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Die enterovirale Herzerkrankung des Menschen ist von groRRer klinischer Relevanz. Unter
Verwendung klonierter CVB3-cDNA als Enterovirusgruppen-spezifische DNA-Sonde konnte
mittels in situ Hybridisierung gezeigt werden, dal} enterovirale RNA in allen Stadien einer
akuten und chronischen Myokarditis sowie bei Patienten mit terminaler dilatativer
Kardiomyopathie nachweisbar ist (Kandolf & Hofschneider, 1985; Kandolf et al., 1993). Die
Persistenz enteroviraler RNA in endomyokardialen Verlaufsbiopsien von Patienten spricht
fur eine atiologische Beteiligung von Enteroviren hinsichtlich der Pathogenese einer
chronischen Herzmuskelerkrankung. Andere Arbeitsgruppen diskutieren eine vornehmlich
autoimmun-vermittelte Zerstérung des Myokards und Aufrechterhaltung des entziindlichen
Prozesses, wobei in der enteroviralen Infektion nur die auslosende Ursache fir eine
nachfolgende Autoimmunreaktion zu sehen ist (Huber & Lodge, 1984; Seko et al., 1993). Mit
der Etablierung von Tiermodellen der Enterovirus-induzierten Myokarditis in der Maus
konnten wichtige Erkenntnisse bezliglich der Pathogenese der chronischen Herzerkrankung
gewonnen werden (Klingel et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dall bei permissiven
Mausstdmmen, wie zum Beispiel A.CA/J-Mausen (H-2"), die chronische
Herzmuskelentzindung durch eine persistierende Virusinfektion im Myokard induziert und
aufrecht erhalten wird (Klingel et al., 1992). Durch die Verfligbarkeit transgener knock out
Mause kann nun gezielt die Aufgabe einzelner Komponenten des Immunsystems im Verlauf
der CVB3-Myokarditis in vivo untersucht werden, wobei vor allem die Bedeutung von
Effektormechanismen der erworbenen Immunabwehr diskutiert wird (Chow et al., 1992;
Kandolf et al., 1987).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Aspekte der zelluldr vermittelten Zytotoxizitat im
Verlauf der CVB3-induzierten Myokarditis untersucht. Hierfur wurden zwei transgene knock
out Mausstamme ausgewahlt, deren zytotoxische Effektormechanismen beeintrachtigt sind.
3> Mikroglobulin knock out Mause sind nicht in der Lage, MHC Klasse | zu exprimieren. Dies
fuhrt dazu, daR keine MHC Klasse | restringierten, zytotoxischen CD8" T-Lymphozyten
ausgebildet werden kdénnen (Zijistra et al., 1990). Perforin-defiziente Mause verfligen zwar
Uber zytotoxische T-Lymphozyten und Natural-Killer-Zellen, kénnen aber keine Perforin-
abhangige Zytolyse ihrer Zielzellen bewirken (Kagi et al., 1994). Die Perforin-vermittelte

Zytotoxizitat stellt den einzigen bislang bekannten zytotoxischen Mechanismus dar, Uber den
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CD8" T-Lymphozyten und Natural Killer Zellen verfligen (Shiver & Henkart, 1992). Diese
beiden immundefizienten Mausstdmme sowie C57BL/6J Wildtypmause wurden mit CVB3

infiziert und der Verlauf der Infektion verglichen.

Die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchungen und der in situ Hybridisierungen
zum Nachweis der enteroviralen Infektion zeigen, dall C57BL/6J Wildtypmause infolge der
CVB3-Inokulation eine akute Myokarditis entwickeln, welche einhergeht mit maRiggradiger
Schadigung des Myokards. Im Verlauf der generalisierten CVB3-Infektion ist nicht
ausschliel3lich das Herz als Manifestationsorgan betroffen. Wahrend der akuten Phase der
Infektion lasst sich enterovirale RNA auch in Milz und Pankreas nachweisen. Ein dhnliches
Infektionsmuster der Organe wurde bei CVB3-infizierten SWR/J Mausen (H-29) beschrieben
(Klingel et al., 1996). Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es bei den C57BL/6J Mausen
zur Eliminierung des Virus aus dem Organismus und zu reparativen Prozessen in den
geschadigten Geweben. 28 Tage p.i. kann weder im Myokard noch in anderen Organen
virale RNA nachgewiesen werden. Die C57BL/6J Mause entsprechen somit dem Typ eines
resistenten Mausstammes, in welchem die Infektion zur Ausheilung gelangt. Resistenz bzw.
Permissivitat der Mause im Hinblick auf die Entwicklung einer chronischen Herzerkrankung
ist abhangig vom Genotyp, jedoch nicht vom H-2 Haplotyp des jeweiligen Mausstammes
(Rose et al., 1988; Klingel et al., 1992). So konnte gezeigt werden, dal’ DBA/1J Mause
(H-29) im Gegensatz zu SWR/J Mausen (H-29) in der Lage sind, das Virus wahrend der
akuten Phase der Infektion erfolgreich aus dem Organismus zu eliminieren (Klingel &
Kandolf, 1993).

Perforin knock out Mause zeigen im gesamten Verlauf der Infektion ein dem Wildtyp nahezu
identisches Bild, sowohl die Ausdehnung der Infektion als auch das Infektionsmuster der
Organe betreffend. Obwohl die Perforin-defizienten Mause 8 Tage p.i. eine geringfugig
grof¥flachigere Virus-induzierte Myokardschadigung im Vergleich zu den immunkompetenten
Kontrolimausen aufweisen, gelingt ihnen im weiteren Verlauf der Infektion die Eliminierung
des Virus sowohl aus dem Myokard als auch aus Milz und Pankreas. Im Gegensatz dazu
zeigen 3, Mikroglobulin knock out Mause den fir einen permissiven Mausstamm typischen
Verlauf der CVB3-Infektion, welcher einhergeht mit einer akut schwer verlaufenden
Herzmuskelentziindung. Diese ist charakterisiert durch groRflachige Zerstérung des
Myokards in Gegenwart zahlreicher CVB3-infizierter Myozyten und mononuklearer
Infiltratzellen. In Korrelation zu den C57BL/6J und Perforin knock out Mausen lasst sich auch
bei den R, Mikroglobulin knock out Mausen wahrend der akuten Phase der Infektion virale

RNA in Milz und Pankreas nachweisen. Jedoch gelingt es den R,
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Mikroglobulin knock out Mausen nicht, den Infektionserreger aus dem Organismus zu
eliminieren und den Entziindungsprozess in Herz und Pankreas einzuddammen. 28 Tage p.i.
haben diese immundefizienten Tiere eine chronische Myokarditis und chronische
Pankreatitis entwickelt, welche jeweils mit der Persistenz enteroviraler RNA einhergehen.
Der Verlauf der CVB3-Infektion im Myokard der 3, Mikroglobulin knock out Mause entspricht
im wesentlichen dem eines permissiven Mausstammes wie er bei den immunkompetenten
SWR/J-, DBA/2J-, A.BY/SnJ-, A.CA/Snd- und A.SW/SnJ-Mausen beschrieben wurde
(Klingel et al., 1996; Klingel et al., 1993; Albrecht, 1991). In der chronischen Phase der
Infektion |asst sich bei den 3, Mikroglobulin knock out Mausen auch in der Milz und in
ortstandigen Immunzellen des Zentralnervensystems virale RNA nachweisen. Von
permissiven SWR/J-Mausen ist bekannt, dal in der chronischen Phase der Infektion

enterovirale RNA in Milz und Lymphknoten persistiert (Klingel et al., 1996).

Durch verschiedene Arbeitsgruppen wurde die These postuliert, dall der Myozytenuntergang
in der akuten Phase der CVB3-induzierten Myokarditis durch CD8* zytotoxische T-
Lymphozyten mit Hilfe der Perforin-Granzym-vermittelten Zytotoxizitat hervorgerufen wird
(Huber et al., 1984; Guthrie et al., 1984; Seko et al., 1992). Hinweise flr eine mdgliche
Beteiligung MHC Klasse I-restringierter zytotoxischer Effektormechanismen an der
myokardialen Gewebeschadigung im Verlauf der enteroviralen Myokarditis ergaben sich aus
der Beobachtung, dal® Myozyten ab dem 3 Tag p.i. verstarkt MHC Klasse | exprimieren
(Seko et al., 1990). Die Anwesenheit von CD8" T-Lymphozyten sowie der Nachweis der
Perforinexpression im Myokard wahrend der akuten Phase der enteroviralen
Herzerkrankung fiihrte zur Theorie der Perforin-vermittelten Myozytolyse (Young et al., 1990;
Seko et al.,, 1991; Seko et al.,, 1992). Eine Bestatigung dieser Hypothese wiirde erwarten
lassen, dal® die Gewebeschadigung im Myokard akut infizierter Perforin-defizienter Mause
geringere Ausmale erreicht als in den immunkompetenten Kontrolltieren. Tatsachlich zeigte
sich jedoch bei den Perforin knock out Mausen 8 Tage p.i. eine etwas starkere
Myokardschadigung im Vergleich zu den C57BL/6J Mausen. Das histopathologische Bild
und der Verlauf der CVB3-Infektion in den Perforin knock out Mausen macht deutlich, daf
die Perforin-Granzym vermittelte Zytotoxizitdt keinen wesentlichen Faktor fir die
Gewebeschadigung im Myokard akut infizierter Tiere darstellt. Vielmehr sprechen diese
Befunde dafir, daly die bei den CVB3-infizierten Perforin knock out Mausen beobachtete

Myozytolyse durch die zytolytische Aktivitat des Virus bedingt ist.
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Zahlreiche Untersuchungen anhand anderer Virusinfektionen haben gezeigt, dal} die
zelluldre Zytotoxizitat einen entscheidenden Beitrag zur effektiven Eliminierung viraler
Infektionserreger aus einem Organismus leisten kann. Die zellulare Zytotoxizitat kann tber
zwei verschiedene Mechanismen vermittelt werden. Bei Infektionen mit nicht-
zytopathogenen Viren, wie dem lymphozytaren Choriomeningitisvirus oder Theiler’s Virus,
spielt der Perforin-Granzym-Mechanismus, welcher von CD8" T-Lymphozyten und Natural
Killer Zellen vermittelt wird, eine herausragende Rolle fiir die Eliminierung der Erreger (Kagi
et al., 1994; Dethlefs et al.,, 1997). Der Fas/FasLigand-Mechanismus stellt einen zweiten
Mechanismus zur Vermittlung zellularer Zytotoxizitat dar. Dieses System wird hauptsachlich
von CD4" T-Lymphozyten genutzt, aber auch CD8" T-Lymphozyten und Natural Killer Zellen
kénnen den FasLiganden zu exprimieren (Stalder et al., 1994; Arase et al., 1995). Die
Fas/FasLigand-vermittelte Zytotoxizitat ist fir die Regulierung des physiologischen Zelltodes
in regenerativen Zellpopulationen wie Immunzellen, Epithelzellen, Fibroblasten ect.
bedeutsam und Fas wird in gréferen Mengen auch im Herzmuskel exprimiert (Watanabe-
Fukunaga et al., 1992). Bis heute gibt es noch keinen eindeutigen Nachweis, dal} der
Fas/FasLigand-Mechanismus eine Bedeutung hat bei der Eliminierung von
Infektionserregern aus einem Organismus (Hahn et al., 1995). Sowohl der Fas/FasLigand-
Mechanismus als auch die Perforin-Granzym vermittelte Zytotoxizitat fuhren zum
apoptotischen Untergang der Zielzelle. Zur Darstellung eventueller Unterschiede zwischen
den immundefizienten Stammen und dem Wildtypstamm in der Apotosehaufigkeit, bzw. der
Art der apoptotischen Zellen, wurde an dem Myokardgewebe CVB3-infizierter und nicht-
infizierter Tiere aller drei Mausstdamme der TUNEL-Assay durchgeflihrt. Die Befunde
diesbezlglich waren in allen drei Mausstammen identisch. Bei den TUNEL-positiven Zellen
handelt es sich hauptsachlich um Infiltratzellen, welche vermutlich im Rahmen des
physiologischen Rickgangs der Infiltrate im Verlauf der Infektion oder aufgrund von
Alterungsvorgangen apoptotisch eliminiert werden. Die apoptotischen Endothelzellen in der
frihen Phase der CVB3-Infektion stellen einen interessanten Befund dar. Da die nicht-
infizierten Kontrolltiere keine TUNEL-positiven Endothelzellen aufwiesen, ist die Annahme
berechtigt, dal dieser Vorgang Virus-induziert ist. Es ist bislang unklar, ob die apoptotischen
Endothelzellen infiziert sind und welcher Mechanismus fir diesen Vorgang verantwortlich ist.
Kurzlich wurde jedoch gezeigt, dall Endothelzellen in vivo produktiv mit CVB3 infizierbar sind
(Klingel et al., 1998). Diese Beobachtungen geben erste Hinweise auf Strategien, mit deren
Hilfe Enteroviren die Blutbahn-Gewebe-Barriere Uberwinden. Sowohl bei den Perforin- und
3, Mikroglobulin knock out Mausen als auch beim Wildtypstamm C57BL/6J konnten

wahrend der akuten Phase der CVB3-Infektion einige wenige apoptotische Myozyten
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identifiziert werden. Diese Beobachtung korreliert mit den Untersuchungen von Peng (Peng
et al.,, 2001), der bei permissiven SWR-Mausen wahrend der akuten Phase der CVB3-
Infektion 15 apoptotische Myozyten pro Schnittebene fand. Die Anzahl der apoptotischen
Myozyten ist jedoch im Vergleich zu einer Anzahl von mehr als 250 infizierten Myozyten pro
Schnittebene bei akut infizierten permissiven A.CA/SnJ-Mausen (Mall et al., 1991) sehr
gering und weist darauf hin, dafl3 die Mehrzahl der infizierten Herzmuskelzellen durch Virus-
induzierte Myozytolyse zugrunde geht. Dahingegen stellt die Apoptose von Myozyten ein
seltenes Ereignis dar, welches die groRflachige Schadigung des Myokards wahrend der

akuten Phase der Infektion nicht bedingen kann.

Die Befunde in den Perforin knock out Mausen machen zudem deutlich, dal} Perforin weder
fur die Schadigung des Myokards verantwortlich gemacht werden kann, wie von einigen
Untersuchern vermutet (Young et al. 1990, Seko et al. 1992), noch eine protektive Rolle im
Verlauf der CVB3-Myokarditis spielt. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dal die
Perforin knock out Mause zwar eine geringfligig héhere Viruslast tragen und daraus
resultierend auch eine etwas gréRere Nekroseflache aufweisen, die Tiere jedoch insgesamt
einen den C57BL/6J Wildtypmausen sehr ahnlichen Verlauf gezeigt haben und in der Lage
waren, die Infektion zu eliminieren und die Entziindungsreaktion in der akuten Phase der
Erkrankung einzudammen. Aus diesen Untersuchungen kann geschlossen werden, daf} eine
funktionelle Perforin-Granzym-vermittelte Zytotoxizitat nicht notwendig ist fir die
Eliminierung der CVB3-Infektion aus dem Organismus. Diese Beobachtung befindet sich im
Einklang mit Untersuchungen Uber die Bedeutung der zelluldren Zytotoxizitédt bei anderen
viralen Infektionen. Es hat sich gezeigt, dall die Perforin-Granzym vermittelte Zytotoxizitat
bei der Eliminierung von nicht-zytolytischen Viren, wie dem Ilymphozytaren
Choriomeningitisvirus, eine herausragende Rolle spielt. Die Eliminierung lytischer Viren, wie
dem Vaccinia Virus, dem vesikularen Stomatitis Virus und dem Rotavirus bedarf nicht der
Perforin-Granzym vermittelten Zytotoxizitat, wohl aber CD8" zytotoxischer Effektorzellen,
welche z. B. durch die Sekretion von Zytokinen, wie Interferon-y, antiviral wirken (Kagi et al.,
1995; Franco et al.,, 1996). Auch bei den Coxsackieviren handelt es sich um klassische
zytolytische Viren. Unsere Untersuchungsergebnisse sowie die Befunde in der Literatur
(Chow et al., 1992; Klingel et al., 1993; McManus et al., 1993) unterstreichen, dal} wahrend
der akuten Phase der enteroviralen Herzerkrankung die Virus-induzierte Zytolyse fir die
Myozytenschadigung verantwortlich ist und die =zellular vermittelte Zytotoxizitat eine
untergeordnete Rolle sowohl hinsichtlich der Gewebeschadigung als auch hinsichtlich der

Eliminierung infizierter Zellen spielt.
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Der Verlauf der CVB3-Infektion in den R, Mikroglobulin knock out Mausen unterstutzt die
Theorie, dall die initiale Virusbeladung des Organismus wahrend der akuten Phase der
Infektion einen entscheidenden Faktor hinsichtlich viraler Persistenz und Chronizitat der
Erkrankung darstellt. Vergleicht man wahrend der akuten Phase die Ausdehnung der CVB3-
Infektion im Myokard permissiver und resistenter Mausstdmme, so zeigt sich, da} die
permissiven Stdmme initial eine sehr viel hdhere Viruslast aufweisen (Klingel et al., 1993).
Dies trifft auch im Fall der 3, Mikroglobulin knock out Mause zu. Die infizierte Flache im
Myokard der 3, Mikroglobulin knock out Mause war 8 Tage p.i. circa 7 mal so grol3 wie die
der C57BL/6J Mause. Ein noch deutlicherer Unterschied ergab die Messung der Flache der
Gewebeschadigung, welche bei den 3, Mikroglobulin knock out Mausen 20fach Uber der des
Wildtyps lag. Offensichtlich spielen Effektoren der Immunantwort wahrend der friilhen Phase
der Infektion (2.-6. Tag p.i.) eine wesentliche Rolle bezilglich der Eingrenzung der
Virusreplikation und Terminierung einer chronischen Herzerkrankung. Das defiziente
Immunsystem der 3, Mikroglobulin knock out Mause ist verantwortlich fur die hohe Viruslast
wahrend der akuten Phase der CVB3-Infektion, welche im weiteren Verlauf der Erkrankung
nicht wirkungsvoll eingeddammt werden kann. Daraus ergibt sich die Persistenz viraler RNA
im Myokard sowie die Chronizitat der Herzerkrankung bei den 3, Mikroglobulin knock out
Mausen. Der Verlauf der CVB3-Infektion in den R, Mikroglobulin-defizienten Tieren ist dem
Verlauf in immunkompetenten permissiven Mausstammen sehr ahnlich, wahrend die
C57BL/5J-Wildtypmause dem Typ eines resistenten Mausstammes entsprechen. Dabei stellt
sich die Frage, welche Faktoren in diesen immundefizienten Tieren zu einem permissiven
Phanotyp gefuhrt haben. Eine Analyse dieser Faktoren kann wertvolle Hinweise auf
Immunmechanismen geben, welche auch in einem immunkompetenten Organismus die
Terminierung einer chronischen Erkrankung bedingen. Urspriinglich wurden die 0,
Mikroglobulin-defizienten Tiere als gesunder, fertiler Phanotyp beschrieben, der keine MHC
Klasse I-Oberflachenproteine und TCRafCD4 CD8" T-Zellen aufweist (Zijlstra et al., 1990).
Hierbei wurde gezeigt, dafl die MHC Klasse I-Molekile zwar kritisch sind fir die Entwicklung
von CD8" T-Zellen, ihnen jedoch keine nennenwerte Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung und der Genese der lymphatischen Organe zukommt. Inzwischen
haben Untersuchungen Uber den Verlauf der LCMV-Infektion in 3, Mikroglobulin defizienten
Tieren und CD8" knock out M3usen signifikante Unterschiede aufgezeigt (Fung-Leung et al.,
1991; Lehmann-Grube, 1993) und es konnte nachgewiesen werden, dal} schwere Ketten
der MHC Klasse | unter Umstanden auch ohne B, Mikroglobulin an die Zelloberflache
gelangen (Bix & Raulet, 1992). Inwieweit diese Molekile Antigenpeptide prasentieren

kénnen, ist unklar (Lehmann-Grube et al., 1994). Sie bieten jedoch eine
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Erklarungsmoglichkeit fir die Anwesenheit der wenigen CD8" T-Zellen in den R,
Mikroglobulin knock out Mausen, da mit Hilfe dieser schweren Ketten eventuell eine gewisse
Selektionierung von CD8" Zellen im Thymus erfolgen kann. Im folgenden wird naher darauf
eingegangen, inwieweit die bei den B, Mikroglobulin knock out Mausen beschriebenen
Immundefekte (Raulet, 1993) auf die Entwicklung einer persistierenden CVB3-Infektion

EinfluR nehmen konnten.

Die Hauptaufgabe der CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten liegt in der MHC Klasse |-
restringierten Erkennung und Zerstorung Antigen-prasentierender Zielzellen (Zinkernagel &
Doherty, 1974). Das Auftreten einer persistierenden CVB3-Infektion in 3, Mikroglobulin
knock out Mausen weist darauf hin, dak CD8" T-Lymphozyten protektiv wirken. Die Befunde
aus den CVB3-infizierten Perforin knock out Mausen machen deutlich, da} nicht die
Perforin-Granzym vermittelte Zytotoxizitat, sondern andere wichtige Effektormechanismen
der CD8" T-Lymphozyten protektive Effekte vermitteln. Hierzu gehort die Fahigkeit der CD8"
T-Lymphozyten, verschiedene Zytokine und Chemokine zu sezernieren, welche sowohl eine
Modulation der Immunantwort als auch eine direkte Wirkung auf die Zellen der
Manifestationsorgane entfalten. CD8" T-Lymphozyten sind in der Lage, Interferon-o. und -y,
Tumor Nekrose Faktor-o und -B sowie die Chemokine Rantes, MIP-1a und MIP-18 zu
synthetisieren (Janeway & Travers, 1997; Cocchi et al., 1995). Interferon-y kommt bei der
Abwehr zahlreicher Infektionskrankheiten eine Schlisselrolle zu (Feduchi & Carrasco, 1991;
Yang et al., 1995; Tay & Welsh, 1997). Es konnte gezeigt werden, daf® die Replikation von
CVB3 in Zellkulturen humaner, fétaler Herzzellen durch Zugabe von Interferon-y gehemmt
werden kann (Kandolf, 1985). Dieser Befund deutet auf eine wichtige Rolle von Interferon-
v bei der Immunabwehr der CVB3-Infektion hin. In vivo stellt sich Interferon-y als potenter
Makrophagenaktivator dar und bewirkt eine Induktion der Stickstoffmonoxidsynthetase
(iINOS) in den Makrophagen (Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993). TNF-a und -3 Uben
einen synergistischen Effekt auf diese Vorgange aus (Nathan, 1992). NO, das Produkt der
Stickstoffmonoxidsynthetase, hat eine hervorragende antimikrobielle Wirkung und ist
beteiligt an der Abwehr =zahlreicher viraler Infektionen durch die Hemmung der
Virusreplikation (Green & Nacy, 1993; Karupiah et al., 1993). Es gibt Hinweise, da® NO auch
im Verlauf der CVB3-Myokarditis eine inhibierende Wirkung auf die Virusreplikation ausibt
(Lowenstein et al.,, 1996). Diese Befunde konnten durch Untersuchungen an CVB3-
infizierten INOS-defizienten Mausen verifiziert werden (Zaragoza et al., 1998). Der Vergleich
zwischen permissiven und resistenten Mausstdmmen hat gezeigt, da} die resistenten
DBA/1J Mause wahrend der akuten Phase der CVB3-Myokarditis relativ mehr iNOS
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synthetisieren als permissive SWR/J Mause und somit die Virusreplikation hemmen,
wodurch die Zell-zu-Zell Ausbreitung der Infektion limitiert werden kann (Klingel et al.,
1998a).

Es muB allerdings berlicksichtigt werden, dalk CD8" T-Lymphozyten in vivo nicht die einzige
Zellpopulation darstellt, die in der Lage ist, Interferon—y zu sezernieren. Gleiches qilt fir die
anderen Zytokine und Chemokine. Auch Natural Killer Zellen produzieren bereits sehr friih
wahrend einer Infektion, noch bevor eine T-Zellantwort erfolgt, groRe Mengen an Interferon-
y. Im weiteren Verlauf einer Immunantwort synthetisieren nach Aktivierung der T-Zellen unter
anderen auch Th1 Zellen Interferon-y (Janeway & Travers, 1997). Bei der murinen
Rotavirusinfektion konnte gezeigt werden, daR CD8" T-Lymphozyten aus Perforin-
defizienten Mausen nach adoptivem Transfer in persistent infizierte Rag2 knock out Mause
eine Eliminierung der Rotaviren bewirkt haben. Fir diesen Effekt wurde vor allem das von
den transferierten CD8" T-Zellen synthetisierte Interferon-y und TNF-a verantwortlich
gemacht, da mit Rotavirus infizierte Interferon-y knock out Mause das Virus ebenso schnell
und effizient aus dem Organismus eliminieren kénnen wie der Wildtypstamm (Franco et al.,
1997). Bei Rag2 knock out Mausen handelt es sich um Tiere, die weder Uber B- noch Uber
T-Lymphozyten verfligen, so dal die transferierten CD8" T-Zellen die einzige Quelle fiir
Zytokine lymphozytaren Ursprungs darstellen. Welche Rolle die von CD8" zytotoxischen T-
Lymphozyten sezernierten Zytokine bei den 3, Mikroglobulin knock out Mausen, ist bislang
allerdings unklar, da diese Mause, im Gegensatz zu den Rag2 knock out Mausen, Uber B-
und T-Lymphozyten verflugen, die als potentielle Zytokinquelle ebenfalls in Frage kommen.
Die Befunde von Franco et al. lassen allerdings Spekulationen Uber bislang unbekannte,
CD8" vermittelte Effektormechanismen zu, bei denen es sich beispielsweise um noch nicht

identifizierte, CD8" T-Zell-spezifische Zytokine handeln kénnte.

Neben ihrem EinfluR auf CD8" T-Lymphozyten hat die Abwesenheit von MHC Klasse |
Molekilen auch Auswirkungen auf die Funktionalitat der Natural Killer Zellen. Bis heute ist
nicht bekannt, ob und wie Natural Killer Zellen eine Pragung hinsichtlich "eigen" und "fremd"
erfahren. Auch beziglich der Erkennung ihrer Zielzellen gibt es viele ungeklarte Fragen.
Man weil® aber, dall die Expression von MHC Klasse | Zellen vor einem Angriff durch
Natural Killer Zellen schitzt. Je weniger MHC Klasse | eine Zelle exprimiert, desto
empfanglicher ist sie flr eine Natural Killer Zell-vermittelte Lyse (Ljunggren & Karre, 1990).
Die R, Mikroglobulin knock out Mause weisen eine dem Wildtyp vergleichbare Anzahl an
Natural Killer Zellen auf und es hat sich gezeigt, dal® R, Mikroglobulin-defiziente Zellen sehr

sensitiv sind gegentber einer Zellyse durch Wildtyp Natural Killer Zellen (Liao et al., 1991).
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Ware die Aktivitdt der Natural Killer Zellen der R, Mikroglobulin knock out Mause
vergleichbar mit der Aktivitat der Natural Killer Zellen in Wildtypmausen, kénnte man einen
autoimmunen Angriff auf die MHC-defizienten Zellen erwarten. Dies ist jedoch nicht der Fall.
Vielmehr fand sich, dall die Natural Killer Zellen der [, Mikroglobulin knock out Mause eine
verminderte Aktivitat entfalten hinsichtlich ihrer Fahigkeit, YAC-1 Zellen zu toten (Liao et al.,
1991). Die Natural Killer Zellantwort in vivo gegenuber viralen Infektionen scheint allerdings
weniger beeintrachtigt zu sein, als die in vitro Daten vermuten lassen. Danach konnten B3,
Mikroglobulin defiziente Mause eine Infektion mit dem Natural Killer Zell-sensitiven murinen
Zytomegalievirus ebenso effizient eliminieren wie der Wildtypstamm (Tay et al., 1995). Da
die Natural Killer Zellen wahrend der akuten Phase der CVB3-Infektion bei allen drei
Mausstammen in grof3er Anzahl im Myokard nachweisbar sind, fungieren sie vermutlich als
frhe Zytokinquelle, da sie in der Lage sind, Interferon-y und TNF-a zu sezernieren (Paya et
al., 1988). Infektionsversuche mit scid-Mausen, welche weder Uber B- noch uber T-
Lymphozyten verfugen, haben gezeigt, dal} Natural Killer Zellen und die weiteren Effektoren
der angeborenen Immunitat ohne Mitwirkung von T- und B-Lymphozyten nicht in der Lage
sind, die CVB3-Infektion zu beherrschen. Alle CVB3-infizierten scid Mause starben wahrend
der akuten Phase der Infektion (Chow et al., 1992). Dies legt die Vermutung nahe, daf}
Natural Killer Zellen von untergeordneter Bedeutung fir die Eliminierung infizierter Zellen
sind, jedoch aufgrund der Produktion von Zytokinen, wie Interferon-y, als friihe Zytokinquelle

wichtig fur die Aktivierung anderer Immunzellpopulationen sind.

Aus einer Reihe von Untersuchungen ist bekannt, daf® 3, Mikroglobulin knock out Mause
nicht nur defizient in der Expression von MHC Klasse I-Molekilen sind, sondern ebenfalls
nicht in der Lage sind, CD1 zu exprimieren (Brossay et al., 1997). Die CD1 Familie umfasst
eine Reihe von Oberflachenproteinen, welche wie MHC Klasse | aus einer schweren Kette
und R, Mikroglobulin bestehen. Sie weisen strukturell grole Ahnlichkeit mit MHC Klasse |
auf (Porcelli, 1995). Gleichwohl unterschieden sie sich in mehreren Punkten von MHC
Klasse I-Molekllen: die Gene fiir die schwere CD1-Kette liegen auRerhalb des Bereiches,
der fir MHC Klasse | kodiert (Calabi & Bradbury, 1991) und die CD1 Molekile weisen nicht
den Polymorphismus der MHC Klasse | Molekile auf (Lantz & Bendelac, 1994). CD1 wird
hauptsachlich von T- und B-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und
Knochenmarkzellen exprimiert, wobei vor allem B-Lymphozyten grélRere Mengen an CD1
auf ihrer Oberflache aufweisen (Brossay et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dal CD1 in
der Lage ist, Peptide zu binden und zu prasentieren (Castano et al., 1995). Diese Fahigkeit

und die selektive Expression durch vorwiegend klassische Antigen-prasentierende Zellen
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lassen eine Aufgabe als weitere Antigen-prasentierende Molekile neben MHC Klasse | und
I vermuten (Porcelli, 1995). Tatsachlich wurde in Zusammenhang mit CD1 eine
Zellpopulation identifiziert, bei der es sich um CD4*NK1" T-Zellen handelt (Bendelac et al.,
1995). CD4*'NK1" T-Zellen weisen sowohl Charakteristika von CD4" T-Zellen als auch von
Natural Killer Zellen auf (Arase et al., 1992) und sind in der Lage, neben Th1- und Th2-
typischen Zytokinen groRe Mengen Interleukin-4 zu sezernieren. Damit scheint ihnen eine
wichtige immunmodulatorische Funktion hinsichtlich der Regulierung der T-Helferzellantwort
zuzukommen (Yoshimoto & Paul, 1994). Interleukin-4 induziert eine Th2 Antwort, welche
wiederum eine Aktivierung der humoralen Immunantwort bewirkt. Bei den B, Mikroglobulin
knock out Mausen findet sich keine CD1 Expression (Brossay et al., 1997) und es konnte
gezeigt werden, dal} die Anzahl der CD4*'NK1.1* Zellen signifikant reduziert ist (Yoshimoto
et al., 1995). Obwohl in den 3, Mikroglobulin knock out Mausen eine spontane Th2 Antwort
im Verlauf der murinen Leishmaniose auch ohne CD4'NK1.1" Zellen induziert werden
konnte, gibt es gewisse Abnormalitaten in der Antikérperantwort dieser immundefizienten
Tiere (Brown et al., 1996). 3, Mikroglobulin knock out Mause, welche mit Vaccinia Virus
infiziert wurden, entwickelten niedrigere 1gG-Antikérpertiter im Serum als die Wildtypmause
(Spriggs et al., 1992). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal die 3, Mikroglobulin knock out
Mause im Verlauf der LCMV-Infektion eine verspatete Antikdrperantwort entwickelten
(Lehmann-Grube et al., 1993). Die CD1-Defizienz und die damit verbundene reduzierte
Anzahl an CD4°'NK1.1" Zellen bieten einen Erklarungsansatz fir diese Befunde, da die
Immundefekte eine Imbalanz zwischen Th1- und Th2-Zellen zu ungunsten einer effizienten
humoralen Immunantwort verursachen kénnten. Im Verlauf zahlreicher viraler, bakterieller
und parasitarer Infektionen vermittelt eine Th1 Antwort Protektion, wahrend eine Th2 Antwort
haufig zu Permissivitat und Fortschreiten der Erkrankung fiihrt. Dies konnte unter anderem
gezeigt werden bei Infektionen mit dem respiratorischen Synzytialvirus, dem murinen
aquired immunodeficiency syndrome, im Verlauf der Lepra und der Leishmaniose (Tang &
Graham, 1994; Kanagawa et al.,, 1993; Yamamura et al., 1991; Heinzel et al., 1989).
Untersuchungen zur CVB3-induzierten Myokarditis weisen aber darauf hin, da} eine Th2
Antwort auch protektive Wirkungen entfalten kann. Es konnte gezeigt werden, daf® Balb/c
Mause, welche mit einer wenig pathogenen, plaque-gereinigten CVB3-Variante infiziert
wurden eine leichte Myokarditis in Verbindung mit einer Th2 Antwort entwickelten. Wurden
die Mause hingegen mit einer pathogenen, plaque-gereinigten CVB3-Variante infiziert, so
entwickelten sie eine schwere Myokarditis einhergehend mit einer Th1 Antwort (Huber et al.,
1994). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dall Mausstdmme mit einer frihen

Antikérperantwort weniger schwere Myokardlasionen entwickeln als Mausstamme mit
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leicht verzdgerter Antikdrperantwort (Herskowitz et al., 1985; Wolfgram et al., 1986). Dieses
Ergebnis wird gestutzt von der Beobachtung, daR die zellular-vermittelte Zytotoxizitat keine
erhebliche Auswirkung auf den Verlauf der CVB3-Infektion ausiibt. Ausgehend von der
These, dal die initiale Virusbeladung kritisch ist fiir die Entwicklung einer persistierenden
Infektion, kommt den neutralisierenden Antikérpern wahrend der virdmischen Phase und der
nachfolgenden Manifestation der Infektion im Herz vermutlich eine herausragende Rolle zu.
Eine Defizienz im Bereich der humoralen Immunabwehr bei den 3, Mikroglobulin knock out
Mausen koénnte ursachlich am chronischen Verlauf der CVB3-Infektion beteiligt sein. Ein
weiterer wichtiger Hinweis auf die Bedeutung der Antikdrperantwort im Verlauf der CVB3-
Infektion liegt in der Beobachtung, daf® enterovirale RNA hauptsachlich in B-Lymphozyten
nachweisbar ist, sowohl in der akuten, als auch in der chronischen Phase der Infektion
(Klingel et al., 1996). Eine Infektion von B-Lymphozyten durch CVB3 kann verschiedene
Auswirkungen auf die Immunantwort haben. Die B-Lymphozyten kénnen sowohl direkt durch
die Virusreplikation als auch indirekt durch zytotoxische T-Lymphozyten eliminiert werden,

was zu einer Verminderung des Titers der Virus-neutralisierender Antikorper fiihren wirde.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Dissertation haben einen Beitrag zur Bedeutung der
Perforin-Granzym vermittelten Zytotoxizitdt flir den Verlauf der CVB3-Infektion im
Mausmodell geleistet. Zusammenfassen kénnen zwei wesentliche Aussagen getroffen
werden. Zum einen ist die Perforin-Granzym vermittelte Zytotoxizitat nicht notwendig fir die
Eliminierung von CVB3 aus dem Organismus. Zum anderen kann die Perforin-Granzym
vermittelten Zytotoxizitat nicht verantwortlich gemacht werden fiir die Schadigung des
Herzmuskels im Verlauf der Infektion.

Eine Analyse der verschiedenen bis heute bekannten Immundefekte der R, Mikroglobulin
knock out Mause hat Moglichkeiten aufgezeigt bezlglich der Terminierung einer
chronischen Herzerkrankung und myokardialen Viruspersistenz. Dabei ist vor allem die
humorale Immunantwort in den Mittelpunkt des Interesses geriickt. Eine eingehende
Untersuchung der humoralen Immunantwort kdnnte wichtige Einblicke Uber immunologische
Effektormechanismen erbringen, welche den Ubergang der akuten Enterovirus-Myokarditis
in eine chronische Verlaufsform kontrollieren. Da CVB3 offensichtlich einen Tropismus fur B-
Lymphozyten hat (Klingel et al., 1996), ware eine funktionelle Charakterisierung infizierter B-
Lymphozyten in permissiven und resistenten Mausstammen im Verlauf der Myokarditis von
grol3er Relevanz. Eine eingehende Untersuchung der T-Helferzellantwort in resistenten und
permissiven Tieren kdénnte Aufschlufd geben Uber Zytokinimbalanzen und die Beteiligung

weiterer Zellpopulationen an einer eventuellen Beeintrachtigung der humoralen
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Immunabwehr. Daraus kénnten sich therapeutische Ansatze mit der Moglichkeit ergeben,
einen permissiven Phanotyp durch exogene Zytokingabe in einen resistenten Phanotyp zu

modulieren.
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