte oxidative Schadigung der zellularen Lipide nachgewiesen werden.
Diese wurde von einer verstarkten Expression der Apoptose-Marker Bax, Bcl-2 und
Caspase-3 begleitet. Die zellularen Bedingungen in infizierten, resistenten Mausen waren

assoziiert mit einer geringeren kardialen Viruslast im Vergleich zu permissiven Mausen,
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die weder eine erhdhte oxidative Schadigung noch eine Induktion der Mitochondrien-
abhangigen Apoptose aufwiesen. Die beschriebenen Unterschiede zwischen resistenten
und permissiven Stdmmen standen im Zusammenhang mit der in den Tieren induzierten
immunologischen Antwort auf die CVB3-Infektion. Die Regulation der mitochondrialen
Komponenten in der Myokarditis konnte mit der Expression stoffwechselrelevanter
Cytokine, wie IL-1B, TNFa, TGFB und IFNB, korreliert werden. In vitro wurde dieser
Zusammenhang anhand des Beispiels der IL-1B-regulierten ANT1-Expression bestatigt.
Der ANT1 verbindet die energieproduzierenden Prozesse der mitochondrialen Matrix mit
den energieverbrauchenden Prozessen des Cytosols und ist darliber hinaus an der
Regulation der Mitochondrien-abhangigen Apoptose beteiligt. Die unterschiedliche Regu-
lation im resistenten und permissiven CVB3-Myokarditis-Modell gab dazu Anlass, die
Expression des ANT1 gezielt zu modifizieren und die Auswirkungen der herzspezifischen
ANT1-Uberexpression im Tiermodell der CVB3-Myokarditis zu untersuchen. Darliber
hinaus sollte unter Verwendung des Modells der Streptozotocin (STZ)-induzierten dia-
betischen Kardiomyopathie die Wirkung der ANT1-Uberexpression in einer Kardio-
myopathie anderer Atiologie analysiert werden, um die Allgemeingiiltigkeit der Beobach-
tungen zu testen. Die hohe ANT1-Expression in CVB3-infizierten, transgenen Herzen
wurde begleitet von einer signifikant hdheren kardialen Viruslast im Vergleich zu
infizierten Wildtyp-Herzen. Der Unterschied im Virustiter war unabhéngig von den
untersuchten Parametern der Atmungskette, des Creatinkinase-Systems, des anti-
oxidativen Systems, der mitochondrialen Apoptose und der Cytokinantwort. In vitro
Analysen bestatigten den die Virusreplikation férdernden Effekt der hohen ANT1-
Expression, so dass geschlussfolgert werden kann, dass Komponenten des Energiestoff-
wechels und der Apoptose Einfluss auf die kardiale Viruslast nehmen. Unter Bedin-
gungen, die eine Viruseliminierung erforderlich machten, beeintrachtigte eine hohe ANT1-
Expression die Viruseliminierung, férderte die Virusreplikation und hatte somit einen
negativen Effekt auf den Verlauf der Myokarditis.

Bei der diabetischen Kardiomyopathie hingegen profitierten hyperglykdmische Tiere von
einer erhdhten ANT1-Expression. Ein vergleichbarer diabetischer Phanotyp, gezeigt
anhand der erhdhten Blutglukose-Konzentration, wurde in Wildtyp- und ANT1-transgenen
Tieren durch STZ-Injektion induziert. Die gleichzeitige, kardiale ANT1-Uberexpression
verbesserte die Herzfunktionsparameter sowie die molekularen Marker der kardialen
Schédigung im Vergleich zur normoglykdmischen Kontrollgruppe. Somit kann eine herz-
spezifische ANT1-Uberexpression tatsachlich kardioprotektive Effekte haben, die jedoch
vom zugrunde liegenden Krankheitsbild und den pathophysiologischen Mechanismen,
insbesondere der Apoptose, abhangig sind.
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5.2 Summary

Cardiac function is highly dependent on a stable energy supply of the cardiomyocytes.
Heart disease is often linked to a disturbed cellular energy metabolism that is associated
with oxidative stress, mitochondrial damage, apoptosis, and necrosis, contributing to
contractile dysfunction. Impairment of cardiac energy metabolism has for instance been
described in patients with myocarditis, dilative and diabetic cardiomyopathy, but further
insights into the cause, nature and implications are lacking. In the present work animal
models of inflammatory and diabetic cardiomyopathy were analysed with particular regard
to mitochondrial components. First, in a murine model of Coxsackievirus B3 (CVBS3)-
induced myocarditis two different strains with varying genetic backgrounds were
compared. Second, the impact of a targeted modification of adenine nucleotide
translocase (ANT) expression, which is a mitochondrial key component due to its
functions in energy metabolism and apoptosis, was analysed in inflammatory and diabetic
cardiomyopathy.

In the CVB3-induced myocarditis model, mice with different genetic predisposition for the
acute, up-healing (C57BL/6) and the chronic (A.SW) course of myocarditis were studied.
Infected C57BL/6 and A.SW mice showed significant differences in cardiac viral load on
day 8 after infection, which was based on differences in viral replication and/or virus
elimination. Analysis of intracellular processes also revealed essential differences
between the representatives of both strains in the regulation of the mitochondrial energy
metabolism and apoptosis. In acute myocarditis, resistant C57BL/6 mice were
characterised by an asynchronous regulation of respiratory chain complex activity, a
strongly reduced ANT1 expression and an impairment of the creatine kinase system.
These changes were partly already pronounced at day 4 after infection and are thus early
events in CVB3 myocarditis, which can influence the course of the disease. In contrast, in
susceptible A.SW hearts the activities of all respiratory chain complexes were universally
downregulated and ANT1 expression was unchanged compared to uninfected controls. In
both strains the changes in the respiratory chain were connected with the activation of the
antioxidant system, but only in C57BL/6 hearts an increase in oxidative damage of cellular
lipids could be detected. This was accompanied by an increased expression of apoptosis
markers Bax, Bcl-2, and caspase-3. The cellular conditions in infected, resistant mice
were associated with a reduced cardiac viral load compared to susceptible mice that
displayed neither an increase in oxidative damage nor an induction of mitochondria-
dependent apoptosis. The described differences between resistant and susceptible strains
were linked to the specific immune response to CVB3 infection induced in these animals.
The regulation of mitochondrial components in CVB3 myocarditis could be correlated to

115



Zusammenfassung - Summary

the expression of metabolically relevant cytokines such as IL-13, TNFa, TGFB, and IFN,
and the regulation of ANT1 expression by IL-13 was verified in vitro.

ANT1 connects energy-producing processes in the mitochondrial matrix with energy-
consuming reactions in the cytosol and is furthermore involved in the regulation of
mitochondria-dependent apoptosis. The differential regulation in resistant and susceptible,
CVBS-infected mice prompted us to selectively modify ANT1 expression and to
investigate the effects of heart-specific ANT1 overexpression on CVB3-induced
myocarditis. The effects of ANT1 overexpression on cardiac disease should be further
analysed in a cardiomyopathy of other aetiology, namely in a model of
streptozotocin (STZ)-induced diabetic cardiomyopathy, to test the generality of the
observations. A high level of ANT1 expression in CVB3-infected, transgenic hearts was
associated with a significantly higher cardiac viral load compared to infected wild-type
hearts. The difference in virus titres was independent of the examined parameters of the
respiratory chain, creatine kinase system, antioxidant system, mitochondrial apoptosis
and cytokine expression. In vitro analyses confirmed the auxiliary effect of a high ANT1
expression on viral replication. It can be concluded that components of the energy
metabolism and apoptosis influence cardiac viral load. Under conditions that necessitate
virus elimination a high level of ANT1 delays virus elimination and promotes viral
replication and thus has a negative impact on the course of myocarditis.

In diabetic cardiomyopathy, by contrast, hyperglycaemic animals benefited from an
elevated ANT1 expression. A comparable diabetic phenotype, evidenced by high blood
glucose concentration, was induced by STZ injection in wild-type and ANT1 transgenic
mice, however, cardiac ANT1 overexpression improved cardiac function and molecular
markers of cardiac damage in comparison to normoglycaemic controls. Thus, heart-
specific ANT1 overexpression of ANT1 actually exerts cardioprotective effects, however,
these are dependent on the underlying disease and the pathophysiological mechanisms,
particularly apoptosis.
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