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Experimental Myoearditis Induced with Coxsaekie Virus in Baby Mice 

Morphology and the Problems Involved in Detection of the Virus 

Summary. Morphologie Changes in Baby-mice injected with Coxsaekie-B1-Virus are describ- 
ed. By light microscopy a time related distribution pattern is shown, which is correlated to a 
significant increase of heart weight Electronmieroseopic findings do not indicate direct damage 
of heart muscle cells by virus but suggest the importance of circulation disturbance in patho- 
genesis of virus infection. Probably this is triggered by aggregations of thromboeytes related to 
phagocytosis of virus by platelets. 

Zusammen/assung. An Herzmuskeln yon mit Coxsaekie-B1-Viren infizierten Babymgusen 
konnte lichtmikroskopiseh ein zeitlieh definiertes Ausbreitungsmuster nachgewiesen werden, 
dem ein signifikanter Anstieg des Herzgewichts korreliert ist. Die elektronenmikroskopisehen 
Befunde sprechen dafiir, dag die Herzmuskelzellen nieht unmittelbar yon Viren geseh~digt 
werden, sondern dag primar ZirkulationsstSrungen ffir die Pathogenese der Virusinfektion yon 
Bedeutung sind. Wahrseheinlieh werden diese durch die Phagocytose yon Viren dureh Throm- 
boeyten und die damit verbundene Thrombocyten-Aggregation ausgelSst. 

Seit der Entdeekung der Coxsackie-Viren dureh Dalldorf u. Sickles (1948) und 
der grundlegenden histopathologischen Arbeit yon Johnsson (1956) widmeten 
sich in zunehmendem MaBe sowohl Morphologen als aueh Kliniker diesem Gebiet 
(StSber, 1952; Lukacs et al., 1960, Seifert, 1961 ; Feehner st al., 1963; Doerr, 1967, 
1971; Itofmann, 1971). Abgesehen yon der M6gliehkeit, Virus-Antigen mit der 
direkten Fluoreseenz-AntikSrper-Methode nachzuweisen (Coons u. Kaplan, 1950; 
Buekley, 1956 ; Rabin et al., 1964), ist Zielsetzung dieser Untersuehungen, die Wech- 
selwirknng zwisehen Virus und Wirtszelle and deren Pathogenit/~t besser zu ver- 
stehen. W/~hrend auf Grund der lichtmikroskopischen Befunde ffir eine erfolgte 
Infektion die Trias yon Exsudat, Nekrose und Entzfindungszellen angefiihrt wird, 
versueht man mit Hilfe des Elektronenmikroskops einen tieferen Einbliek in die 
Biokine~ik der Virusinfektion zu gewinnen. So haben Jezequel and Steiner (1966) 
die feinstrukturellen Vergnderungen yon Kulturen mensehlicher embryonaler 
Lungenzellen nach lJberimpfen mit Coxsaekie-A-Viren und ihren wahrseheinliehen 
Replikationsmeehanismus im Cytoplasma besehrieben. 

Elektronenmikroskopische Arbeiten fiber das Herz yon mit Coxsaekie-Viren in- 
fizierten Babymgusen (Rabin, 1964; Sohal et al., 1967, 1969) beschreiben neben 
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pathologischen  Ver/£nderungen des Herzmuske ls  virus/~hnliche Pa r t ike l  in Myo- 
cyten.  Der  Beweis, dab  es sich tats&ehlich um Viren hande l t ,  i s t  vor  a l lem dadureh  
erschwert ,  dab  die Coxsaekie-¥ i ren  hinsicht l ieh GrSge, Ges ta l t  und  Elek t ronen-  
d ichte  nur  sehwer gegen Ribosomen  und  Glykogen abzugrenzen sind. Aus  diesem 
Sachverha l t  e rgibt  sich deshalb erneut  die F rage  nach  der Aussagekra f t  eines elek- 
t ronenmikroskopischen  Nachweises  und  der  pa th i schen  Wer t igke i t  der  Coxsaekie- 
Viren im Herzmuskel .  Dieser Frages te l lung  soll der  nun Iolgende Ber ieht  fiber Be- 
funde an  mi t  Coxsackie-B1-Viren inf izier ten Herzen  yon Babym/~usen dienen. 

Material und Methode 

Versuchsau/bau. 48 vicr Tage alte Babym~use vom Stamm :NMRI Hannover erhielten in- 
traperitoneal 0,1 ml yore Uberstand einer mit Coxsackie-B1-Virusstamm ilffizierten Affennie- 
renzellkul~ur (Titer i06, ~ TCIDs0 pro ml). Als Kontrollen dienten zusatzlich je zwei Verglcichs- 
gruppcn mit je 48 Tieren. Die erstc Kontrollgruppe erhielt eine entsprcchende Leerinjektion 
des ~berstandes einer nichtinfizierten Affenniercnzellkultur, bei der zweitcn Kontrollgruppe 
hingegen effolgte keine Injektion. Alle Versuchstiere (insgesamt 176)wurdcn unter jeweils 
gleichen Bedingungen bci den Muttertieren belassen. Die TStung der Ticre erfolgte durch De- 
kapitation in bestimmten Zcitintervallen zwischen dem 1. und 37. Tag post infectionem. 

Statistik. Die statistische Auswertung wurde nach dem van der Waerden=Vorzeichentest 
(Sachs, 1970) bei einer vorgegebcnen Irrtumswahrscheinlichkeit yon p =  0,05 vorgenommen. 
Bei den Regressionsrechnungen wurden lincare Verhiiltnisse angenommen. Die Gewichtsbe- 
stimmung erfolgte am feuchtcn, formolfixierten Herzen nach vollstandiger Abpriiparierung der 
Gef~Be. 

Immun]luorescenz. 4 ~ dicke Gcfrierschnitte wurden zum direkten Antigen-~qaehweis nach 
Coons und Kaplan (1950) mit eincm FITC (Fluoresccin-Isothioeyanat) markicrtcn Coxsackic- 
B1-Antiserum beschickt, 30 rain bei 50 ° inkubiert, danach mit PBS-Puffer gcwaschen und mit 
einem Leitz-UV-Auflichtmikroskop (Orthoplan) (Lampe Hg 200 W, Filter BG 12, K 510) be- 
trachtet. 

Histologie. Ffir die Lichtmikroskopie wurden die restlichen ttcrzteile in 10 % igem Formalin 
fixiert und horizontal in drei Stufen geschnitten. 4 tz dicke Schnitte wurden mit HE, van Gic- 
son, I tbFP nach Lie (1971) und PAS gefarbt. 

Elektronenmikroskopie. Fiir die Elektronenmikroskopie wurde jewcils einc Gewebescheibe 
mit 0,5 × 2 × 2 ram Kantenl~nge aus dem linkenVentrikel cntnommen, in kSrperwarmcm 2 %- 
igem Glutardialdehyd in isoosmotischem Phosphatpuffer pH 7,2 fixiert (Einstellung der 0s- 
molarit~t auf 400 mosmol mit dem Halbmikro-Osmometer yon Knauer) und in 2% OsOa 
Millonig nachfixiert. 

Einbettung in Epon. Nachweisreaktionen auf Glykogen wurden entweder in Anlehnung an 
Hanker et al. (1964) mit I-Iilfe der Einfiihrung des osmiophilen Liganden Thiocarbohydrazid 
(TCH) oder nach Thiery (1967) nach vorangegangener Perjodatoxidation des Gewebes und an- 
schliel~ender Osmierung oder :[nkubation mit einer SilberproteinatlSsung (Merck) durchgefiihrt. 
Die Einwirkung tier Agenzien erfolgte an nicht nachkontrastierten Dfinnsehnittcn, die auf Pla- 
tinnetzcn aufgefangen waren. Bctrachtung dcr Diinnschnitte mit eincm Siemens-Elmiskop I a 
bei 80kV Besehleunigungsspannung und mit Objektraumkfihlung. Die Testanfnahmen erfolg- 
ten bei 20- und 40 000faeher Prim~rvergrSl3erung auf Kodak E LPlattcn. 

Befunde 

Statistische Auswertung. Die Herzgewiehte  der Gruppe  I und  I I  s ind in Abb.  1 
dargeste]It .  Beide Gruppen  zeigen eine e twa l ineare Gewiehtszunahme,  wobei  die 
W e r t e  der inf iz ie r ten  Gruppe  sehneller ans te igen als jene der  Kon t ro l lg ruppe  (Leerin- 
jekt ion) .  Dieser Unterseh ied  is t  (bei paarweisem Vergleich naeh van  der  Waerden)  
bei  p =0 ,005  signif ikant .  
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Abb. 1. Herzgewicht (g) in Abhgngigkeit vonder Zeit post infectionem (p. i. ; Tage). Nach Cox- 
sackie-B1-Virusinjektion zeigen die Versuchstiere bei den entsprechenden T6tungszeiten ein 
signifikant h6heres Herzgewicht (p = 0,005) gegenfiber den Kontrolltieren (Leerinjektion); 
auBerdem ist die Steigung der Regressionsgeraden mib 0,0042 deutlich grSl3er als 0,0036 bei den 
Kontrolltieren: Nicht nur das Herzgewichb ist bei der Untersuchungsgruppe (Coxsackie-B 1- 
Injektion) signifikant gr6Ber, sondern auch die Zunahme des tterzgewichts in der Zeiteinheit 

Immuno]luorescenz. Eine spezifische Fluorescenz zeigt sich nur am 4. Tag p.i. 
Wegen tier geringen Aufl6sung und der diffusen Anordnung kann nicht mit  Sicher- 
heir gesagt werden, ob es sich dabei um perinucle~re oder pericapill~re Bezirke 
handelt. Die aus der I I .  Gruppe untersuchten Herzen zeigen zu keinem Zeitpunkt 
spezifische Fluorescenz. 

Lichtmi]croslcopisch ist zuerst ein interstitielles Oedem im linken Ventrikel zu 
sehen. Am 2. Tag p.i. t reten im linken Ventrikel neben einigen R6hrenfasern ver- 
mehrt  I t ist iocyten und Makrophagen auf, wi~hrend in den VorhSfen Lymphocyten 
vornehmlich am 4. und 5. Tag p.i. zu beobachten sind. Eine Vermehrung yon lym- 
phoiden Zellen und Histiocyten ist bis zum 15. Tag p.i. in den Itenleschen Septen 
und perivasculi~r deutlich zu erkennen. Disseminierte Einzel- und Gruppenfasern- 
nekrosen treten zwischen dem 3. und 5. Tag p.i. vorwiegend in der Muskulatur des 
linken Ventrikels auf. Sie lassen sich mit  der F~rbung nach Lie (1971) als ]euchtend- 
rote Bezirke darstellen. 

Elektronenmilcroslcopisch fgllt zungehst auf, dag der tIerzmuskel in den ersten 
10 Lebenstagen sioh deutlieh yon dem adulter Tiere unterseheidet, und zwar 
sowohl bei den Kontrollen als aueh bei den infizierten Tieren. So ist der Zellverband 
nur wenig geordnet, die Kerne der Myoeyten sind grog, hell und polymorph, im 
Cytoplasma sieht man zahlreiehe Lipidtropfen. Aueh das Interst i t ium des tIerz- 
muskels zeigt in den ersten 10 Lebenstagen mehr IIistiocyten und kleine rundker- 
nige Zellen als das der glteren Tiere. 



Abb. 2. Virusverdgchtige Partikel: a Aussehnitt aus Myocyt 5. Tg. p. i. : An den mit Pfeilen 
markierten Stellen Gruppen elektronendichter 200 A groBer Partikel, in deren Umgebung 
vermehrt vesikulire Membrankomplexe zu beobaehten sind. I)aneben im Cytoplasma kleinere 
undgr6Bere Bartikel geringerer Massendieke, die Ribosomen und Glykogen darstellen, b Aus- 
sehnitt aus Histioeyt (gleiehes Prip.  wie in a), das Cytoplasma besteht vorwiegend aus *ubu- 
liiren und vesikul~ren Elementen, wie sie aueh in der infiz. Zellkultur besehrieben wurden 
(J6z6quel et al., 1967). In  der Peripherie Aggregate yon virusverd~ch~igen P~rtikeln. e Throm- 
boeytenaussehnitte aus einer Capillare eines Herzmuskels 2. Tag p.i. mit  einzelnen oder in 
Gruppen angeordneten virusverd~chtigen Partikeln, z. T. aueh als Aggregate in EinsehluB- 

vaeuolen. Arch. Nr.: 1415/72, 188/73 und 2112/72; el. opt. 20000:1 
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An degenerativen Ver/inderungen sieht man 24 Std p.i. auger einem intersti- 
tiellen Oedem nut  eine Erweiterung des longitudinalen und transversalen Retieu- 
lum der Myoeyten. 

Zwisehen dem 3. und 5. Tag p.i. haben die Ver/tnderungen ihren H6hepunkt er- 
reieht. Die Myoeyten zeigen die typisehen Plasmablasen, ferner Vesikelkonglo- 
merate, dehiszente Glanzstreifen und Lysosomen. Hydropiseh geschwollene Zellen 
lassen eine weitgehende Desintegration und Lyse aller Zellorganellen erkennen. Die 
Zellkerne sehr vieler Myoeyten sind durch bizarre Verformungen der Kernober- 
flgehen sowie dutch Zunahme des Heteroehromatins eharakterisiert; aueh ein 
perinuele~res Oedem ist nieht selten. Am 5. Tag p.i. finder sieh eine deutliehe Auf- 
hellung der Nueleolen. 

Ribosomen, Glykogen und Golgimembranen sind in den ersten Lebenstagen 
sowohl bei den infizierten Tieren als aueh bei den Kontrollen in abundanten Mengen 
vorhanden, um ab 16. Tag allm/thlieh abzunehmen. 

Virusverd~tehtige Partikel erseheinen intranuele/ir sowohl in Myoeyten als aueh 
in Endothelien, intraeytoplasmatiseh ebenfalls in diesen beiden Zellarten, auger- 
dem in Histioeyten und Thromboeyten (Abb. 2). Aus den eingangs bereits erwahn- 
ton m6gliehen Verweehslungen insbesondere mit Glykogen semen es geboten, zur 
Absieherung dieser Befunde Naehweisreaktionen anzuwenden, die zumindest eine 
Abgrenzung gegen Glykogen erm6gliehen. Zu diesem Zweek wurden die Ultra- 
dfinnsehnitte in Anlehnung an Hanker (1964) mit Thioearbohydrazid (TCH) in- 
kubiert und ansehlieBend einer Osmiums~ure-Einwirkung unterworfen. Es war zu 
erwarten, dab Mle Strukturen, die vor der Einbettung mit OsO 4 reagierten fiber 
ihre Reaktionsprodukte TCH als Ligand aufnehmen und fiber diesen erneut mit 
OsO 4 in Weehselwirkung treten; d. h. Zellkomponenten die, wie z. B. Glykogen, 
nieht mit Os04 reagieren, bleiben naeh dieser Methode unbeeinflugt, also mit ge- 
ringem Kontrast.  Aus der Gegenfiberstellung in Abb. 3 a und b ist nun zu ersehen, 
dab offenbar die 200--260A grogen, runden Partikel in Thromboeyten einen relativ 
gleich hohen Kontrast  zeigen wie naeh einer Sehnittnaehkontrastierung (Abb. 2 e 
und 4 a) mit Blei- und Uranylionen. Die Partikel in Abb. 3 b besitzen hingegen £hn- 
lich wie im unbehandelten Kontrollsehnitt nur einen relativ geringen Kontrast  und 
stellen wie zu erwarten/~- Glykogen dar. Eine Gegenprobe besteht weiterhin darin, 
die Ultradfinnsehnitte mit Perjods/ture zu behandeln, um z. B. oxydierbare Grup- 
pen des Glykogens in Aldehydgruppen zu fiberfiihren, und naeh Umsetzung mit 
TCH eine Markierung mit OsO 2- oder Ag-K6rner ansehliegen zu k6nnen. Die in der 
fiberfokussierten Abb. 3 e naeh diesem Verfahren mit Silber markierten Partikel 
sind somit fl-Glykogen. Unter gleiehen Bedingungen waren die etwas grSgeren 
virusverd/~ehtigen Partikel in den Thromboeyten nur selten mit Silberk6rnern be- 
legt. Mit Hilfe dieser Naehweisreaktionen ist es nieht gelungen, in Myoeyten mit 
Sieherheit Viren naehzuweisen. Dagegen bheben die Partikel in den Thromboeyten 
naeh der Perjodatoxydation ohne Ag-Markierung, was daffir zu spreehen seheint, 
dag es sieh um Vh-en handelt. Allerdings ist eine Verf/tlsehung dieses Befundes 
dutch Glykogen-Eiweigkomplexe unbekannter Art (Rosati, 1967) nieht sieher auszu- 
sehliegen. Auffallend ist in diesem Zusammenhang, dag Thromboeyten in den 
Capillaren der Kontrolltiere nur ganz vereinzelt zu sehen sind, w/~hrend man zwisehen 
dem 2. und 5. Tag p.i. hgufig kleinste Capillaransehnitte findet, die mit Throm- 
boeyten vollgestopft sind. Aul3er den virusverd£ehtigen Partikeln finder man in die- 



Abb. 3 a--d.  a u. b Thrombocyt und Ausschnitt aus einer Endothelzelle mit  angrenzender 
~uskelzelle nach Umsetzung mit  TCIt am Ultradiinnschnitt und anschliel~ender OsOa-Ein- 
wirkung bei ca. 50 ° C; am unbehandelten Kontrollschnitt war der Kontrast  der in (a) wieder- 
gegebenen Partikel deutlich geringer, was somit gegen Glykogen spricht; die runden Anteile 
in (b) sind hingegen ~-Glykogen. c und d Glykogendarstellung nach Perjodatoxidation, Um- 
setzung mit TCH und nachfolgender Markierung mit  Ag; zur besseren Darstellung der Ag- 
KSrner in (c)um 2,4 tz defokussierte Aufn~hme; in (d) am Fokus; keine Nachkontrastierung 

mit  Pb- und Uranyl-Ionen. Arch. Nr.: 20/73, 21/73, 314/73, 313/73; el. opt.: 20000:1 
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Abb. 4a--c. Parakristalline Einschliisse in Thrombocyten. a Lgnglicher Einschlugk5rper mit 
Querperiode yon ca. 220 A, daneben (Pfeil) l~ngsgestreifte Einhei~en wie in (b) bei h5herer 
VergrSBerung. c wie b j edoeh als leieht verkippter Quersehnitt. Nachkontrastierung Pb-Uranyl- 

Ionen. Arch. Nr.: 2085/72, 2119/72 und 2114/72; el. opt. 20000:1 

sen oftmals membranumhii l l te ,  1/~ngliche Einschlfisse (Abb. 4), die L~ngsstreifen 
oder aueh Querstreifen, letztere mit  einem Abs tand  yon ca. 220 A, aufweisen. Da- 
neben fmdet  man  Streifenmuster wie in Abb. 4 b oder gelegentlieh Git ters t rukturen 
(4e). Die Endothel ien der Capillaren sind h~ufig s tark gesehwollen, wodureh die 
Lumina  teilweise fast verlegt erseheinen; aueh Endotheldefekte  sind nieht  selten. 
His t ioeyten und  Monoeyten zeigen eine gesteigerte Pinocytose,  vermehr t  Lysoso- 
men und Phagolysosomen,  d. h. sie werden zu Makrophagen.  Ferner finder man ab 
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5. Tag p.i. zahlreiehe lymphoide Zellen mit breitem Cytoplasmasaum, der vor allem 
freie und membrangebundene Ribosomen enth~lt, weshalb diese Zellen den Lym- 
phoplasmoeyten zuzuordnen sind (Avrameas et al., 1970). 

Diskussion 

Die morphologischen Befunde sowie die signifikante Zunahme des Herzgewich- 
tes sprechen daftir, dab die Virusinfektion mittelbar oder unmitte]bar zu einer 
Sch~digung des Herzmuskels gefiihrt hat. In  ~bereinstimmung mit den Aussagen 
yon Doerr (1967, 1971) und Hofmann (1971) ist das Ausbreitungsmuster der ent- 
ziindlichen Herzmuskelvergnderungen aueh bei der Virusinfektion vorwiegend im 
linken Yentrikel und in den VorhSfen lokalisiert. Ein Virus-Antigen-Naehweis ge- 
]ang nur am 4. Tag p.i. 

Was nun den direkten Virus-Naehweis betrifft, so ge]ang es elektronenmikro- 
skopisch nicht, einwandfrei a]s Viren identifizierbare Partikel in Myozyten nach- 
zuweisen. Das gleiehe grit auch flit die yon anderen Autoren mit Hflfe der E]ek- 
tronenmikroskopie besehriebenen virus£hnliehen Partikel in den tterzen infizierter 
Babym~use, die u.E. nieht iiberzeugend gegen Glykogen und Ribosomen abge- 
grenzt werden konnten (Rabin et al., 1964; Sohal et al., 1969). Auch fanden diese 
Autoren keine Hinweise auf cytotoxisehe Seh/tden der mit virus~hnlichen Parti- 
keln beladenen Myoeyten. Ebenso sind mit der Methode yon Sohal (1967) elek- 
tronenmikroskopiseh abgebildete angeb]ieh mit Ferritin belegte Virus-Partike] 
nieht eindeutig yon Glykogen zu unterscheiden. 

Beriieksiehtigt man weiter, dal~ bislang iiberzeugende Bilder virusinfizierter Zel- 
len elektronenmikroskopisch nur an Zellkulturen gewonnen wurden (J6z6quel et al., 
1967; Hinz et al., 1962), erseheint es naheliegend, in vivo den Gef~l~befunden be- 
sondere Bedeutung beizumessen. Im Vordergrund scheint dabei zun~chst eine 
Thrombocytenaggregation zu stehen, die wahrscheinlieh auf ein erhShtes Haftver- 
mSgen der Blutbl~ttchen infolge einer gesteigerten Phagoeytosetgtigkeit zurfiek- 
zufiihren ist (Pfleiderer, 1967). Die yon uns angewandten elektronenmikrosko- 
pisehen Naehweisreaktionen machen die Anwesenheit von Viren in den Thrombo- 
cyten wahrseheinlich. In diesem Zusammenhang ist eine Mitteilnng yon Weiss und 
Sterz (1973) yon Interesse. Diese Autoren konnten am Modell der akuten Geflti- 
gelpest zeigen, dab Thromboeyten Viren in grol~er Zahl phagoeytieren, die elek- 
tronenmikroskopiseh einwandfrei zu identifizieren sind (die Thrombocyten werden 
ansehliel~end vom RES phagoeytiert, was zu einer Thrombopenie fiihrt). Von 
Interesse sind u.E. auch die parakristallinen Einsehltisse in den Thromboeyten, 
bei denen es sieh um Fibrin oder um ein modifiziertes polymeres Fibrinogen (Too- 
ney u. Cohen, 1972) handeln diirfte. Bertieksichtigt man welter Endothelschwellung 
und Endothe]defekte, so ist zumindest die Annahme virusbedingter Mikrozirku- 
lationsstSrungen gerechtfertigt. Die e]ektronenmikroskopischen Befunde sind 
jedenfalls leichter mit der Annahme einer mittelbaren Schgdigung der Muske]zel- 
len infolge von ZirkulationsstSrungen zu deuten. Da6 St6rungen dieserArt ffir die 
Entstehnng vieler Formen yon Myo- und Pankarditis eine entscheidende Rolle 
spielen, konnte yon Hughes und Tonks (1972) tierexperimentell naehgewiesen 
werden. 



Experimentelle Coxsackie-Virus-Myokarditis bei Babym~usen 357 

Muskelzellnekrosen konn t en  in  unserem Unte rsuchungsgu t  n u t  vereinzelt  nach- 

gewiesen werden, indes geniigt bereits die beobachtete  Di la ta t ion  der transversMen 
und  longi tudinMen Ret ikula  der Myocyten,  um Funk t ionss t6 rungen  des Herz- 

muskels zu bewirken (Konrad t  u. Nemetschek, 1970). 

Herrn Prof. Dr. Haas (Hygiene-Institut der Universit~t Freiburg) danken wit ffir die 
h'eundliche Uberlassung der Virussuspension, Herrn Schiller und FrS~ulein Giindra ffir ihre 
Mitarbeit, Herrn Prof. Th. Nemetschek fiir Diskussion. 
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