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1. Einleitung

1.1. Myokarditis

1.1.1. Definition

Die Myokarditis ist eine entziindliche Erkrankung des Myokards, die die Herzmuskelzellen, das
Interstitium und die Herzgefél3e betreffen kann. In der Regel wird sie von einer myokardialen
Dysfunktion mit Dilatation der Herzhdhlen begleitet und kann geméalR der WHO Kriterien in
diesem Fall auch als inflammatorische Kardiomyopathien bezeichnet werden.

Histologisch kennzeichnet sie sich durch ein 6dematds verbreitertes Interstitium mit gemischtem
Infiltrat aus mononuklearen Zellen, neutrophilen, eosinophilen Granulozyten und reichlich
perinukleare Lipofuszinablagerungen in den Herzmuskelzellen (Abbildung 1 B). Im Gesunden
dazu die Herzmuskelfasern mit quergestreiftem Zytoplasma (Abbildung 1 B). Zwischen den
einzelnen Zellen sind deutlich dunkle Glanzstreifen (—), sowie rund um die Zellkerne (<%
spindelférmige Aufhellungen des Zytoplasmas mit feinkornigen braunen
Lipofuszinablagerungen zu erkennen. Die Myokarditis tritt am h&ufigsten als Komplikation von
Virusinfekten auf, seltener ist sie durch Bakterien oder Parasiten bedingt (Gauntt et al., 2003).
Vor allem im Rahmen rheumatischer Erkrankungen kann die Myokarditis unabhangig von
Krankheitserregern auftreten.

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist die h&ufigste Form der Kardiomyopathie. Sie ist eine
primar das Myokard betreffende Erkrankung, deren Athiologie definitionsgemaR unbekannt ist.
Sie wird weder durch eine Hypertension, kardiale Vitien, kongenitale Herzfehler noch durch eine

koronare, arterielle oder perikardiale Herzerkrankung verursacht.
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Abbildung 1: Hamatoxilin-Eosin-Férbung eines normalen Myokardiums und einer interstitiellen Myokarditis
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Die dilatative Kardiomyopathie ist abzugrenzen von einer sekundaren Kardiomyopathie, der eine
bekannte Ursache zugrunde liegt. Im Anfangsstadium ist die DCM hé&ufig symptomlos. Sie ist
charakterisiert durch die VergrofRerung des linken Ventrikels mit einer Einschrankung der
systolischen Pumpleistung. Bei weiterer Progression kommt es zu einer biventrikulédren
VergroRerung, zu  Links- und  Rechtsherzinsuffizienz ~ mit  einer  deutlichen
Leistungseinschrankung, zu Arrhythmien sowie hdufig auch zu Embolien aufgrund von
Thrombenbildung in den erweiterten Herzhohlen.

1.1.2. Epidemiologie

Die Epidemiologie der Myokarditis ist aufgrund der variablen Symptomatik weitgehend
unbekannt. In den USA wird die Inzidenz auf 1-10/10000 Einwohner pro Jahr geschétzt. Bei 1
bis 5% der Patienten mit einem viralem Infekt wird eine myokardiale Beteiligung angenommen
(Naegeli, 2004).

Typische, aber unspezifische Symptome der Myokarditis sind neben leichter Erschopfbarkeit,
Kurzatmigkeit und Schwéchegefuhl vor allem Missempfindungen des Herzens (Herzrasen, -
stolpern, -klopfen, -schmerzen). Handelt es sich um eine virale Myokarditis, treten die genannten
Symptome oft zusammen mit allgemeinen Symptomen der Virusinfektion (Halsschmerzen,
Husten, Gliederschmerzen) auf. Die Schwere der Erkrankung ist von Fall zu Fall sehr
unterschiedlich. Die Mehrzahl der Betroffenen bemerkt allenfalls geringe oder auch gar keine
Symptome.

Die sichere Diagnose einer Myokarditis ist nur mdglich im Rahmen einer
Herzkatheteruntersuchung mit Entnahme einer kleinen Gewebsprobe des Herzmuskels
(Abbildung 1 A und B), die anschlieBend mikroskopisch untersucht wird (Testani et al., 2006).
Diese aufwendige und nicht vollig ungefahrliche Untersuchung wird aber nur durchgefihrt,
wenn ein schweres Krankheitsbild vorliegt. Hierbei sind auch bei chronischen Verlaufen
Ubergénge in eine dilatative Kardiomyopathie moglich (Gauntt et al., 2003) (Pauschinger et al.,
1999). Die Mehrheit der Myokardititiden verlaufen jedoch meist mit geringen Symptomen oder
symptomlos, die unerkannt bleiben und meist folgenlos abheilen. Aufgrund dieser Tatsachen
kodnnen genaue Angaben zur Prognose der Myokarditis nicht gemacht werden.

Schatzungsweise leiden etwa 10% aller Patienten mit unklarer Kardiopathie an einer chronischen
Myokarditis (Alain et al., 2005).



Nach Angaben der deutschen Leitlinie der Gesellschaft fur Péadiatrie liegt die Sterblichkeit fir
die Myokarditis im Kindesalter bei 25%.

1.1.3. Atiologie

Die Ursachen der Myokarditis sind vielféltig. In mehr als 50% der Félle ist die Erkrankung durch
bestimmte Viren (Coxsackie-Viren, Adenoviren, Echoviren, Influenza-(Grippe-)Viren)
verursacht, die insbesondere im Rahmen von zundchst harmlosen Erkéltungskrankheiten den
Herzmuskel schadigen kdénnen (Klingel et al., 1996) (Noutsias et al., 2003). Man nimmt an, dass
in diesen Fallen das Immunsystem versehentlich Bestandteile des Herzmuskels angreift, die in
threr Struktur den Viren &hneln (sog. Kreuzantigenitat) (Poller et al., 2004). Ein &hnlicher
Mechanismus (Schadigung korpereigener Strukturen durch das Immunsystem) liegt auch der
Myokarditis im Rahmen des rheumatischen Fiebers, des systemischen Lupus erythematodes und
anderer rheumatischer Erkrankungen zugrunde. Eine Myokarditis kann aber auch durch ein
direktes Eindringen von Mikroorganismen in den Herzmuskel bedingt sein, z. B. bei Diphtherie,
Borrelien, Trichinen oder der slidamerikanischen Chagas-Krankheit.

Das best beschriebene Virus, das eine Myokarditis verursacht, ist das Coxsackievirus
(Pauschinger et al., 1999). Bei diesen Coxsackieviren handelt es sich um eine Einzel (+)-Strang
RNA. Systematisch findet man sie in der Gattung Enteroviren und der Picornavirusfamilie mit
den Stammen A (CVA) und B (CVB), die vor allem Erkaltung (grippale Infekte), virale
Meningitis und Myokarditis hervorrufen (Pauschinger et al., 1999) (Xiamoei et al., 1995). Diese
Viren wurden nach dem Ort Coxsackie / New York benannt, wo sie 1948 erstmals identifiziert
wurden.

Zu diesen Erregern gehoren die Coxsackieviren A 1-22, 24 und die Coxsackie-Viren B 1-6. Der
Mensch stellt fur diese Viren ein Reservoir dar, an den die Erreger bereits stark angepasst sind.
Deshalb zeigen die von den Erregern ausgel6fiten Erkrankungen bei nicht vorgeschadigten
Menschen nur eine geringe Letalitat.

Die Erreger kommen weltweit vor. So trat 1997 auch in Malaysia eine Epidemie mit dem
Coxsackivirus auf, bei der in drei Monaten insgesamt 30 Kinder starben.

Diese Erreger hatten im April 2002 in Griechenland zur SchlieBung aller Schulen gefiihrt. Wie
die Aristoteles- Universitdt in Saloniki berichtete, hatten sich insgesamt 46 Kinder und

Erwachsene infiziert, von denen drei starben. Bei diesen Erregern handelte es sich um den



sogenannten B- Stamm des Virus, das bei den Betroffenen unter anderem eine Myokarditis
ausgelost hatte.

Das Coxsackievirus kann aufllerdem die sogenannte Hand- Ful3- Mundkrankheit verursachen.
Das ist eine epidemische Erkrankung mit Blaschenbildung und Ulcerationen. Die Inkubationszeit
betrdgt 4-8 Tage. Meist sind Kinder unter 10 Jahren betroffen. Die Blaschen sind meist an
Handen und Filen zu finden, teils finden sich ein knétchenférmiger Ausschlag am Oberschenkel
und Apthen im Mund. Coxsackieviren kénnen je nach Serotyp aber auch eine Meningitis,
Enzephalitis, Prikarditis u.a. auslésen. Des Weiteren kdnnen Infektionen mit Coxsackie-Viren
der Gruppe A und B, vor allem in den Sommermonaten zu akuten Durchfallerkrankungen
(Sommerdiarrhoe) fuhren.

Menschen infizieren sich in der Regel Uber verunreinigte Nahrung und Wasser per

Tropfcheninfektion oder per Schmierinfektion.

1.1.4. Klinischer Verlauf

Der Verlauf der Myokarditis ist sehr unterschiedlich und im Einzelfall nicht vorhersehbar.
Leichte Félle heilen in der Regel folgenlos aus. Manchmal bleibt eine dauerhafte
Herzrhythmusstorung zurtick, die aber oft ohne Krankheitswert ist. Die Erkrankung kann aber
auch einen chronischen Verlauf mit steigender Gefahr von Herzversagen nehmen. Selten fuhrt

die Herzmuskelschédigung akut (binnen Tagen bis Wochen) zu tédlichem Herzversagen.

1.1.5. Pathophysiologie

Bei der Entstehung der Myokarditis lassen sich zwei unterschiedliche pathogenetische
Mechanismus unterscheiden. Einerseits die direkte virale Schadigung des Myokardgewebes,
andererseits den indirekten immunvermittelnden Mechanismus. Zu Beginn der Infektion wird die
Schadigung direkt auf die lytische Eigenschaft der Viren zurtickgefuhrt, wéhrend in der
chronischen Phase autoimmunologische Vorgénge fur die fortschreitende Myokardschadigung
verantwortlich gemacht werden. Die akute Phase ist anbei durch eine zytotoxisch verursachte
oder durch Zytokinfreisetzung verstarkte Myozytendestruktion gekennzeichnet. Die chronische

Phase dagegen geht mit einem kontinuierlichem, durch Autoimmunmechanismen getriggerten



Myozytenuntergang einher (Afanasyeva et al., 2002). Sie ist durch das Vorhandensein von
myokardialen  Antikorpern gekennzeichnet. Klassisch demonstrieren lasst sich  der
pathophysiologische Ablauf am Beispiel einer viralen Myokarditis (Abbildung 2), bei denen erst
die virale RNA auf zelluldrer Ebene durch die Anwendung hochsensitiver molekularbiologischer
Techniken wie der in situ Hybridisierung mittels virusspezifischer cONA, RNA Sonden oder
quantitative PCR nachweisbar ist (Pauschinger et al., 1999) (Xiaomei et al., 2005).

Die kardiotropen Viren werden in einer ersten Phase durch Rezeptor vermittelte Endozytose in
die Myozyten aufgenommen, danach kommt es durch Translation zur Produktion viraler
Proteine. Die zweite Phase wird dominiert durch die Infiltration natirlicher Killerzellen und
Makrophagen mit konsekutiver Freisetzung von Zytokinen. Durch Interleukin 2 aktivierte
naturliche Killerzellen eliminieren die virusinfizierten Myozyten. Innerhalb eines Zeitraumes
von ein bis zwei Wochen kommt es in der subakuten Phase zur Myokardinfiltration durch
antigenspezifische T- Lymphozyten. Die zytotoxischen T-Zellen erkennen hierbei
degradierende Virusproteinfragmente an der Myozyten- Membranoberflache in Form des
verénderten Major- Histokompatibilitats- Komplex- Antigens, wobei es schliel3lich zur Lyse der
virusinfizierten Kardiozyten kommt (Abbildung 2).

Bei Auftreten eines Ungleichgewichtes zwischen Virusbeseitigung und immunologischer
Reaktion kann es im Verlauf eine persistierende Virusreplikation in den Myozyten mit
chronischem Infekt oder die andauernde Aktivierung der T- Zellen kommen, die zu einer
anhaltenden Myokardzerstorung mit moglichem Ubergang in das Bild einer dilatativen

Kardiomyopathie enden kann (Naegeli, 2004).
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Abbildung 2: Pathogenese und Immunpathogenese der Myokarditis
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1.2. Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

Coxsackieviren und Adenoviren sind weltweitverbreitete Erreger viraler
Herzmuskelerkrankungen. Bei der tberwiegenden Zahl der Exponierten verursachen sie jedoch
keine myokardiale Erkrankung, da sie nicht a priori kardiotrop sind. Die molekularen
Grundlagen ihres ungewohnlichen  Tropismus bei  Patienten, die eine virale
Herzmuskelerkrankung entwickeln, waren bis vor kurzem unbekannt. Ein bedeutender
Fortschritt wurde durch Klonierung eines Rezeptors erzielt, der die beiden strukturell
unverwandten Viren bindet. Dieser Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) ist eine
wesentliche Determinante fir die zelluldare Aufnahme beider Viren und fur die molekulare
Pathogenese von Coxsackievirus- und Adenovirus- Infektionen (Orthopoulos et al., 2004)
(Bergelson et al., 1997).

CAR ist ein 46 kDa grofRes integrales Membranprotein mit einer typischen
Transmembrandoméne, einer langen zytoplasmatischen Doméne und einer extrazelluldren
Region, bestehend aus zwei Ig dhnlichen Domé&nen (Philipson L et al. 2004). Beide Viren
(Adeno- und Coxsakieviren) interagieren mit der Ig-ahnlichen Domane. Das murine und das
menschliche Protein sind sich sehr ahnlich (91% Aminosaureidentitat innerhalb der
extrazellularen Doméne, 77% innerhalb der Transmembrandoméne und 95% Identitat innerhalb
der zytoplasmatischen Domane).

Isoformen des CAR, die sich nur im C-Terminus unterscheiden und die aus alternativem
Splicing resultieren, wurden in Mausen und Menschen identifiziert.

In gesunden Donor-Herzen ist die CAR-Expression niedrig, beschrénkt auf interstitielle Zellen
und subendotheliale glatte Muskelzellen, wéhrend explantierte Herzen von Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM) eine hohe CAR-Expression im Myokard an den
Kardiomyozyten aufweisen. CAR scheint im Immunsystem eine entscheidende Rolle zu spielen
(He et al., 2001) (Carson et al., 2001).

CAR ist in Tight-Junctions und intercalated Discis vorhanden, wo es als ein hdmophiles
Adhasionsprotein fungiert (Noutsias et al., 2001) (Honda et al., 2000) (Cohen et al., 2001).
Zell-zu-Zell-Interaktionen und die extrazellulare Matrix spielen eine Schlisselrolle im
Zellwachstum, der Differenzierung und Migration wahrend der Embryonalentwicklung (Tomko
et al., 2000).

Der Coxsackie-Adenovirus Rezeptor spielt nicht nur eine bedeutende Rolle bei der Entstehung

einer Myokarditis, sondern auch bei der Entwicklung des normalen Herzens
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(Asher et al., 2005) (Dorner et al., 2005). Dorner et al. beobachteten bei 5 von 6 Embryopaaren,
dass CAR-Mangel an Embyronen zur pathologischen Herzformationen mit verkleinertem
Ventrikellumen, sowie zur Entwicklung nur eines Atrioventikularkanals fuhrte. Im Vergleich
dazu zeigten die Embryonen, die CAR besalRen zwei Atrioventrikuldarkandle. Der rechte VVorhof

zum rechten Ventrikel fihrend und der linke VVorhof zum linken Ventrikel fiihrend.

1.3. Losliche CAR-Isoformen

Der humane hCAR 1 wird von sieben Exons kodiert. Durch alternatives Splei3en zwischen Exon
7 und Exon 2, 3 bzw. 4 entstehen die verkurzten Isoformen CAR 2/7, CAR 3/7 und CAR 4/7.
CAR 4/7 und CAR 3/7 beinhalten die volle Aminosauresequenz der ersten
Immunglobulindoméne (D1) des membranstandigen CAR- Rezeptors und einen spezifischen
C-Terminus von 23 Aminosauren. CAR 4/7 ist um einen Teil der zweiten
Immunglobulindoméne (D2) verlangert. Bei CAR 2/7 handelt es sich um ein Peptid von 89
Aminosauren mit einem C-Terminus, der sich von allen (brigen unterscheidet. Durch
alternatives Spleiflen geht Exon 6 und somit die Aminosauresequenz, die das Protein in der
Membran verankert, verloren (Dorner et al., 2004) (Thoelen et al., 2001). Transfektionsversuche
an HeLa Zellen erbrachten, dass die Spleiformen aus der Zelle ausgeschleust werden und es
sich somit um ,,16sliche CAR- Rezeptoren* handelt.

Die l6slichen CAR- Rezeptoren interagieren sowohl mit dem membranstandigen CAR- Rezeptor
als auch mit Coxsackievirus B 3. Die Transfektion von HeLa Zellen mit dem l6slichen
CAR-Protein flhrt dadurch zu einer deutlichen Reduktion der Infizierbarkeit der Zellen mit dem
Coxsackievirus B 3.

Verglichen mit anderen, bekannten léslichen CAR Proteinen, die durch Splicing produziert
wurden, beinhaltet CAR 4/7 den groRten Teil der extrazellularen Doméne des membrandsen
CAR’s, interagiert mit den extrazellularen Doménen von CAR und CVB 3 und fihrt zur
effizienten Hemmung der CVB 3 Infektion in vitro (Ddrner et al., 2006).

Der zelluldare Rezeptor des CVB 3 ist der CAR und der decay-accelerating factor (DAF)
(Shafren et al., 1995) (Bergelson et al., 1995) (Milstone et al., 2004) (Coyne et al., 2006). Die
antivirale Kapazitat des loslichen CAR wurde von Yanagawa gezeigt, die ein bivalentes
Rezeptoranalog verwendete, das aus der extrazellularen CAR Doméne gebunden an das Fc

Fragment des Immunglobulins bestand (Yanagawa et al., 2004). Ahnliche Fc beinhaltende
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Analoge und Fc Doménen haben gezeigt, dass sie effektiv bei der Hemmung der Infektion der
verschiedenen Viren sind (Wetz et al., 1986) (Yanagawa et al., 2003).
Neben den antiviralen Effekten des l6slichen CAR’s wurde CAR verwendet, um das Epithel und

Endothel permeabel fur lonen und adenovirale Partikel zu machen (Walters et al., 2001).

1.4. Fragestellung

Beim Coxsackievirus B 3 handelt es sich um eine Einzel (+)- Strang RNA der Gattung
Enterovirus aus der Picornavirusfamilie. Der CVB 3 induziert virale Myokarditis in Menschen
und Méusen flhrt zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie. Der Rezeptor hierflr ist
der CAR, ein Protein, dem eine antivirale Kapazitat und hemmende Wirkung von Virusinfektion

nachgewiesen wurde.

Fur die vorliegende Dissertation ergaben sich aufgrund der uns bekannten Daten somit folgende
Fragestellungen:

Welche Wirkungen hat die Injektion von CAR 4/7 bei CVB 3 infizierten / nicht infizierten
BALB / ¢ Mausen auf das unspezifische humorale Immunsystem? Und wie wirkt sich eine CAR
4/7 Behandlung auf CVB 3 induzierter Myokarditis aus? Gibt es eine CAR spezifische humorale
Immunantwort? Detektiert sich auch immunhistologisch eine zelluldre Immunantwort im
Herzmuskelgewebe? Wenn ja, zu welchen Schadigungen bzw. Folgen flhrt es im

Herzmuskelgewebe? Lassen sich dabei Makrophageninfiltrationen quantifizieren ?

Um diese Fragen zu beantworten wurden 40 vier Wochen alte BALB ¢ Mause zu je 10 Gruppen
unterteilt und 20 davon téglich mit CAR 4/7 und Puffer behandelt. Am 3. Tag wurden je 5 der
jeweiligen Gruppen mit dem CVB 3 Virus infiziert und entsprechend am 3. oder am 6. Tag nach
Infektion zur Untersuchung der unterschiedlichen Parameter (Gesamt IgG, Anti-CAR- IgG,
Makrophagen) getotet.
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2.Materialien und Methoden

2.1. Studiendesign

Die unterschiedlichen Versuche zur Erforschung der Auswirkung von CAR 4/7 an CVB 3
infizierten M&usen wurden an BALB / ¢ Méusen (H-2d) mit der Auftragsnummer: 0213/03 und
dem Coxsackievirus B 3 aus dem Nancy Stamm, der amerikanischen Zelltypsammlung (ATTC)
mit der Nummer VR-30 durchgefiihrt. Die Tierhaltung fand im Hell- Dunkelzyklus (14/10) zu je
max. 6 Tieren pro Kafig mit einer Luftfeuchtigkeit von 50- 60% unter 21° C statt. Die Futterung
erfolgte mittels Pellets. Diese BALB / ¢ Mause erhielten wir aus der Forschungseinrichtung fur
experimentelle Medizin (FEM) in Berlin. Die Tierversuchsreihen wurden nach den deutschen
Tierschutzgesetzt durchgefuhrt.

Hierfur wurden 40, 4 Wochen alte ménnliche Mause in Gruppen, zu jeweils 10 Tieren aufgeteilt.
20 davon wurden mit einer taglichen Dosis von 10 pg/g mit CAR 4/7 und Puffer in einem
Endvolumen von 125 pl fiir 9 Tage injiziert (Dorner et al., 2006). Am 3. Tag der Behandlung
wurden je 5 Tiere von den jeweiligen Gruppen mit dem CVB 3 Virus (10° pfu) infiziert
(Abbildung 3). Am 3. und 6. Tag nach der Infektion wurden alle Tiere (jeweils 5 der
Versuchsreihen), ob infiziert oder nicht infiziert fir virologische und pathologische Studien
getotet, wobei im Anschluss die Entnahme des Herzens erfolgte. Blut und Gewebe wurden
hiervon entnommen, das Gewebe bei -80 °C, sowie das Blut nach Abzentrifugation bei 3000 rpm

fir 10 min bei -20 °C eingefroren.

Nr. | Versuchsgruppe der BALB / ¢ Méuse Anzahl
1 | 1 xtéglich Puffer 10
2 | CVvB3und1x taglich Puffer 10
3 | CVvB3und1xtaglich CAR 4/7 10
4 1 x taglich CAR 4/7 10

Abbildung 3: Darstellung der Anzahl der unterschiedlichen Versuchsgruppen
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Vor Verwendung des Coxsackievirus B 3 wurde diese in HelLa Zellen geziichtet und bei - 80 °C

bis zur Anwendung aufbewahrt.

2.2. Transformation

Fur die Transformation wurden 100 pl kompetente BL (DE 3) pLys S- E. coli Bakterien mit 1 pl
PRSET CAR 4/7 gemischt (Dorner et al., 2006). Nach einer 30 min Inkubationszeit auf Eis
wurde die Losung exakt 45 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend fiir 2
Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ml SOC Medium lie man die Bakterien 45
Minuten bei 37 °C schittelnd (gréRer 200 Cyclen / Minute) wachsen. Auf Chloramphenicol
bestrichenen SOB- Platten wurden 100 pl der Lésung ausgestrichen und bei einer Temperatur
von 37 °C ber Nacht (12- 16 h) inkubiert.

2.3. Expression des CAR- Proteins

Die pRSET Vektoren (Abbildung 4) sind pUC abgeleitete Expressionsvektoren. Sie sind
geeignet fur Proteinexpressionen und Reinigung von geklonten Genen in E. coli.

Sie erlauben eine groRe Mengen an DNA Sequenzen (Proteine) mit Hilfe von T 7 Promotoren in
E. coli Bakterien zu exprimieren. Die kodierende Sequenz des zu analysierenden Proteins wird
hinter die Sequenz eines N- terminalen Fusionspeptides, einem Polyhistidin-Tag inseriert. Die
metallbindende Doméne des Fusionspeptids erlaubt eine einfache Reinigung des rekombinanten
Proteins durch immobilisierende Metall-Affinitdtschromatographie.
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Abbildung 4: Map of pRSET aus Ampicillin, f 1 ori (1) und puc ori (2).

In unserem Experiment wurde als Expressionsvektor der oben genannte pRSET Vektor
verwendet, welcher in E. coli Bakterien exprimiert wurde. Die Transformationslosung wurde zu
25 ml SOC Medium gegeben, die 25 pl Ampicillin und 25 pl Chloramphenicol beinhaltete und
erneut Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Am nédchsten Tag beimpfte man jeweils 300 ml
SOB- Medium mit der Ubernachtkultur bis eine ODgy von 0,1 erreicht war. Nach einer
schittelnden Inkubation bei 37 °C wurde bei einer ODgypy von 0,4-0,6 [IPTG mit einer
Endkonzentration von 1 mM hinzugegeben. Danach wurden stundlich fir die Dauer von 4 - 6 h
1000 pl der Kultur fir die ODgoo Messung und 1000 ul fur die nachfolgende Beurteilung,
Uberprifung und Qualitatsbestimmung der Expression von CAR mittels SDS- Page und
Western- Blot entnommen. Der Rest der Kultur wurde abzentrifugiert und fur die CAR 4/7

Extraktion verwendet.
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2.4. Extraktion der Proteine

Zur Proteinextraktion wurde das Bakterienpellet in 12,5 ml Z- Puffer geldst. Im Anschluss
wurden die Bakterien mit Ultraschallwellen 3 x fur 15 s aufgeschlossen und bei 10.000
Umdrehungen pro Minute fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Weiterverarbeitung
abgenommen und sowohl mit 520 ul einer 20 mM Imidazollésung als auch mit 16 ml Ni-NTA-
Gel gemischt. Das Ni- NTA- Gel wurde zuvor 3 x mit Z- Puffer gewaschen. Im Anschluss
wurde das Gemisch in eine Séaule Gbertragen und mit dem vierfachen Saulenvolumen mit Puffer
Z/20mM Imidazollésung gewaschen. Das gebundene His-gelabelte CAR 4/7-Protein wurde mit

einem 150 mM Imidazol / Puffer Z eluiert und in Tubes zu je 150 ul aufgefangen.

2.5. Proteinbestimmung (BCA-Methode)

Der Nachweis beruht darauf, dass Proteine mit Cu?* in alkalischer Lésung einen Komplex bilden
(Biuret-Reaktion). Die Cu®** -lonen dieses Komplexes werden zu Cu*- lonen reduziert, die mit
Bicinchinon-Séure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden. Die Absorption dieses
Farbkomplexes wird bei 562 nm gemessen. Die Reduktion erfolgt durch die Seitenketten von
Cystein, Tyrosin, Tryptophan, und die Peptidbindung, wobei die Intensitat der Farbstoffbildung
(das Redoxverfahren der beteiligten Gruppen) u.a. von der Temperatur abhéngt, sodass durch

deren Variation die Sensitivitat des Tests modifiziert werden kann.

Es wurde eine Standardreihe von verdiinnten Albuminlésungen mit Konzentrationen von
1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml und 125 pg/ml angesetzt.

In einer Mikrotiterplatte wurden je 25 ul des Standards bzw. der Probe pipettiert und mit 200 pl
einer Losung aus Reagenz B / Reagenz A in einer 1:50 Verdinnung vermischt. Die
Mikrotiterplatte wurde bei einer Temperatur von 37 °C fiur 30 min inkubiert. Die
Absorptionsmessung erfolgte im ELISA-Reader bei 562 nm.
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2.6. SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese

Ziel der Gelelektrophorese ist die Auftrennung eines Proteingemisches nach der GroRe, indem
man das Gemisch im elektrischen Feld durch eine Gelmatrix aus Polyacrylamid
(,,dreidimensionales Netz*) wandern lasst (Abbildung 5). Durch Zugabe von reduzierenden
Thiolverbindungen wie Mercaptoethanol erreicht man eine Auflésung der Disulfidbriicken der
Proteine. Das anionische Detergenz, wie SDS zerstort die 3D-Struktur, weil SDS-Molekule
durch hydrophobe Wechselwirkungen gleichméRig Gberall in der Polypeptidkette binden,
wodurch diese gleichméfliig mit negativen Ladungen tberzogen wird und unabhangig von der
Eigenladung des Proteins in die Richtung der Anode beschleunigt werden.

Die Proteinabgrenzung erfolgt aufgrund des Uberschusses an Ladungstriagern im Sammelgel, die

sich schnell in Richtung des Trenngels bewegen und dort getrennt werden.

Aufbau des Gels:

Probentaschen

Weitmaschiges &

Sammelgel (pH 6,8) %

Engmaschiges
Trenngel (pH 8,8)

Abbildung 5: Aufbau eines Gels nach Auftrennung des Proteingemisches mittels der SDS- Gelelektrophorese
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2.7. Western- Blot

Der Western Blot eignet sich spezifisch gut um Proteine mittels Antigen- Antikorperreaktionen
sichtbar zumachen.

In unserem Experiment wurden hierfur die wahrend der Expression stindlich enthommenen
Proben bei einer mittleren Geschwindigkeit von 12.000 Umdrehungen pro Minute fir eine
Minute zentrifugiert. Nach Abpipetieren des Uberstandes wurden die Pellets in Ladepuffer
aufgeldst und im kochenden Wasser fir 5 min mit nachfolgendem Kalteschock fiir die Dauer
von einer Minute stehen gelassen und im Anschluss fur ein paar Sekunden zentrifugiert. 15 pl
Probe wurden in eine Tasche eines SDS-Polyacrylamidelektrophorese Gels (Bis—Tris-Gel,
Invitrogen) aufgetragen und anfangs bei 100 V, nach 30 min bei 150 V fur etwa 45 min getrennt.
Um die Proteine auf eine Membran zu blotten, wurde eine PVDF- Membran in einer 100 %
Methanollésung fur 20 s inkubiert und anschliefend in destilliertem Wasser gesplilt. Die Pats,
die Filter und die Membran wurden wahrend dessen mit Blot- Puffer getrankt.

Zum Schluss erfolgte der Aufbau des Blots in folgender Reihenfolge:

Reihenfolge der Zusammenlegung: Pat
Filter
Gel
Membran / Nitrozellulose
Filter

Pat

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte bei 200-250 mA fir etwa 1,5 h in
Blot-Puffer.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Membran in Blockierpuffer gelegt, um die Bindung der
Antikorper an nicht proteinhaltigen Flachen zu verhindern. Die Membran wurde mit CAR- oder
Histidin reaktiven Antikérpern in einer 1:500 Verdinnung in Blockierlésung fur die Dauer von
1 Stunde inkubiert (Dorner et al., 2006). Danach folgten 3 Waschgange mit TBST fiir jeweils
10 min. Als Zweitantikdrper wurde ein Anti-Rabbit-1gG mit gekoppelter alkalischer Phosphatase

in einer 1:5000 Verdunnung verwendet. Die Membran wurde mit TBST 3 x fiir 10 Minuten
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gewaschen. Zum Abschluss wurde das CAR-Protein mit Hilfe des ECL-Farbesystems

(Amersham) sichtbar gemacht.

2.8. Test der Mauseseren auf CAR-Reaktivitat

Nach erfolgter Auftrennung der Herzproteine einer weder behandelten, noch infizierten Maus
und isoliertem CAR 4/7 anhand der SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese wurde die Membran
ca. fur 1 h in Blot- Losung belassen. Die Membran wurde teils mit 1:50 verdinnten Seren die nur
mit CAR 4/7 behandelten, mit CVB 3 infiziert und behandelten Mé&usen (4 pl mit 196 pl Blot-
Puffer gemischt), sowie teils mit CAR-spezifischen Antikdrpern mit einer 1:500 Verdinnung
inkubiert. Das letztere als Kontrolle dienend. Danach wurden diese in 3 Waschvorgangen mit
TBST fur jeweils 10 min gewaschen und mit dem 2. Antikérper (Anti- Rabbit-
Peroxidase 1:10000; Anti- Maus- Peroxidase 1:5000) beladen. Anschliel}end erfolgte erneut ein
Waschvorgang mit TBST- Losung 3 x fur 10 min und Farbung der Schnitte Reagenz A (3 ml) zu
B (75 ml) mit dem ECL- Farbesystem (Amersham).

2.9. Histologie

Zur Beurteilung der Entzindung der unterschiedlich behandelten Herzen wurden
Gewebeschnitte mit der Hamatoxylin-Eosin-Férbung angefarbt. Dazu wurde Herzmuskelgewebe
der infizierten / nicht infizierten, behandelten / nicht behandelten Tiere tiber Nacht in Formalin
inkubiert, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Danach wurden 5 um dicke Gewebsschnitte
mittels Xylol von Paraffin befreit und in einer absteigenden Konzentrationsreihe von Ethanol
(90 %, 70 %, 30 %) rehydriert und dreimal bewéssert. Zum Schluss wurden die Schnitte in der
Hé&malaunldsung fur 30 s inkubiert.
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2.10. Immunhistologie

Grundlegendes Ziel der Immunhistologie ist es, mittels Antigen— Antikorperreaktionen definierte
Epitope auf/in Zellen oder Geweben differentialdiagnostisch zu identifizieren. Da ,,nur Antigen-
Antikorper-Komplexe® schwer in Zellsuspensionen oder Gewebeverbinden identifizierbar bzw.
sichtbar sind, ist es notwendig eingesetzte Antikorper tiber eine Kopplung mit einem Enzym und
anschlieBender Substratzugabe oder uber eine direkte Fluorochrommarkierung sichtbar zu
machen.

Bei der verwendeten Nachweismethode bindet ein erster, unmarkierter Antikdrper mit einem
Antigen. AnschlieBend wird dieser Antikorper Uber einen zweiten, markierten Antikorper
nachgewiesen, welcher die eigentliche Nachweisreaktion bewirkt. Es wird also nicht das Antigen
direkt, sondern der erste Antikdrper nachgewiesen- und somit erfolgt ein indirekter Nachweis
des Antigens. Aufgrund der einfachen Signalverstarkung ist eine hohere Sensitivitat gegeben.

Ein Beispiel fur die indirekte Nachweismethode ist die Verwendung des Avidin-Biotin-
Komplexes. Diese Methode wurde in den 80er Jahren durch Hsu entwickelt und gilt auch heute
noch als ein herausragendes indirektes Nachweisverfahren histologischer Antigene oder anderer
Zellmarker. Sie ist ein Immuno-Peroxidaseverfahren und nutzt die starke Affinitat von Avidin,
ein aus Huhnereiweil isoliertes Glykoprotein, zu Biotin. Diese Bindung besitzt eine der hdchsten
biologischen Bindungskonstanten. Sie ist 1.000.000 mal hoher als die physiologische
Antikorper-Antigen-Affinitdt und ist daher nahezu irreversibel. Nach Bindung des
Primarantikdrpers bindet ein biotinylierter Sekundarantikérper an das Fc-Fragment. Durch eine
anschlieBende Zugabe von enzymmarkiertem Avidin entsteht ein Enzym- Substrat-Reaktion, die
einen Farbnachweis erbringt. Avidin besitzt 4 Bindungsstellen fiir Biotin. Die fur diese Methode
verwendeten Sekundarantikérper wurden jeweils mit mehreren Biotinmolekilen konjugiert.
Dadurch kommt es zur Bildung von Avidin-Biotin Komplexen von makromolekularem AusmalR.
Da auch das Gewebe Avidin enthalt, muss im ersten Schritt der Férbung dieses endogene Avidin
mit Hilfe eines Blocking-Kits geblockt werden. Dies garantiert, dass nur die spezifischen,
biotinylierten Antikorper einen Ansatzpunkt fur den Avidin-Biotin-Komplex bilden und damit

eine hohe Spezifitat fir das exogen zugefiihrte Avidin.
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Bevor es zu diesem Farbnachweis kommt, wurden die durch Paraffin haltbar gemachten Schnitte

in folgender Reihenfolge mit Xylol und unterschiedlichen Ethanolkonzentrationen inkubiert:

1. 2x 10 min Xylol

2. 2x 2 min 100 % Ethanol
3. 1x 2 min 90 % Ethanol
4. 1x 2 min 70 % Ethanol

5. 1x 2 min 30 % Ethanol

AnschlieBend wurden diese Schnitte mit Aqua dest. griindlich ausgespult und in dest. Wasser 2
mal fir 3 min zur Entfernung des Ethanols aus den Schnitten inkubiert. Die nachfolgende
Pepsindemaskierung fir 10 min bei 37 °C legte die Bindungsstellen frei, die durch Paraffin
belegt waren. Nach zweimaliger Spilung mit Aqua dest. erfolgte erneut eine Inkubation der
Schnitte mit 0,9% H,0, in Aqua dest. fir 15 min, das im Anschluss durch eine einmalige TBS
Spulung und 2 x 5 mindtige Waschung mit 1 x TBST entfernt wurde. Die Schnitte wurden in
10% Normalserum in 1 x TBS, 1% BSA und 4 Tropfen Biotin inkubiert. Als nachstes inkubierte
man sie fur 60 min mit dem 1. Antikorper (Mac 3 Antikorper) mit erneuter zweimaliger
Waschung fiir jeweils 5 Minuten mit TBST. Der nachfolgende Biotin- gekoppelte 2. Antikorper
(Mac AK) wurde fur 30 min auf den Schnitten belassen und danach fiir 2 x 5 Minuten mit TBS
herausgewaschen. Zur Farbung wurde der Vektostain ABC Reagenz verwendet. Mit dem die
Schnitte fiir 30 Minuten inkubiert wurden, dem ein Waschvorgang mit 1 x TBS 2 x fiir 5 min
folgt. Darauffolgend wurden die Schnitte fir 20 min mit Carbazol beschichtet, was als Substrat
flr die Peroxidase des 2. Antikorpers diente. Bevor eine Kernfarbung mit Hamalaun fir 5 min
erreicht werden konnte, wurden die Schnitte 2 x fir 5 min mit TBS gewaschen und nach der
Farbung mit Leitungswasser gereinigt. Mit der Glyceringelatine am Schluss wurde eine

Haltbarmachung des Schnitts erreicht.
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2.11. ELISA (= Enzymverbundene Immunosorbente Probe) zur Bestimmung von Gesamt
1gG / Anti CAR 4/7- 19G

Der IgG / Anti CAR 4/7 ELISA ermdglicht eine quantitative Bestimmung der Mause 1gG / Anti
CAR 4/7 im Serum. Der ELISA ist ein Finfschrittverfahren.

Zur Bestimmung von CAR 4/7- spezifischen Antikorpern wurde die Platte mit reinem isoliertem
CAR 4/7 Protein beschichtet, die gegen 1gG gerichtet sind. Hierftr wurde fir jedes Well 1 pl des
CAR 4/7 Proteins mit 100 pl Coating Buffer verdinnt und fiir 60 min inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte die Aspiration dieser und ein 3-facher Waschvorgang jedes Wells mit 200 pl
Waschldsung. Der nachfolgende zweite Schritt ist die Blockierung. Dazu wurde jedes Well mit
200 pl Blockierlosung beschichtet und fur 30 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde diese
entfernt und erneut dreimal mit 200 pl pro Well Waschlésung gewaschen. Der dritte Schritt
bestand darin, die Platte mit den Mausseren in einer 1: 1600 Verdunnung fir 30 min zu
beschichten und danach 5 x mit der Waschldsung zu je 200 pl pro Well zu waschen. Im
vorletzten Schritt wurden die Wells mit 100 pl HRP- Detection Antibody in einer 1: 50000
Verdinnung belegt und im Anschluss fur 60 min erneut finfmal mit der Waschlésung
gewaschen. Im letzten Schritt fand die Enzym Substrat Reaktion statt. Hierzu wurde die Platte
mit 100 pl pro Well mit Substratldsung fir 30 min inkubiert und anschlielend mit einer 0,5 M
H,SO, Stoplésung gemischt, um mit Hilfe eines Photometers (bei 450/490 nm) die

Konzentration der Antikdrper zu messen.
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2.12. Materialienliste

2.12.1. Chemikalien

ABC- Komplex

Aceton

Albumin

Alkalische Phosphatase

3- Amino- 9- Ethylcarbazol
Ampicillin

Anti-Rabbit Peroxidase
Avidin

BCA™- Reagent A
BCA™- Reagent B

Biotin

1% BSA

Chloramphenicol
Citratpuffer
Coating-Buffer
Coomassie- Farbeldsung
DTT (1 %)

E. coli

Essigséure 0,2 M

Ethanol

Ethanolamin

50 % Glucose
Glyceringelatine

Hamalaun

Hepes

Salzsaure (HCI)
Schwefelséure (H,SO,4 0,5 M)
Imidazollésung (20 mM / 150 mM)
IPTG
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Vektor, USA
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg
Pierce, USA
Pierce, USA
DAKO, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen



Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Milchpulver

Natriumacetat
Natriumcarbonat (pH 9,6) 0,05 M
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Natronlauge (NaOH)

Ni- NTA Superflow

N, N- Dimethylamid

10 % Normalserum

Nu Page LDS Sample-Buffer (4X) (2 %)
OPD

Pepsin

Plasmid DNA (pRSET- SCAR)
Protease- Inhibitor

SCAR- Human

SCAR- Maus

Start- Solution

Steriles Wasser

Transferpuffer

Tris

Trizma Base

Trizma HCI

Tryptone

Tween 0,005 %

Urea

Wasserstoffperoxid

Xylol

Yeast Extrakt

Zitronensaure
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Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Biorat

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
DAKO, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, UK
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen



2.12.2. Antikorper

. Anti- Rabbitperoxidase

. 1. AntikOrper: Seren der verschiedenen Tiergruppen
. 2. Antikorper: Anti- CD 3

. 2. Antikorper: Anti- Mac 3

. Capture- Antibody

. HRP- Detection- Antibody

2.12.3. Losungen und Puffer

Transformation / Impfung / Expression / Extraktion

e SOC- Medium
29 g Tryptone
5 g Yeast Extrakt
0,5 g NaCl
186 mg KClI
10 ml 1M MgCl,
10 ml 50 % Glucose

ad 1 | steriles Wasser, einstellen auf pH 7

e Z - Puffer pH38
240,24 g 8 M Urea
2,383 g 20 mM Hepes
2,922 g 100 mM NacCl
ad 500 ml steriles Wasser
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DAKO, Hamburg
Ddorner, Berlin

DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg
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e Citrat- Puffer pH5
5 g Zitronensaure
7 g Na;HPO4
ad 25 ml steriles Wasser

SDS- Polyacrylelektrophorese

e Probepuffer
500 pul Nu Page LDS Sample Buffer (4X) (2 %)
100 pl DTT (1 %)
400 pl steriles Wasser

Western- Blot

¢ Blot- Puffer
50 ml Transferpuffer
200 ml 100 % Methanol
ad 1 | destilliertes Wasser

e Blockierlgsung
2,5 g Milchpulver
ad 50 ml TBST

e 10x TBS pH 7,6- 7,8
30,3 g Tris
40,3 g NaCl
1 gKCI

ad 1 | destilliertes Wasser
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e TBST
100 ml 10 X TBS
500 ul 0,005% Tween
ad 1 | destilliertes Wasser

Immunhistologie

e Pepsin flr die Demaskierung
80 ml Aqua dest.
20 ml 1 N HCL
0,4 g Pepsin

¢ 0,9 % H,0, in Aqua dest.
6 ml 30 % H,0O,
ad 200 ml Aqua dest.

e Carbazolfarbeltsung
50 mg 3- Amino- 9- Ethylcarbazol
10 mg N, N- Dimethylamid
15 ml 0,2 M Essigséure
35 ml 0,2 M Natriumacetat
100 ul H,0,
ad 200 ml steriles Wasser

e Stamml6ésung BSA
500 mg BS
5ml 1x TBS
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ELISA

e ELISA- Substrat- Buffer
25 ml Citratpuffer (pH 5)
10 mg OPD
8,3 ul 30 % H,0,

e Start- Solution 10 x
30,27 g 500 mM Tris (pH 8,0)
40,9 g 1,4 M NaCl

ad 500 ml steriles Wasser

e Wash- Solution
100 ml 1x Start- Solution
500 ul 0,05% Tween
ad 1 | steriles Wasser

¢ Blocking- Solution
25 ml 1x Start- Solution
2,591% BSA
ad 250 ml steriles Wasser

e Dilution- Buffer
25 ml 1x Start- Solution
2,591 % BSA
125 pl 0,05 % Tween
ad 250 ml steriles Wasser



2.13. Statistik

Fur die statistische Auswertung wird aus den Einzelwerten der jeweiligen Versuche fir die
entsprechende  Versuchsgruppe der arithmetische  Mittelwert  gebildet und die

Standardabweichung errechnet.

Damit die Arbeit mit anderen wissenschaftlichen kardiologischen Veroffentlichungen verglichen
werden kann, wurde der Student-t-Test oder der Mann-Whitney-Test bei nicht normal verteilten
Stichproben verwendet. In diesem Fall wird festgestellt, ob die Unterschiede zwischen der

Versuchs- und Kontrollgruppe statistisch signifikant sind.

Irrtumswahrscheinlichkeiten von p > 0,05 wurden als nicht signifikant, von p < 0,05 als schwach

signifikant, von p < 0,01 als signifikant und von p < 0,001 als hoch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von CAR 4/7 im bakteriellen System

Coxsackie- und Adenoviren sind Erreger viraler Herzmuskelerkrankungen, die beide an den

Coxsackie-Adenovirus Rezeptor zur Zellintegration binden.

Inwieweit die nativen l6slichen Formen des CAR-Rezeptors auf die CVB 3-Infektion und das
Immunsystem wirken, ist bis heute nicht eindeutig bekannt. Wir untersuchten daher die Wirkung
von CAR 4/7 auf die Entwicklung einer Coxsackievirus induzierten Myokarditis. Flr diese
Versuchsreihen wurde aufgereinigtes CAR 4/7-Protein verwendet, das im bakteriellen System

uberexprimiert wurde.

Zur Expression wurden E. coli Bakterien mit CAR 4/7 cDNA haltigen Plasmiden transformiert
und kultiviert. Bei einer ODggo zwischen 0,4 - 0,6 wurde IPTG, ein Induktor der Transkription,
hinzugefigt und die Expression gestartet (Abbildung 6). Die Inkubation wurde fiir 4 - 6 Stunden
nach IPTG Gabe fortgesetzt.

Insgesamt ist das Wachstum der CAR 4/7 transformierten Bakterien stark verlangsamt, was auf
eine Produktion des CAR 4/7-Proteins hindeutet. Im gesamten ist die Versuchsreihe nach 12
Stunden bei einer ODggo Von 1,341 in der Steady-State-Phase abgebrochen worden.
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Abbildung 6: Exemplarische Wachstumskurve von CAR 4/7- exprimierenden (....) und nicht exprimierenden

() E.coli-Bakterien bei einer Temperatur von 37 °C. Die Expression wurde bei einer ODgq von 0,6-0,7 gestartet.

3.2. Reinigung des CAR 4/7-Proteins mittels Affinitdtschromatographie

Die CAR 4/7-tiberexprimierenden Bakterien wurden aufgeschlossen und das His-gekoppelte
CAR 4/7-Protein mittels der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt (siehe 2.4). Das an die
Séule gebundene CAR 4/7 Protein wurde mit Hilfe von Imidazol haltigem Puffer von der S&ule

eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen aufgefangen und der Proteingehalt bestimmt.

Abbildung 7 zeigt exemplarisch den Verlauf des eluierten Proteins von der
Affinitatschromatographiesaule. Den grofiten Anteil der Proteinmenge wurde in den ersten
Fraktionen 3 bis 7 der Sdule gewonnen, die vereinigt und weiterverwendet wurden. Die

Proteinkonzentration der Peakfraktion betrug durchschnittlich 6 bis 8 pg/ml .

33



8000

= 6000 -
£
I=)
=2
N 4000 A
o
v
[
k=
(@]
E 2000 -
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Fraktion des Sauleneluates

Abbildung 7: Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen nach Aufreinigung des CAR 4/7 Proteins iiber

die Ni- NTA-Affinitatschromatographie.

3.2.1. Reinheitsgradanalyse des isolierten CAR 4/7-Proteins mittels SDS- Gelelektrophorese

Der Reinheitsgrads des isolierten CAR 4/7 Proteins nach Affinitatschromatographie wurde
mittels SDS-Gelelektrophorese, wie in Abbildung 8 gezeigt, Uberprift. Im Vergleich zum
eingesetzten Bakterienextrakt und zu dem S&ulendurchfluss befindet sich im Eluat der
Affinitatschromatographie ein hoch reines Protein von 28 kDa, dass der GroRe von His-CAR 4/7
entspricht. CAR 4/7 ist bekannt Polymere zu bilden, die auch in der Peakfraktion nachweisbar

sind.
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Abbildung 8 : SDS-Gelchromatographie von CAR 4/7 haltigem Bakterienextrakt, Saulendurchlauf und Eluates

der Affinitdtschromatographie.

3.2.2 Nachweis der Spezifitat des isolierten CAR 4/7-Proteins

Unter Einsatz eines CAR spezifischen Antikorpers wurde die Spezifitat des isolierten Proteins
uberpraft. Abbildung 9 zeigt ein deutliches CAR spezifisches Signal bei 28 kDa (Knowlton,
2008). Dartiber hinaus werden Banden mit groRerem Molekulargewicht sichtbar. CAR 4/7 ist

bekannt Polymere zu bilden.
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Abbildung 9: Western Blot Analyse zum Nachweis der CAR 4/7 Spezifitét des extrahierten Proteins aus dem

Bakterienextrakt, Sdulendurchfluss und Eluats. Verwendet wurde ein CAR spezifischer AK (Dérner et al., 2006)

3.3 Wirkung von CAR 4/7 auf die CVB 3 induzierte Myokarditis in BALB / ¢ M&usen
3.3.1.1 Analyse der unspezifischen humoralen Immunreaktion

In einer Versuchsreihe wurden 4 Wochen alte BALB / ¢ Mduse uber 7 Tage mit dem CAR 4/7-
Protein bzw. Puffer (als Kontrolle) behandelt. Am 3. Tag der Behandlung wurden jeweils die
Hélfte der Tiere mit dem CVB 3 Virus infiziert. Nach 3 und 6 Tagen nach der Infektion wurden

diese Tiere zur Untersuchung getétet, sowie Blut und Herz enthommen.

36



Zur Untersuchung der unspezifischen humoralen Immunreaktion wurde der Gesamt 1gG Gehalt

im Serum der Tiere quantifiziert.

In Abbildung 10 A wird deutlich, dass die CAR 4/7 Behandlung 3 Tage nach Infektion
unabhangig von der CVB 3 Infektion zum Anstieg des IgG's fihrt. Auch die CVB 3 Infektion
resultiert in einer gesteigerten humoralen Immunreaktion. Die Behandlung von CVB 3

infizierten Méausen mit CAR 4/7 induziert einen zusétzlichen Anstieg des Serum 1gG's.

I
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Abbildung 10 A: IgG Gesamtkonzentration der mit Puffer oder mit CAR 4/7 behandelten nicht infizierten

(CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 3 Tage nach Infektion. *p < 0,05, ** p < 0,01.

6 Tage nach der Infektion hat der virale Infekt keinen Einfluss auf die Konzentration des Gesamt
IgG’s im Serum der infizierten Tiere. Hingegen bewirkt eine Behandlung der Tiere mit dem
CAR 4/7-Protein sowohl in den infizierten als auch in den nicht infizierten eine signifikante

Aktivierung des humoralen Immunsystems.
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Abbildung 10 B: IgG Gesamtkonzentration der mit Puffer oder mit CAR 4/7 behandelten nicht infizierten

(CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 6 Tage nach Infektion. *p < 0,05, ** p < 0,01.

3.2.1.2 Analyse der CAR spezifischen humoralen Immunreaktion

Mit Hilfe eines CAR 4/7 spezifischen ELISA's wurde die Konzentration von CAR 4/7

spezifischen Antikorpern im Serum der Tieren bestimmt.

Die CAR 4/7 Behandlung resultiert in einer deutlichen Bildung von CAR 4/7 spezifischen
Antikorpern sowohl in infizierten (CVB 3 (+)) als auch in den nicht infizierten (CVB 3 (-))
Tieren (Abbildung 11 A).

Bei denen mit Puffer behandelten Tieren war eine Bildung von CAR 4/7 spezifischen
Antikdrpern nicht nachweisbar. Auch die CVB 3 Infektion zeigt keinen Einfluss auf die
Produktion von CAR 4/7 Antikorpern. Das gleiche Bild zeigt sich 6 Tage nach Infektion
(Abbildung 11 B).
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Abbildung 11 A: Gesamtkonzentration der CAR 4/7 spezifischen Antikérper der mit Puffer oder mit CAR 4/7

behandelten nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 3 Tage nach Infektion.

*p < 0,05, ** p < 0,01,*** p < 0,001.
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Abbildung 11 B: Gesamtkonzentration der CAR 4/7 spezifischen Antikorper der mit Puffer oder mit CAR 4/7

behandelten nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 6 Tage nach Infektion.

*p < 0,05, ** p < 0,01.
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3.3.1.3 Spezifischer Nachweis der CAR 4/7 Antikdrper mittels Western Blot

Zur weiteren Charakterisierung der His-CAR 4/7 reaktiven Antikorper wurden Western- Blot-
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde gereinigtes CAR 4/7 als auch extrahiertes Herzprotein einer
weder infizierten noch behandelten Maus gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit den Seren von CAR 4/7 infizierten (CVB 3 (+))
und nicht infizierten (CVB 3 (-)), sowie mit Puffer behandelten nicht infizierten Mausen
inkubiert (Abbildung 12).

Die Western Blots bestatigen die CAR spezifische Reaktivitat der Seren CAR 4/7 behandelter
Maduse. Sie detektieren sowohl das denaturierte CAR 4/7-Protein als auch den
membranstandigen CAR im Herzgewebe. Natives CAR 4/7 konnte im Mausherz nicht
identifiziert werden (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Spezifischer Nachweis der CAR 4/7 Antikérper der mit Puffer oder mit CAR 4/7 behandelten

nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren.

3.3.2.1 Analyse der zellularen Immunantwort im Myokard der behandelten Mé&use nach
Induktion der Myokarditis

In den vorhergehenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass CAR 4/7 Behandlungen zur

Aktivierung des humoralen Immunsystems fiihrt. In wieweit das myokardiale Gewebe von der
CAR 4/7 Behandlung und der CVB 3 Infektion betroffen ist, wurde histologisch nach Infektion

analysiert (Abbildung 13).

3 Tage nach der Infektion konnten noch keine zelluléren Infiltrationen nachgewiesen werden. Im

Vergleich zu Puffer behandelten nicht infizierten Herzgewebe (Bild A) fiihrt die alleinige CAR
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4/7 Behandlung 6 Tage nach der Infektion zu keinen histologisch nachweisbaren
Gewebsveranderungen (Bild B). Die Analyse der Herzgewebsstruktur zeigt keine Myozytolyse,
die Muskelfaserziige sind intakt (Bild A und B).

Abbildung 13: Quantifizierung der immunhistologisch nachgewiesenen myokardialen Entziindung und

Gewebsschdaden im Herzen von Puffer, CAR 4/7 behandelten (CVB 3 (+)) und nicht behandelten (CVB 3 (-))

Mausen.

Deutliche zellulére Infiltrate und Myozytolysen lassen sich im Herzgewebe von CVB 3
infizierten, Puffer behandelten M&usen beobachten (Bild C). Die zusétzliche Behandlung der
CVB 3 infizierten Méause mit CAR 4/7 fuhrt zu einer massiven Erhéhung der zelluldren
Immunantwort in den infizierten Herzen. Die Gewebe weisen groR3flachige Lasionen und starke
intrazelluldre Infiltrationen mit immunkompetenten Zellen auf (Bild D).
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3.3.2.2 Makrophageninfiltration im Herzen der behandelten Tiere

Mittels immunhistologischer Farbung wurden die Makrophagen im Herzen der behandelten

Tiere quantifiziert.
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Abbildung 14: Quantifizierung der immunhistologisch nachgewiesenen Makrophagen im Herzgewebe von

Puffer, CAR 4/7 behandelten infizierten (CVB 3(+)) und nicht infizierten (CVB 3(-)) Méausen.

*p < 0,05, ** p < 0,01,*** p < 0,001.

Wie aus der histologischen Analyse erwartet fuhrt eine alleinige CAR 4/7 Behandlung zu keiner
signifikanten Erhéhung der Makrophageninfiltration im Herzen nicht infizierter Tiere
(CVB 3(-)).

Im Vergleich dazu kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Makrophagen in mit Puffer
behandelten, infizierten Méausen (CVB 3(+)). Die Makrophageninfiltration wird durch eine
vorherige CAR 4/7 Behandlung in infizierten Méausen (CVB 3(+)) gesteigert.
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4. Diskussion

CAR gehort der Immunglobulin-Superfamilie an. Mitglieder dieser Proteingruppe sind in die
embryonische Entwicklung, Immunreaktion und den Zell-Zell-Kontakt involviert (Cohen et al.,
2001). Mehrere dieser Proteine wie z.B. ICAM und CAR wirken auch als Virusrezeptoren
(Bergelson et al., 1997) (He et al., 2001). Eine der Eigenschaften der Immunglobuline ist, dass
viele der Gene l6sliche Rezeptoren produzieren, bei denen der transmembrane und der
zytosolische Teil des Rezeptors fehlt. Die l6slichen Rezeptoren werden durch proteolytische
Spaltung des urspriinglichen Rezeptors oder durch alternatives Splicing erzeugt. Losliche
Rezeptoren kénnen wie z.B. der lésliche Rezeptor von TNF-alpha Rezeptors als Antagonist
wirken, indem sie die Ligandenbindungsstelle des membranstédndigen Rezeptors besetzen und sie
fur den Liganden blockieren (Seckinger et al., 1990). Andererseits kdnnen Sie auch als Agonist
wirksam sein und die Ligandenbindung wie beim Interleukin-6 Rezeptor verstarken (Harmegnies
et al., 2003). So sind die l6slichen Rezeptoren an der Regulation der biologischen Tétigkeit des
Rezeptors und ihrer Liganden beteiligt.

Es konnten vier gesplicte Isoformen von CAR: CAR 2/7, CAR 3/7, CAR 3/7 und CAR 4/7,
identifiziert und analysiert werden, bei denen der transmembrandse Teil fehlt und sie als 16sliche
CAR-Proteine aus der Zelle entlassen werden (Ddrner et al., 2004) (Thoelen et al., 2001). CAR
dient somit nicht nur als Rezeptor fur das Virus, sondern losliches CAR spielt bei der
Virusreduktion in vitro eine Rolle (Dorner et al., 2004). Die Behandlung von CVB 3 infizierten
Hela-Zellen mit CAR 4/7 und CAR 3/7 flhrte zu einer signifikanten Senkung des Virustiters.
Weiterhin senkte die Behandlung von CVB 3 infizierten Méausen mit CAR 4/7 die myokardiale
Viruslast um ca. 60% (Dorner et al., 2006). Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte geklart

werden, welchen Einfluss die CAR 4/7 Behandlung auf das Immunsystem dieser Tiere nimmt.

Erste Ergebnisse gewannen wir durch die Analyse der humoralen Immunantwort mittels ELISA
und Western Blot. Anhand des ELISA’s konnten wir nachweisen, dass es bei CAR 4/7
behandelten Mé&usen 3 Tage nach der Infektion unabhéngig von der CVB 3 Infektion zu einem
deutlichen Anstieg des Gesamt 1gG- Gehaltes im Serum kommt. Die Behandlung von CVB 3
infizierten Méusen mit CAR 4/7 induzierte einen zusatzlichen Anstieg des Serum IgG’s. 6 Tage
nach der Infektion hatte der virale Infekt keinen Einfluss mehr auf die Konzentration des Gesamt
IgG’s im Serum der infizierten Tiere.

Dies bedeutet, dass sowohl die CVB 3 Infektion, als auch die CAR 4/7 Behandlung die

Aktivierung des Immunsystems induziert. Die Spezifitdt der humoralen Immunantwort auf
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CAR 4/7 konnte durch die Verwendung von CAR 4/7 spezifischen ELISA’s und Western- Blot's
gezeigt werden. Die produzierten Antikorper waren sowohl gegen den membranstéandigen als
auch gegen den l6slichen CAR 4/7 reaktiv. Es entstanden Autoantikorper.

Mittels histologischer Techniken wurde eine deutliche Zunahmen der zellularen Infiltrate und
Myozytolysen im Herzgewebe von CVB 3 infizierten Madusen beobachtet. Die Behandlung der
CVB 3 infizierten Mause mit CAR 4/7 flhrte zusétzlich zu einer massiven Erhéhung der
zelluldren Immunantwort in den infizierten Herzen. Der Makrophagengehalt war in den
infizierten Herzen deutlich erhéht und wurde durch die CAR 4/7-Behandlung gesteigert.

Bei den nicht infizierten, CAR 4/7 behandelten Tiere zeigten sich jedoch keine zelluldren
Infiltrationen oder Gewebsschadigungen. Somit fuhrt eine CAR 4/7 Behandlung einerseits zu
einer deutlichen Senkung der Viruslast, andererseits zu einer Steigerung der zelluldren und
humoralen Immunitat.

Frihere Studien ergaben, dass l6ssliches CAR 4/7 Protein sowohl an das Coxsackievirus als
auch an CAR bindet (DOrner et al., 2004). Daraus ergeben sich zwei Maoglichkeiten der
Virusblockierung nach CAR 4/7 Behandlung der CVB 3 infizierten Mause. Einerseits
konkurriert CAR 4/7 mit dem membranstandigen CAR um das Virus und / oder CAR 4/7 bindet
an membranstandiges CAR. In beiden Féllen wird die Bindung von CVB 3 an den
membranstandigen CAR blockiert und die Infektion der Zelle verhindert. Dartiber hinaus wurde
gezeigt, dass die Bindung von CVB 3 an die extrazellulare Doméne des CAR zur Formation von
A- Partikeln fohrt, die durch den Mangel an VP 4 Protein und den Verlust ihrer Infektiositét
charakterisiert sind (Goodfellow et al., 2005). Da CAR 4/7 den groRten Teil der extrazellularen
Domaine besitzt, ist die Produktion von nicht infizierten A- Partikeln durch CAR 4/7 denkbar.
Die Ergebnisse zeigen, dass die CAR 4/7 Behandlung zur Produktion von CAR spezifischen
Antikdrpern flihrt. Diese Antikorper reagieren sowohl mit membranstdndigem CAR, als auch mit
der loslichen CAR 4/7 Isoform. Des Weiteren waren die Antikorper reaktiv gegen nicht-
infiziertes Herzgewebe und CAR transfizierte Zellen (Dorner et al., 2006). Bergelson et al.
zeigten das sich eine CVB 3 Infektion in vitro mit CAR spezifischen Antikoérpern blockieren liefl3
(Bergelson et al., 1995). Die Produktion von CAR spezifischen Antikérpern kann somit zur
Senkung der Viruslast in den Herzen der CVB 3 infizierten Tieren beigetragen haben.

Trotz reduzierter kardialer Viruslast beobachteten wir eine Zunahme der Infiltration des Herzens
mit immunkompetenten Zellen und eine gesteigerte Myozytolyse. Die Detektion wvon
Autoantikorpern wie z.B. Myosin und die Adenin Nukleotid Translokase bei CVB 3 induzierter

Myokarditis wies auf autoimmunologische Prozesse bei der myokardialen Entzindung und
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Herzschadigung hin (Dorner et al., 2005) (Tomko et al., 2000). Neu und Schulze zeigten in ihren
Studien, dass herzreaktive AntikOrper einen schédigenden Einfluss auf das Myokardgewebe
haben. Die Immunisierung mit myokardialem Myosin oder mit der Adenin Nukleotid
Translokase flhrten zu kardialen Entziindungsreaktionen und zur Autoimmunmyokarditis (Neu
et al., 1987) (Schulze et al., 1989). Auferdem resultierte der Transfer von spezifischen
Autoantikérpern gegen den Adenin Nukleotid Translocator und den 3 1 adrenergen Rezeptor
Troponin | in Nagetieren in Herzschadigung und Kardiomyopathie (Jahns et al., 2004)
(Okazaki et al., 2003) (Schwimmbeck et al., 1994). CAR- spezifische Antikdrper mit
autoreaktiver Kapazitat gegen myokardiales Gewebe kdnnten demnach durchaus zur Steigerung
der Immunreaktion im virusgeschadigten Herzgewebe beitragen. Der virale Trigger scheint in
unserem Modell signifikant zu sein, da die Behandlung mit CAR 4/7 allein keine
Autoimmunmyokarditis im getesteten Zeitrahmen verursacht. Es ware allerdings zu klaren, ob
die Behandlung mit CAR 4/7 (ber einen langeren Zeitraum durch die Produktion von
Autoantikorpern gegen CAR eine Myokarditis unabhéngig von der CVB 3 Infektion induziert
und ob diese zum Repertoire der Autoantikorpers, welcher Herzschaden verursacht, hinzugefgt
werden kann.

Yanagawa et al. beschrieben in CVB 3 infizierten Mausen den effizienten antiviralen und anti-
entzindlichen Effekt von loslichem CAR Protein, das aus zwei komplementen humanen
extrazellularen CAR Domane bestand, die sie mit einem Fc-Fragment fusioniert hatten
(Yanagawa et al., 2004). Im Gegensatz zu unserem Ergebnis kdnnte die Unterdriickung der
myokardialen Entziindung durch die Fc-Doméne, die allein einen antiviralen Effekt und
immunsupressive Funktion hat, erklart werden. Eine Immunglobulintherapie wurde erfolgreich
angewendet bei Myokarditiden, die durch CVB verursacht worden (Takada et al., 1995).

Die Behandlung mit Iéslichem CAR 4/7 ohne die autoimmunsupressive Wirkung der Fc Domane
unterstitzte jedoch den progressiven Verlauf der viralen Myokarditis. Parallel zu dieser Studie
waren wir bemduht, die Expression loslicher CAR Proteine bei der Maus nachzuweisen
(Kulanoglu, 2008). Erstaunlicherweise lief3 sich eine solche Expression wie sie beim Menschen
auftritt trotz hoher Homologie der Gene im murinen Organismus nicht detektieren. Somit mag
CAR 4/7 vom murinen Organismus als Fremdprotein erkannt worden sein und zur Produktion
der Autoantikorper gefiihrt haben.

Bei weiteren Untersuchungen zur CVB 3 Reduktion im Myokardium infizierter Mduse zeigte
sich, dass CAR 4/7 behandelte M&use, die 3 anstatt 6 Tagen nach der Infektion get6tet wurden,

noch keine signifikante Infiltration mit immunkompetenten Zellen oder Gewebsschédigungen
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aufwiesen, jedoch eine Reduktion des myokardialen Virustiter zeigten (Ddrner et al., 2006).
Daraus lasst sich schlieRen, dass das Vorhandensein einer hohen zellularen Immunreaktion im
Herzen der CAR 4/7 behandelten, CVB 3 infizierten Mause nicht verantwortlich ist fir die

myokardiale Virusreduktion.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass CAR 4/7 die kardiale Viruslast unabh&ngig vom
zelluldren Immunsystem schon im Frihstadium der Erkrankung senkt, jedoch in seiner
monovalenten Form zur Produktion von Autoantikdrpern flhrt, die zur Senkung der kardialen
CVB 3 Infektion beitragen konnen. Allerdings induziert die CAR 4/7 Behandlung durch
autoimmunologische Reaktionen eine Verstarkung der zelluldren Immunantwort in den Herzen
der CVB 3 infizierten Tieren, was herzschadigend wirkt. Fur einen therapeutischen Ansatz
missten weitere Anstrengungen unternommen werden, die Autoantigenitédt des I6slichen CAR-

Proteins zu unterdricken.

4.1. Zusammenfassung

Der Coxsackie- Adenovirus Rezeptor (CAR) ist ein Protein, welches der Immunglobulin
Superfamilie angehdrt. CAR spielt eine Rolle bei der embryonischen Entwicklung,
Immunreaktion und beim Zell-Zell-Kontakt. Daneben dient er dem Coxsackievirus B3 und
Adenovirus als Virusrezeptor. CAR bildet durch Proteolyse und alternatives Splicing I6sliche
Rezeptoren, die wie fur andere l6sliche Rezeptoren gezeigt wurde antagonistische und/oder
agonistische Wirkung auf den membranstandigen Rezeptor austiben kdnnten. Lésliches CAR
zeigte in vitro antivirale Effekte, und wurde von uns erfolgreich zur myokardialen
Virusreduktion CVB 3 infizierter M&use eingesetzt. In dieser Studie sollte spezifisch geklart
werden, welchen Einfluss die Behandlung mit l6slichem CAR 4/7 auf das Immunsystem dieser
CVB 3 infizierten Mausen ausbt.

Die humorale Immunantwort wurde mittels ELISA und Western Blot analysiert. Zur
Beschreibung der zelluldren Immunantwort im Myokard wurden histologische und
immunhistologische Analysen am Myokard CAR 4/7 behandelten, CVB 3 infizierten M&use im
Vergleich zu nicht-infizierten und unbehandelten Tieren durchgefiihrt.
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Sowohl die Behandlung mit CAR 4/7 als auch die CVB 3 Infektion induzierte unabhangig
voneinander eine Erhdhung des Gesamt IgG- Gehaltes im Serum der Tiere. Die Behandlung von
CVB 3 infizierten Mdusen mit CAR 4/7 fuhrte zu einem additiven Effekt. Die Gabe von
CAR 4/7 verursachte die Produktion von CAR spezifischen Antikoérpern, die mit
membranstandigen und l6slichen CAR interagierten. Es entstanden Autoantikdrper.

Mittels histologischer Analysen wurde eine myokadiale Infiltration mit immunkompetenten
Zellen und Myozytolyse im Herzgewebe von CVB 3 infizierten M&usen beobachtet. Die
Behandlung der CVB 3 infizierten Méusen mit CAR 4/7 fiihrte zudem zu einer massiven
Erhohung der zelluldren Immunantwort in den infizierten Herzen; die Makrophageninfiltration
nahm deutlich zu. Bei den nicht infizierten, CAR 4/7 behandelten Tieren zeigten sich jedoch
keine zellul&ren Infiltrationen oder Gewebsschadigungen.

Die Reduktion der Viruslast mag zum einen durch die direkte Interaktion von CAR 4/7 mit dem
Virus herruhren, die zur Blockierung der Bindung von CVB 3 an den membranstandigen CAR
und zur Senkung der Zellinfektion fuhrt. Die Produktion von CAR spezifischen Antikorpern, die
die Bindungsstelle an den Rezeptor fur das Virus blockieren, scheint den antiviralen Effekt zu
verstarken. Eine Senkung der Viruslast durch das zelluldre Immunsystem im Herzen kann jedoch
ausgeschlossen werden, da eine Reduktion des myokardialen Virustiters schon vor der
Aktivierung der myokardialen Infiltration mit immunkompetenten Zellen erfolgte.

Somit eignet sich eine CAR 4/7 Behandlung zur Senkung der myokardialen Viruslast, fiihrt
jedoch zu autoimmunologischen Reaktionen und zur Steigerung der zellularen und humoralen

Immunitat im Herzen.
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5. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
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Séulendurchlauf und Eluates der Affinitatschromatographie.

Abbildung 9: Western Blot Analyse zum Nachweis der CAR 4/7 Spezifitét S36
des extrahierten Proteins aus dem Bakterienextrakt,
Saulendurchfluss und Eluats. Verwendet wurde ein CAR

spezifischer Antikdrper.
Abbildung 10 A: IgG Gesamtkonzentration der mit Puffer oder mit CAR 4/7 S37

behandelten nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw. infizierten
(CVB 3 (+)) Tieren 3 Tage nach Infektion.
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Abbildung 10 B:

Abbildung 11 A:

Abbildung 11 B:

Abbildung 12 :

Abbildung 13:

Abbildung 14:

IgG Gesamtkonzentration der mit Puffer oder mit CAR 4/7
behandelten nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw. infizierten
(CVB 3 (+)) Tieren 6 Tage nach Infektion.

Gesamtkonzentration der CAR 4/7 spezifischen Antikorper der
mit Puffer oder mit CAR 4/7 behandelten nicht infizierten
(CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 3 Tage nach

Infektion.

Gesamtkonzentration der CAR 4/7 spezifischen Antikorper der mit
Puffer oder mit CAR 4/7 behandelten nicht infizierten
(CVB 3 (-)) bzw. infizierten (CVB 3 (+)) Tieren 6 Tage nach

Infektion.

Spezifischer Nachweis der CAR 4/7 Antikdrper der mit Puffer oder
mit CAR 4/7 behandelten nicht infizierten (CVB 3 (-)) bzw.
infizierten (CVB 3 (+)) Tieren.

Quantifizierung der immunhistologisch nachgewiesenen
myokardialen Entziindung und Gewebsschaden im Herzen von
Puffer, CAR 4/7 behandelten (CVB 3 (+)) und nicht behandelten
(CVB 3 (-)) Mé&usen.

Quantifizierung der immunhistologisch nachgewiesenen
Makrophagen im Herzgewebe von Puffer, CAR 4/7
behandelten infizierten (CVB 3 (+)) und nicht infizierten
(CVB 3(-)) Mausen.
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