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Abstract

Abstract

Introduction The enteroviral myocarditis is a potentially lethal disease. The end phase
of the myocarditis is development of dilative cardiomyopathy, characterized by a very
poor prognosis. The therapy of dilative cardiomyopathy is largely symptomatic. The aim
of this dissertation was to evaluate whether the cardiac expression of IRF-7 differed
over time between two mouse models of CVB3-myocarditis. C57BI/6-mice, which
eliminate the virus, were compared with A.BY-mice, which develop chronic myocarditis
with viral persistence. IRF-7 plays a key role in the regulation of the early anti-viral

interferon response.

Methods RNA was isolated from the frozen hearts of both mouse models at specific
time points after CVB3 infection. After evaluating the purity, quality and quantity of the
RNA, the expression of IRF-7 was quantified using real-time-PCR and related to the
expression of 18S rRNA, which was used as an internal standard.

Results The presented findings show that the cardiac IRF-7 mRNA expression was
strongly induced in both mouse models on day 4 in comparison with the non-infected
mice. However, C57BI/6 mice showed a 2.7 times stronger expression than A.BY mice
on day 4, which decreased after day 8. While C57BIl/6 mice reached maximal
expression on day 4, A.BY mice showed a delayed maximal IRF-7 expression on day 8,
which was lower than the level seen with C57BI/6 mice. In contrast with C57BI/6 mice,
the IRF-7 mRNA expression of the A.BY mice remained clearly higher than the non-
infected control mice until day 28. An additional result of this dissertation was the

identification of a new cardiac-expressed IRF-7 exon.

Conclusion These results show that the C57BI/6 mouse, which is able to eliminate
CVB3, displays a faster and stronger induction of IRF-7 than the A.BY-mouse. Fast and
robust cardiac induction of IRF-7 appears, therefore, to be a requirement for the efficient

elimination of the virus.
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Abstrakt

Abstrakt

Die enterovirale Myokarditis ist eine potenziell lebensbedrohende Erkrankung. Die
Endphase der Myokarditis ist die Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit
einer sehr schlechten Prognose. Die Therapie der dilatativen Kardiomyopathie ist zum
groBen Teil symptomorientiert. Ziel dieser Dissertation war zu untersuchen, ob sich die
kardiale Expression von IRF-7 in zwei Mausmodellen der CVB3-Myokarditis im
Zeitverlauf nach Infektion unterscheidet. Untersucht wurden C57BIl/6-Mause, die das
Virus eliminieren, und A.BY-Mause, die eine chronische Myokarditis mit viraler
Persistenz entwickeln. IRF-7 ist entscheidend an der Regulation der antiviralen frihen

Interferonantwort beteiligt.

Dafir wurde RNA aus gefrorenen Herzen dieser Mausstdmme zu definierten
Zeitpunkten nach CVBS3-Infektion isoliert. Nach Bestimmung von Reinheit, Qualitat und
Quantitat der RNA wurde die Expression der IRF-7 mRNA mittels Real-Time-PCR
quantifiziert und die Expression jeweils auf die 18S rRNA als endogener Standard

bezogen.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die kardiale IRF-7 mRNA Expression in
beiden Mausmodellen am Tag 4 im Vergleich zu nichtinfizierten M&usen stark induziert
war. C57BI/6 Mause zeigten am Tag 4 im Vergleich zu A.BY Mausen jedoch eine 2,7-
fache starkere Expression, die bei C57BI/6 Mausen ab Tag 8 wieder abnahm. Wé&hrend
C57BI/6 Mause bereits am Tag 4 das Expressionsmaximum erreichten, zeigten A.BY
Méause die maximale IRF-7 Expression verzégert am Tag 8, wobei das Niveau der
C57Bl/6-Maus nicht erreicht wurde. Die IRF-7 mRNA-Expression blieb bei der A.BY-
Maus im Unterschied zu C57BIl/6-Maus bis Tag 28 (jeweils im Vergleich zu
nichtinfizierten Kontrollen) deutlich erhéht. Als weiteres Ergebnis dieser Dissertation

konnte zudem ein neues kardial exprimiertes IRF-7 Exon identifiziert werden.

Diese Ergebnisse zeigten bei der C57BI/6-Maus, die zu einer Elimination von CVB3
imstande ist, eine schnellere und starkere kardiale Induktion von IRF-7 als bei der
A.BY-Maus. Eine schnelle und robuste kardiale IRF-7 Induktion scheint demnach eine

Voraussetzung flr eine effiziente Elimination des Virus zu sein.
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Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Virusmyokarditis und Dilatative Kardiomyopathie

Die Myokarditis ist eine kardiale Erkrankung, die in bis zu 9% der routinemaBig
durchgefiihrten post mortem Studien identifiziert wurde (1, 2). Sie scheint zudem fur
20% der Falle eines plétzlichen Herztodes bei Erwachsenen, die jlinger als 40 Jahre alt
sind, verantwortlich zu sein (3). Klinisch definiert ist die Myokarditis als eine kardiale
Erkrankung, die mit einer Entzindung des Myokards, einer Nekrose und/oder
Degeneration der Myozyten in Abwesenheit eines ischamischen Ereignisses assoziiert
ist (4, 5). Die weltweit am haufigsten auftretende Myokarditisart ist mit der Chagas-
Krankheit assoziiert (6). In Europa und Nordamerika dagegen, ist die Virusmyokarditis
die haufigste Myokarditisart. Es sind mehr als 20 Viren bekannt, die mit der humanen
Myokarditis, assoziiert sind (7). In Deutschland ist der Parvovirus B19 der fihrende
Myokarditiserreger, gefolgt vom Humanem Herpes-simplex-virus 6, den Enteroviren,
dem Zytomegalievirus und den Adenoviren (8). Die Diagnose einer Myokarditis ist nur
durch histologische und immunhistologische Untersuchung des Infiltrats zu sichern (9).
Eine Inflammation liegt nach den Empfehlungen der WHO vor, wenn sich >14
Lymphozyten und Makrophagen pro mm? in einer Myokardbiopsie befinden (10). Die
Kriterien fur die Diagnose einer Myokarditis sind in den Dallas Kriterien aufgelistet, die
auf histologischen Ergebnissen basieren. Diese Kriterien schlieBen die Kategorien
akute Myokardits (eine Entzindung mit Myozytenschaden), die Borderline-Myokardits
(eine Entzindung ohne Myozytenschaden), die persistierende Myokarditis (eine
wiederholt bioptisch nachgewiesene Entziindung mit Myozytenschaden), sowie auch
Heilungs- und Gesundungsprozesse ein (11).

Die klinischen Symptome reichen von einem asymptomatischen Stadium, bei dem die
Diagnose der Myokarditis nur durch EKG-Abnormalitdten der ST-Strecken und T-
Wellen diagnostiziert werden kann, Uber Grippe-dhnliche Symptome und/oder
gastrointestinale Beschwerden bis hin zu fulminanten Verlaufen mit Arrhythmien,
Herzinsuffizienz und Tod (12). Bei Patienten mit fulminanten Myokarditisverlaufen
zeigte sich, dass dieser Myokarditisverlauf jedoch seltener chronifiziert (13). Ungefahr
ein Drittel der Patienten mit einer viralen Myokarditis entwickeln eine chronische
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Einleitung

Verlaufsform. Die chronische virale Myokarditis ist mit viraler Persistenz und
Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie assoziiert (14) und wird auch als
inflammatorische DCM bezeichnet. Die DCM ist definiert als eine Einschrankung der
systolischen Pumpfunktion des rechten und/oder linken Ventrikel, die zu einer
zunehmenden Herzvergrésserung fuhrt. Dieser Prozess wird als ,Remodeling*
bezeichnet und geht haufig, jedoch nicht zwangslaufig, mit Symptomen einer
Herzinsuffizienz einher. Die Patienten klagen Uber Belastungsdyspnoe, Mudigkeit,
Orthopnoe, paroxysmale néchtliche Dyspnoe, periphere Odeme und Palpitationen (15).
Bei den meisten klinisch apparenten Patienten zeigt der inflammatorische DCM-Verlauf
eine unaufhaltsame Progredienz (12).

Trotz extensiver Anstrengungen zeigte sich bis jetzt in groBen randomisierten Studien
kein Therapieansatz als effektiv (12). Zur Zeit richtet sich die supportive Therapie nach
den Symptomen und Zeichen der Herzdysfunktion. Die Standardtherapie der
Herzinsuffizienz mit Kochsalzrestriktion, Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmern,
Diuretika und Digitalis kann eine symptomatische Besserung bewirken (16). Als
antivirale und immunmodulierende Behandlung in der Phase der Virusinfektion und

Viruspersistenz werden Interferone oder i.v. Immunglobuline eingesetzt (17).

Eine enterovirale RNA wurde in ungefahr 20%-25% aller mit inflammatorischen DCM
erkrankten Patienten nachgewiesen (12). Die Prognose der klinisch apparenten
inflammatorischen DCM ist unglnstig. Die 5-dahresiberlebenszeit der mittels Biopsie
nachgewiesenen inflammatorischen DCM betragt nur 50% (14). Die Mehrheit der
Patienten, insbesondere diejenige, die alter als 55 Jahre alt sind, sterben innerhalb von
drei Jahren nach dem ersten Auftreten der Symptome (13).

Die Mortalitat der inflammatorischen DCM st aufgrund der Limitierung der
Therapieméglichkeiten hoch. Grund hierfiir ist das ungenliigende Verstandnis der
Pathogenese der Myokarditis. Mit der Hoffnung in Zukunft wirksamere
Therapieméglichkeiten entwickeln zu kdnnen, missen zuerst die komplexen
Interaktionen zwischen der direkten viralen Verletzung und der Immunantwort des

Wirtes mit Hilfe von Tiermodellen besser verstanden werden .
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1.2  Murine Modelle der Myokarditis

Viel von unserem Verstandnis der Pathophysiologie der Entstehung der humanen
viralen Myokarditis verdanken wir den Studien mit experimentellen murinen Modellen.
Die Maus hat sich zu einem exzellenten und gut definierten Modell fir virale Myokarditis
entwickelt. Grund hierfir ist die einfache und kosteneffiziente Handhabung, das
Vorhandensein von transgenen Linien und ihre Sensitivitat zu cardiotropen Viren (14).
Vergleiche der Krankheitsprogression und Prognose zwischen verschiedenen
Mausstammen zeigten wie bedeutsam der genetische Hintergrund des Wirtes fir die

wirtseigene Immunantwort ist.

Die Tlbinger Arbeitsgruppe um Karin Klingel zeigte, dass das Coxsackievirus B3
(CVB3) in verschiedenen Mausstdammen unterschiedlich repliziert wird (18).
Empfindliche Mausestamme, wie A.BY/Snd, entwickeln eine chronische Myokarditis mit
dauerhafter Prasenz von viraler RNA im Myokard. Dagegen eliminieren resistentere
Mausestamme, wie C57BI/6, den Virus nach der frihen akuten Phase der Infektion
(19).

Nach der intraperitonealen Injektion von CVB3 repliziert sich dieser im Herz, im
Pankreas, in der Milz und im Gehirn der Maus. Dort verursacht er klinische Symptome,
die den humanen Erkrankungen &ahneln (20-22). Drei pathologische Phasen der
Erkrankung wurden charakterisiert und werden im darauffolgendem Kapitel dargestellt
(Abb. 1).

1.3  Murine Virale Infektion

Abbildung 1 zeigt die drei Phasen der murinen viralen Myokarditis mit den

Veranderungen in den virusinfizierten murinen Kardiomyozyten.
Waéhrend der akuten viramischen Phase (Tag 0 bis Tag 4) befindet sich ein hoher

Virustiter im Blut, in der Milz, dem Pankreas und dem Myokard. Starke Virusreplikation
innerhalb der ersten drei bis vier Tagen nach der Infektion fahrt zu einer

17
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virusinduzierten Kardiomyozytenschadigung, fokal sterbenden Myofibern (sowohl
nekrotisch als auch apoptotisch), multivesikularer Vacuolation und einer Kalzifizierung
in der Abwesenheit von myokardialen Entziindungsinfiltraten (18, 23). Die myokardiale
Expression der Zytokine IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-18, TNF-a, TNF- und IFN-y ist bereits
vor der Immunzellinfiltration erhéht (bis zu Tag 5 p.i.). Das weist darauf hin, dass diese
Zytokine von residenten Zellen des Myokards, wie Kardiomyozyten, Endothelzellen,
Fibroblasten und dendritischen Zellen, als Antwort auf den Virus freigesetzt werden
(24, 25). Zudem erscheinen neutralisierende Antikérper um den Tag 4 herum, die eine
kritische Rolle in der Limitierung der Virusreplikation im Herzen und in anderen Organen

spielen (26).

Die subakute Phase (Tag 5 bis Tag 14) beginnt mit der Freisetzung der neu gebildeten
Viren ins Interstitium, was die Migration von natirlichen Killerzellen und Makrophagen
stimuliert. Dieser ersten Welle von infiltrierenden Zellen folgt ein Anstieg der
proinflammatorischer Zytokine und damit eine zweiten Welle von infiltrierenden
Immunzellen, wie der antigenspezifischen CD4" und CD8" T-Lymphozyten. In dieser
Phase ist die extensive Virusinfektion mit der Entwicklung von multifokalen
inflammatorischen Lasionen assoziiert. Bis zum Tag 14 p.i. ist der Virus bei den
C57Bl/6 Mausen eliminiert, wahrend der neutralisierende Antikdrpertiter den hdchsten
Stand erreicht (14, 18). NK-Zellen, aktiviert durch IL-2, tdéten die virusinfizierten
Kardiomyozyten, um die Virusausbreitung zu limitieren (27). Jedoch verschlimmert die
Uberaktivierung und/oder Langzeitprasenz der NK den myokardialen Schaden,
aufgrund der exzessiven myokardialen Freisetzung von zytotoxischen Molekilen, wie
dem Perforin (28). Die Expression proinflammatorischer Zytokine im Herz und im
Plasma ist mit einer groBen Infiltration von antigenspezifischen T-Lymphozyten
assoziiert (25, 29). Die zytotoxischen T-Lymphozyten zielen auf virale Antigene, die auf
der Oberflache von infizierten Kardiomyozyten lokalisiert sind und in Verbindung mit

dem MHC-1 Antigen prasentiert werden (30). IFN-y und TNF-a regulieren hierbei den

MHC und das ICAM-1 auf der Oberflache von infizierten Myozyten hoch und vermitteln
dadurch einen angemessenen Zell-Zell-Kontakt zwischen T-Lymphozyten und
infizierten Myozyten (31). Die Aktivierung der T-Zellen unterscheidet sich zwischen den
verschiedenen Mausstammen und scheint eine wichtige Determinante der

Wirtsempfindlichkeit flr virale Myokarditis zu sein (32).
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Abbildung 1
Drei Phasen der murinen viralen Myokarditis. Dargestellt sind die Veranderungen in den Virusinfizierten

murinen Kardiomyozyten abhangig von der Dauer der Infektion (nach 14).

Die chronische Phase der Myokarditis (Tag 15 bis 90 p.i.) beginnt gewdhnlich mit einer
kompletten Clearance der Virusbestandteile aus dem Blut und dem peripheren
Gewebe. Jedoch kénnen virale RNA und das Kapsidprotein VP1 im Herz, Milz und
Lymphknoten Uberleben (33, 34, 35). Eine fortlaufende Expression von verschiedenen
Zytokinen konnte wahrend der chronischen Phase der viralen Myokarditis in humanen
und murinen Modellen nachgewiesen werden (36, 37). Die Expression des
regulatorischen Zytokin IL-18, des proinflammatorischen Zytokin TNF-o, des immuno-

suppressiven/fibrogenetischen Zytokin Tumorwachstumsfaktor-B in Mauseherzen am
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Tag 28 und 98 p.i. sind Hinweise auf chronische Entziindungsinfiltrate und auf einen
fortlaufenden Wundheilungsprozess im Myokard (38). Zudem kann neben der
kontinuierlichen Virusreplikation und Immunzellinfiltration ins Herz, der apoptotische
Zelltod ein dritter Mechanismus fiir die Langzeitgewebezerstérung sein (17). Wie CVB3
die Wirtszelle genau infiziert und die genannten Phasen der Infektion verursacht, wird
im folgenden Kapitel erlautert.

1.4 Coxsackievirus B3

Coxsackieviren sind unbehillte humanpathogene Enteroviren aus der Familie der
Picornaviridae. Sie sind omniprasent, werden sowohl Uber den fékal-oralen Weg als
auch dber Troépfcheninfektion Gbertragen und verursachen haufig kleine saisonale
Epidemien (39). Es sind vom Coxsackievirus zwei Subtypen bekannt. Vom Coxsackie A
Subtyp (CVA) kennt man 23 Serotypen. Diese verursachen hauptsachlich enterale
Erkrankungen. Vom Coxsackie B Subtyp (CVB) sind sechs Serotypen bekannt, die mit
ernsten Erkrankungen des Herzens, des Pankreas und des ZNS assoziiert sind, wie die
aseptische Meningitis, die Myokarditis, die Pankreatitis und hdchstwahrscheinlich den
Insulin-abhangigen Diabetes mellitus (Typ 1) (40). Der Serotyp CVB3 wurde mit
ungefédhr 20%-40% der sporadischen Falle eines akuten Herzversagens oder einer
DCM in Verbindung gebracht (39, 41, 42). Die Inkubationsperiode variiert von einem
Tag bis zu zwei bis drei Wochen (40).

Coxsackieviren sind kleine RNA-Viren von kugeliger Form (lkosaeder) mit einem
Durchmesser von etwa 30 nm. Das Virion besteht aus einem zentralen RNA-Kn&uel
und einem auBen liegenden Kapsid. Die RNA liegt im Virion als 7.4-kb einzelstrangiges
(ss) RNA-Genom mit positiver Polaritat vor, die als mRNA wahrend einer Infektion
fungiert (43). Voraussetzung fir die Infektion von Myozyten ist die Bindung des CVB3
sowohl an das Membranprotein Decay-accelerierender-Faktor (DAF), als auch an den
Coxsackievirus- und Adenovirus-Rezeptor (CAR). Der DAF, ein 70 kDa
membranstandiges Protein, wird stark im humanen Gewebe exprimiert und agiert bei
der CVB3-Infektion als Corezeptor (44). Der CAR ist ein transmembranes Protein mit
engen Anhaftungsstellen in humanen Epithelzellen (45). Es ist dem Virus nicht méglich,
CAR von der apikalen Oberflache zu erreichen. Der CVB3 benitzt eine ausgefeilte
Strategie, um Kontakt zum versteckten CAR zu bekommen (46). Hochreguliert liegt
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CAR im Herzen von DCM-Patienten vor (47). Dagegen bewirken TNF-o und IFN-y eine

Herabsetzung der CAR-Expression in Endothelzellen (48).

Nach der Bindung an den CAR/DAF Komplex, erfolgt die Virusinternalisation in
endocytische Vesikel und die Virus-Entmantelung (Uncoating). Danach dringt die nun
freigesetzte virale (+)-Strang RNA ins Cytoplasma. Wéahrend der Eklipse, das ist der
Zeitraum, wahrenddessen kein infektiéses Virus in der Zelle nachweisbar ist, erfolgt die
Synthese des (-)-Strangs und damit die Replikation der Virusnukleinsdure sowie die
Synthese eines groBen viralen Polyproteins (49). Dieses neusynthetisierte Polyprotein
wird nach und nach mittels viruskodierter Proteasen in die vier viralen Struktur-
Kapsidproteine VP1, VP2, VP3 und VP4 und in die sieben viralen nicht-Struktur-
Proteasen und -Polymerasen 2AP°, 2B, 2C, 3A, 3B/VPg, 3CP"°/3CDP", 3D geteilt (50).
Diese bewirken eine Stimulation der viralen Translation (51) und Hemmung vieler
zellularer Transkriptionsfaktoren, was zur Verminderung der Wirtszell mRNA
Translation und Proteinsynthese fuhrt (52). Zusatzlich zur immunologisch mediierten
Apoptose verursachen auch einige virale Proteasen die Apoptose der Wirtszellen (53),
was zu virusinduzierten myokardialen Lasionen fuhrt (54). Die Montage der Viren
erfolgt im Zytoplasma. Dann werden die replizierten Viren freigesetzt, um die Infektion

weiterzuschiren (55).

In unseren Experimenten verwendeten wir Coxsackie B3 Viren vom Nancy-Typ(56, 57)
Die Virulenz des pantropischen CVB3 vom Typ Nancy, ist etwas weniger ausgepragt
als bei anderen CVB3-Varianten, wie z.B. der CVB3 vom Woodruff-Typ, der stark
myocardiotrop reagiert und akut schwere myokardiale L&sionen verursacht (58).
Ursache fur die unterschiedliche Virulenz sind vermutlich Unterschiede in der
Nukleotidsequenz (59). Wie das Immunsystem CVB3 erkennt, wird im folgenden Kapitel
beschrieben.

1.5 Toll-Like Rezeptoren
Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Schlisselmolekiile des innaten Immunsystems. Sie

erkennen virale Nukleinsauren, bakterielle Bestandteile bzw. Produkte wie LPS, Pilze
und Protozoen. Bis jetzt wurden bei der Maus und beim Menschen 13 verschiedenen
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TLR identifiziert. Sie sind an Zelloberflachen und in Endosomen lokalisiert. TLR 2, 4, 5
und 11 sind an der Zelloberflache lokalisiert und erkennen Lipopeptide, LPS, Flagellin
und Propellin. Die TLR 3, 7, 8 und 9 sind dagegen auf zytoplasmatischen Vesikel, wie
den Endosomen und dem Endoplasmatischem Retikulum, lokalisiert (60). TLR 3 bindet
doppelstrangige (ds) RNA, wahrend TLR 7, 8 und 9 einzelstrangige DNA mit
nichtmethylierte CpG-Motiven (Cytosin-Phosphat-Guanosin Motive) und einzelstrangige
(ss) RNA erkennen. TLR bestehen aus einer transmembranen Leuzin-reichen Doméane
(LRR), die in den extrazellularen Raum bzw. ins Lumen der Endosomen weist, und
einer zytoplasmatischen Doméane (TIR), die homolog zum Interleukin-1 Rezeptor ist.
Nach Ligandenerkennung aktivieren die TLR intrinsische Signalwege, die zur
Phosphorylierung und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fohren (61). Bei der
CVB3-Infektion werden folgende intrinsischen Signalwege aktiviert:

1. MyD88-abhéangiger Weg (Abb.2)

Dieser Signalweg wird vor allem in plasmacytoiden Dendritischen Zellen (pCD) benutzt.
Diese Zellen produzieren eine groBe Menge von Typ 1 IFN als Antwort auf eine virale
Infektion (62). Dabei spielt das MyD88 (ein Adaptorprotein der TIR Domaéane) eine
essentielle Rolle (63). Nach Erkennung der ssRNA des CVB3 durch die TIR-Domane
der TLR 7, 8 und 9, bildet das MyD88-Adaptorprotein einen zytoplasmatischen Komplex
mit IRAK 4 (IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinase), IRAK 1, TRAF 6 (Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptor-assoziierter-Faktor), IKK-oo (Inhibitor des NF-xB Kinase) und IRF-7
(Interferon-regulierender Faktor) (64-69). IRAK 1, TRAF 3 und IKK-o fUhren zur
Phosphorylierung von IRF-7 und dadurch zur Translokation des aktivierten IRF-7 in den
Nukleus, wo dieser die Expression von Typ 1 IFN bewirkt (68, 64, 65, 69). MyD88,
TRAF 6 und IRAK 4 regulieren sowohl die IRF-7 Aktivierung als auch die NF-kB
Aktivierung (70).

2. MyD88-unabhéangiger Weg (Abb.3)

Dieser Signalweg erfolgt in gewdhnlichen dendritischen Zellen. Hier wird die
Signalkaskade getriggert mit Hilfe des TIR-Adaptorproteins TRIF (71). Nach Erkennung
der ds RNA durch den TLRS3, assoziiert TRIF mit TRAF 3, TRAF 6, IKK-i, TBK 1 und
Rezeptor-interagierendem Protein-1 (RIP1). Aktiviertes TRAF 3, IKK-i und TBK 1 fihren
zur zytoplasmatischen Phosphorylierung und damit Aktivierung von IRF-3 und IRF-7,
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die dann in den Nukleus transportiert werden, wo sie die Transkription von IFN-
bewirken (64, 65). Aktiviertes TRAF 6 und RIP1 bewirken die Aktivierung von NF-«xB,
was eine Induktion proinflammatorischer Zytokinen nach sich zieht (72). Dieser Weg
spielt eine wichtige Rolle im Hervorrufen einer inflammatorischen Antwort auf eine RNA-
Virusinfektion in vivo (73). Dies ist ein notwendiger Prozess fir die Induktion der Virus-
spezifischen T-Zell-Antwort. FUr die IFN-Antwort ist dieser Weg aber um ein Vielfaches
ineffektiver als der MyD88-abhangige Weg (70). TLR 4 benutzt sowohl den MyD88-
abhangigen Weg als auch den MyD88-unabhangigen Weg (74).

Diese TLR-Signalwege flhren zu einer Zytokin- und Interferonausschittung. Die
Funktionen der Zytokine und Interferone werden im folgenden Kapitel erlautert.
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Abbildung 2
MyD88-abhangiger TLR-Signalweg bei einer CVB3-Infektion (nach 74).
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Abbildung 3
MyD88-unabhé&ngiger TLR-Signalweg bei einer CVB3-Infektion (nach 70).
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1.6 Interferone

Interferone (IFN) gehdéren zusammen mit den Interleukinen, koloniestimulierenden
Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokinen in die Gruppe der Zytokine. Deren
Aufgabe ist die Regulierung des Wachstums und der Differenzierung von Zellen.
Interferone haben eine immunstimulierende, antitumorale und vor allem antivirale
Wirkung. Sie werden in Typ | und Typ Il Interferone eingeteilt. Typ | IFN sind IFN-o
(mindestens 13 Subtypen) und IFN-B. Typ | IFN werden in virusinfizierten Zellen
gebildet und sind Schlissel-Zytokine der friihen antiviralen Antwort. Typ Il IFN ist IFN-y,
das vor allem von aktivierten T-Zellen und NK produziert wird. Alle IFN-Gene befinden
sich beim Menschen auf Chromosom 9p und bei der Maus auf Chromosom 4q.
Interessanterweise enthalten die Gene flr a- und B-Interferone keine Introns. Dies
kénnte damit zusammenhangen, dass a- und B-IFN in virusbefallenen Zellen gebildet
werden, in denen das SpleiBen durch die Virusinfektion gestdrt ist. Nach Virusinfektion
kann jede Zelle zur Produktion von Interferon Typ | induziert werden (75). Hauptsachlich
wird IFN-o0 von Leukozyten (insbesondere von Monozyten und Makrophagen) gebildet
und Interferon-p von Fibroblasten produziert (76, 77). Die plasmacytoiden dendritischen
Zellen spielen eine besondere Rolle bei der IFN Produktion, da sie (im Gegensatz zu
den Fibroblasten, Kardiomyozyten und anderen hamatopoietischen Zellen) den TLR-
und MyD88-abhangigen Weg der IFN Produktion benltzen, der exklusiv vom IRF-7
kontrolliert wird. Typ | IFN induzieren die Apoptose von virusinfizierten Zellen und leiten
die zellulare Abwehr bei einer viralen Infektion ein. Zudem aktivieren sie natlrliche
Killerzellen und T-Zellen. Sie induzieren die Maturation der dendritischen Zellen,
verstarken die Antikdrperantwort in den B-Zellen, vermitteln die CD8+-T-Zellantwort und
rekrutieren mit Hilfe von Chemokinen Lymphozyten und Monozyten zu den entziindeten
Stellen. Damit spielen sie nicht nur eine essentielle Rolle im innaten antiviralen
Immunsystem, sondern aktivieren auch das adaptive Immunsystem. Sekretiertes
Interferon bindet an den IFN-a-Rezeptor, aktiviert diesen und fihrt somit zur
Heterodimerisierung von den Signallbermittlern und Transkriptionsaktivatoren STAT1
und STAT2. Diese bewirken nach Translokation in den Nukleus die Induktion der
Transkription von hunderten Effektormolekilen. Eines dieser Effektormolekilen ist der
IRF-7, der wiederum eine verstéarkte Expression der IFN bewirkt (positiver Feedback-
Loop der IRF-7 Expression) (78). Reguliert wird die Expression der Interferone mittels
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der Interferon regulierenden Faktoren, die als Transkriptionsfaktoren fungieren. Hierbei
spielt das IRF-7 eine herausragende Rolle und wird als der Masterregulator der IFN
bezeichnet (79).

1.7 Interferon-regulierende Faktoren

Interferon-regulierende Faktoren (IRF) sind Transkriptionsfaktoren, die die Expression
von IFN-a und IFN-B sowie weiterer wichtiger Zielgene (INOS, Chemokine, Zytokine)
induzieren. Fir Mensch und Maus sind jeweils 9 IRFs (IRF-1 bis IRF-9) beschrieben
(80). Alle IRFs haben eine starke Homologie der N-terminalen DNA bindenden Doméne
(DBD). Diese ist durch Elemente mit 5 Tryptophanwiederholungen charakterisiert, die
sich innerhalb der ersten 150 Aminosauren des Proteins befinden (81). Die IRF DBD
vermittelt spezifische Bindungen an GAAA-Sequenzen, die dem [FN-stimulated
response element (ISRE) ahneln (82). Jeder IRF besitzt eine einzigartige C-terminale
Doméne, die IRF-assoziierte Doméane (IAD) genannt wird. Diese IADs sind sowohl fiir
die Interaktion mit anderen Mitgliedern der IRF Familie verantwortlich als auch fir die
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren (83). Zum Beispiel besitzt IRF-2 eine
inhibitorische Doméne (ID), die die transkriptionale Aktion von IRF-1 reprimiert (84).
Auch die Zelltyp spezifische Expression der IRFs und deren Transaktivationspotenzial
wird Uber die IADs reguliert (83). Einige IRFs sind spezifisch flir hAmatopoetische Zellen
(IRF-4, IRF-8) (80), wahrend andere in multiplen Gewebsarten und Zellen exprimiert
werden. IRF-5 ist nur im Lymphgewebe mit Ausnahme des Thymus lokalisiert (80). IRF-
3 und IRF-7 werden beide konstitutiv exprimiert (85), wobei aber nur die IRF-7
Expression reguliert wird (86). Aktiviert werden die IRFs mittels Phosphorylierung an
deren Carboxylende, nachdem der Virus von den TLR erkannt und deren spezifische
Signalweg aktiviert wurden. Danach translozieren die aktivierten IRFs vom Zytoplasma
in den Nukleus, wo sie die Transkription von ISRE-besitzenden Genen bewirken (80).
Die Stabilitdt der IRF-Proteine ist sehr unterschiedlich (IRF-1 ~ 30min, IRF-2 ~ 8h
Halbwertszeit) (87).

Wichtig ist die Kooperation zwischen IRF-3 und IRF-7, die zu einer Verstarkung der

antiviralen Antwort fOhrt. Bei der frihen antiviralen Antwort fungiert IRF-3 als
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Transkriptionsfaktor der Expression von IFN-B. IFN-B induziert dann, mittels Bindung an
den IFN-Rezeptor und Aktivierung der STAT-Molekile, die Expression von IRF-7, die
wiederum die Transkription von Typ | IFN bewirkt. Dieser positive Feed-Back
Mechanismus verstarkt die antivirale Antwort (88).

Zusétzlich zu ihrer Funktion in der viralen Abwehr sind die IRFs auch in zahlreiche
andere biologische Prozesse involviert. Sie beeinflussen die Zellzyklusregulation, die
Apoptose, die Tumorsuppression (IRF-1, IRF-8) und die Onkogenese (IRF-2, IRF-4)
(80).

1.8 Interferon regulierender Faktor 7

Der Interferon regulierender Faktor 7 (IRF-7) ist ein Schllisselmolekil der zellularen
Antwort auf eine Virusinfektion. Es wurde deshalb auch als Masterregulator der
Interferonexpression bezeichnet (79). IRF-7 beeinfluBt das innate und das adaptive
Immunsystem wahrend einer Virusinfektion. IRF-7 Kkontrolliert die systemische
Produktion von IFN im Rahmen der innaten Immunantwort. Zudem reguliert IRF-7 die
lokale Aktion der Interferone, die von den plasmacytoiden dendritischen Zellen des
adaptiven Immunsystems gebildet werden (79). Dies zeigt die herausragende
Bedeutung des IRF-7 bei der Regulation der antiviralen Abwehr.

IRF-7 wurde kloniert und als Protein identifiziert, das an die Promotoregion des Epstein-
Barr-Virus-Nuklearantigens-1 gebunden ist (86). Bis jetzt wurden 8 Isoformen des
humanem und murinen IRF-7 beschrieben (IRF-7A bis IRF-7H) (86, 89).

1.8.1 Struktur des IRF-7

Das humane IRF-7 Gen ist auf Chromosom 11 lokalisiert. Die DBD ist am N-terminalen
Ende des Proteins lokalisiert. Die Konsensussequenz fir die IRF-7 Bindung wurde
durch Zufallsselektion als 5°-GAAA/TNC/TGAAANT/C-3" identifiziert (90). Diese
Sequenzen sind in funktionellen Promotorelementen Typ | IFN-regulierter Gene
enthalten, wie IFN-a4, -a7 und a-14 (86, 89). Die C-terminale Region von IRF-7 besteht
aus multiplen Domanen, die als konstitutive Aktivierungsdoméane (CAD), virusaktivierte
Domane (VAD), inhibitorische Doméne (ID) und Antwort-Domane (RD) bezeichnet

werden (91). Die C-terminale Region zwischen den Aminosauren 468 und 491 ist der
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Ort der virusinduzierten Phosphorylierung und damit Aktivierung des IRF-7 (92).
Abbildung 4 zeigt die schematische Struktur des humanem IRF-7 Proteins.

IAD
OO
IRF-7 N DBD CAD| VAD ID RD C
468-EGVSSLDSSSLSLCLSSANSLYDD-491
Abbildung 4

Schematische Struktur des humanen IRF-7 Protein mit der Aminosduresequenz 468-491. Wichtige

Serine, die an der virusinduzierten Phosphorylierung beteiligt sind, sind rot dargestellt (nach 83).

Abbildung 5 gibt die schematische Struktur der 8 bekannten murinen IRF-7 Isoformen
mit farbig unterschiedlich dargestellten Exone wieder.

Murine IRF-7 Isoformen
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Abbildung 5

Murine IRF-7 Isoformen a bis h mit den farblich markierten Exone (nach 93).
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Im Vergleich mit anderen IRFs zeigt IRF-7 eine besonders kurze Halbwertszeit (94). In
der bis dato veréffentlichten Literatur konnte IRF-7 als Protein nur in vitro nachgewiesen
werden, und hier haufig nur nach Transfektion eines getaggten Fusionsproteins (94,
86).

1.8.2 Regulation der IRF-7 Expression

In den meisten untersuchten Geweben wurde eine basale Expression von IRF-7 mRNA
gezeigt. Im lymphoiden Gewebe ist die IRF-7 Expression am starksten. Im Unterschied
zu IRF-3 ist die IRF-7 mRNA Expression induzierbar (86, 89). Die Regulation der IRF-7
mRNA Expression erfolgt auf zwei Ebenen. Die IRF-7 Expression wird auf der Ebene
der IRF7 mRNA Transkription kontrolliert. Zudem erfolgt eine Regulation im Rahmen
der Aktivierung des IRF-7 Proteins. Vor allem virale Nukleinsduren, LPS und INF
steigern die IRF-7 Expression. IFN bindet an den IFN-Rezeptor und flhrt somit zur
Aktivierung von ISGF3, einem Komplex aus STAT 1, STAT 2 und dem Protein p48.
ISGF3 induziert die Expression von IRF-7 mRNA. TNFa, TRAF3, IKK-, IKK-a, TBK,
NF-xB, IFN-o, INF- und STAT-Molekile wirken als Induktoren der IRF-7 mRNA
Expression (95) (Abb. 2 und 3). Chemische Reagenzien wie Butyrat oder der
Phorbolester TPA (89) sowie biologische Agenzien wie das EBV-kodierte latente
Membranprotein 1 (LMP-1) kénnen die Expression der IRF-7 mRNA induzieren (96).

Posttranslational wird die IRF-7 Aktivierung durch Phosphorylierung mit nachfolgender
nuklearer Translokation geregelt. Aber auch DNA-schadigende Agenzien, wie UV-Licht,
und LMP-1 kénnen IRF-7 Protein phosphorylieren (89). Andererseits kénnen
verschiedene virale Gene (HHV-8 vIRF-3, Vaccinia Virus E3L, Influenza Virus NS1,
HHV-8 ORF-45) die Aktivierung von IRF-7 Protein blockieren (97, 98, 99) .

1.8.3 Funktion des IRF-7

Abbildung 6 zeigt kurz zusammenfassend den IFN/Virus vermittelten Signalweg des
IRF-7.
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Virus/IFN induzierter Signalweg
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Abbildung 6

Virus/IFN induzierter IRF-7 Signalweg (nach 100).
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1.9 Fragestellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurde im Zeitverlauf nach CVB3-Infektion die kardiale Expression von
IRF-7 auf der mRNA-Ebene untersucht. Die Hypothese war, dass im Modell der akuten
Myokarditis der C57/BI6 Maus die IRF-7 Expression starker induziert wird als im Modell
der chronischen Myokarditis der A.BY Maus. Hierzu muBte ein quantitativer Assay zur
Bestimmung der kardialen IRF-7 mRNA etabliert werden.
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2. Versuchstiere und Material

2.1 Versuchstiere

Verwendet wurden M&use der Stdmme A.BY und C57Bl/6. Vier Wochen alte A.BY und
C57Bl/6 Mause wurden im Institut fir molekulare Pathologie der Universitat Tibingen
mit 5x10* pfu CVB3 des Stamms Nancy i.p. infiziert. Die Mduse wurden im 12 h Tag-
Nacht-Zyklus gehalten und bekamen Standardfutter und Wasser ad libitum. Die

Experimente  waren  durch

die  zustandige Tierschutzbehdérde

(Tiergenehmigungsnummer: PA 1/04, Regierungsprasidium Tlbingen).

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien
Agarose

Ethidiumbromid

Isofluran

DNTPs

Tris-HCL

Borsaure

EDTA

Bromphenolblau

Bacto™ Agar

100 bp DNA Marker

Trizol

Chloroform

Isopropanol

Hot Start-Tag-Polymerase
SuperScript 1lI-Polymerase
Q-Solution

Polysucrose 400 (Ficoll 400)

Ethanol

Cambrex Bio Science, Wiesbaden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Abbott, Karlsruhe, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Pharmacia, Erlangen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

genehmigt
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RNase ZAP
Dithiothreitol
Rnasin
Mercaptoethanol
DNA-Leiter
Enfluran
Ampicillin
LB-Medium
X-Gal

2.2.2 Primer

Forward Primer fir IRF-7
BW fwd

BWn fwd

BW3 fwd

Backward Primer fir IRF-7
BW bwd

BWn bwd

BW3 bwd

Forward Primer fiir 18S
18S fwd

Backward Primer fiir 18S
18S bwd

Bio Products, KéIn, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

5’-gga gga gtt tcg ggc tcg ga-3’
5’-gcg gca agg gtc acc aca ct-3’
5°-gag acg ctt ctc cag cat gtg t-3°

5’-ggc cac tga ccc agg tce at-3’
5’-cgt aga gac tgt tgg tgc tag a-3’
5°-gc ggt tgc gct cca gea get-3°

5’-cct gcg gcet taa ttt gac tca aca-3

5’-cac caa cta aga acg gcc atg ca-3’

Diese Primer wurden von der Firma TIB MolBiol, Berlin, Deutschland synthetisiert.

Primer flr Vektor pGEM-T easy

Random hexamer Primer flir RT

Promega, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
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Versuchstiere und Material

2.2.3 Loésungen, Puffer, Medien

TBE 0,1 M Tris-HCL, 0,1 M Borsaure, 3 mM EDTA (pH 8,0)

Ficoll-Puffer 15 g Ficoll, 100 ml 1xTBE-Puffer, 1 ml Bromphenolblau

LB-Agar 1,5 g Bacto-Agar, 100 ml LB-Medium, autoklavieren,
Lagerung bei 4 °C

2.24 Kits

SuperScript || Reverse Transkriptase

RNeasy Mini Kit

RNase free DNase Set

RNA 6000 Nano Kit

PCR-Kit

TagMan-Kit Quanti Tect
pGEM-T Easy Vector System
QlAprep Miniprep

2.2.5 Prokaryonte Zellen
Subcloning DH5a (E.coli)

2.2.6 Verbrauchsmaterialien
Reaktionsgerate

96-Well Platte

Einmalskalpelle

Petrischalen

2.2.7 Gerate

Photometer

NanoDrop

PCR-Gerat

TagMan

Bioanalyzer

ABI Prism 7000
Geldokumentationssystem 5000

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Agilent, Waldbronn, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Greiner, Nurtingen, Deutschland

Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
MJ Research, Watertown, USA

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Ultra-Violet Products, Cambridge, UK
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Heizblock
Vortexer
Zentrifuge
Minizentrifuge

Teflon-Glas-Homogenisator

2.2.8 Software
NanoDrop 2000
Bioanalyzer 2100 Expert
TagMan 7500

SPSS Version 16
GraphPad Prism 3.0

Thermo-Dux, Wertheim, Deutschland
Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

NanoDrop Products, Wilmington, USA

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
SPSS, Chicago, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
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3. Methoden

3.1 Entnahme und Konservierung muriner Organe

Die Versuchstiere wurden mit Isofluran/Enfluran narkotisiert und mittels Genickbruch
getdtet. Herz, Milz, Leber und Pankreas wurden entnommen, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei —-80 °C gelagert. Vor der
Kryokonservierung wurde aus jedem Herz ein Gewebesegment entnommen und fir

histologische Untersuchungen in Paraffin eingebettet.

3.2 Einteilung der kardialen histopathologischen Veranderungen

Kardiale Paraffinschnitte von CVBS3-infizierten A.BY und C57BI/6 Mausen und nicht
infizierten Kontrollmausen wurden an Tag 4, 8, 12 und 28 p.i. von der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. med. K. Klingel in der Abteilung fir Molekulare Pathologie, Institut fir
Pathologie am Universitatsklinikum TUbingen untersucht.

Die histopathologischen Befunde wurden nach Schweregrad der kardialen Schadigung
und Entziindung eingeteilt (101):

Grad 0: Keine Myokardschadigung, keine Entzlindungszellen

Grad 1a: Einzelne Myozytolysen und einzelne mononukleare Entziindungszellen

Grad 1b: Kleine Herde an Fibrose und evitl. einzelne mononukleare
Entziindungszellen

Grad 2: Kleine Herde an Myozytolysen und einige wenige kleine Herde an
EntzGndungszellen

Grad 3: Viele Myozytolysen diffus und groBe Herde an Entziindungszellen

Grad 4: GroBflachige Nekrosen und ausgepragte Entziindungszellinfiltration

Uber beide Ventrikel
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Die Kontrollproben zeigten keine pathologischen Veranderungen (Grad 0). Im
Gegensatz dazu zeigten CVBS3-infizierten Proben von A.BY und C57BIl/6 Mausen im
zeitlichen Verlauf histopathologische Veranderungen, deren Einteilung gemaB oben

genannter Gradierung erfolgte (101):

A.BY

Tag 4 pi Grad 2
Tag 8 pi Grad 4
Tag 12 pi Grad 4
Tag 28 pi Grad 4
C57Bl/6

Tag 4 pi Grad 1a
Tag 8 pi Grad 2, 2-3
Tag 12 pi Grad 1a, 2
Tag 28 pi Grad 1b

Bis zum Tag 8 nach CVB3-Infektion konnte bei beiden Modellen ein Anstieg der
kardialen Schadigung und Entziindung festgestellt werden. Beim Modell der C57BI/6
Maus fiel der Grad der histopathologischen Veranderung vom Tag 8 bis zu Tag 28 nach
CVB3-Infektion wieder ab. Im Modell der A.BY Maus blieben ab Tag 8 bis zum Tag 28
nach CVBS3-Infektion samtliche Anzeichen einer pathologischen Veranderung deutlich
erhéht. Die histopathologischen Veranderungen waren zu allen Zeitpunkten der CVB3-
Infektion im Modell der A.BY Maus starker als im Modell der C57BI/6 Maus.

Die in dieser Arbeit untersuchten kardialen RNA-Proben stammen aus den oben

genannten Infektionsversuchen.

3.3 Isolierung der RNA

Um Gesamt-RNA zu isolieren wurde murines Herzmuskelgewebe (je ca. 100 mg) in
Trizol (pro 50-100 mg Organgewicht mindestens 1 ml Trizol) gegeben und vermischt.
Dadurch kénnen Zellen zerstdrt und Zellbestandteile gelést werden, ohne dabei die
RNA zu schédigen. Danach wurde das Gemisch mittels des Potters homogenisiert.
Nach einer 5 mindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur, wurde pro 1 ml Trizol 0,2
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ml Chloroform zugegeben, 15 s per Hand grindlich geschittelt und nochmals 2-3 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 15 minttiger Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C,
wurde die wassrige RNA-haltige Phase gewonnen, wahrend die organische DNA- und
Protein-haltige Phase verworfen wurde. Die RNA wurde mit 0,5 ml Isopropanol
prazipitiert, gevortext, 10 min inkubiert und 10 Minuten bei 12.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Jetzt wurde die RNA als geldhnliches Pellet am Boden des
ReaktionsgefaB sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen. Die RNA wurde mit 75 %
Ethanol durch Vortexen gewaschen und nach 5 minttiger Zentrifugation bei 7.500 g und
4 °C wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen. Dieses RNA-Pellet wurde dann 5
min an Luft getrocknet, aber nicht vollstandig, da ansonsten die RNA unléslich werden
wirde. AnschlieBend wurde die RNA in 100 ul RNAse-freiem Wasser gel6ést und bis

zum weiteren Gebrauch bei —80 °C gelagert.

3.4 RNA-Reinheitskontrolle

Um nachzuweisen, dass unsere isolierte RNA nicht mit Proteinen und/oder DNA
verunreinigt ist, wurde eine RNA-Reinheitskontrolle mittels Photometer und Nano Drop

durchgefihrt.

3.4.1 Photometer

Das Messprinzip des Photometers liegt in der Absorption von Licht bei einer
bestimmten Wellenlange. Die Extinktion wird gemessen und anhand der Differenz kann
die Absorption errechnet werden. Die Reinheit der isolierten RNA wird durch den
Quotienten aus den Absorptionen bei Axsonm/Azsonm abgeschétzt. Ein Quotient kleiner
als 1,65 deutet auf eine Protein-Kontamination hin. Dagegen zeigt ein Quotient
zwischen 1,65 und 2,2 eine ausreichende Reinheit der isolierten RNA an. Im Idealfall
sollte der Quotient 1,8 betragen. Hbéhere Werte als 2,2 deuten auf eine DNA-

Verunreinigung hin.
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3.4.2 Nano Drop

Das Messprinzip des Nano-Drop entspricht dem des Photometers. Es wird mit der zu
untersuchenden Substanz eine Wasserséaule erzeugt, dann die Extinktion des Lichts bei
einer bestimmten Wellenldnge gemessen. Der Nachweis flr die Verunreinigung mit
DNA erfolgt anhand einer charakteristischen Absorptionskurve fir DNA, die ein

Maximum bei 260 nm aufweist.

3.5 RNA-Qualitatsanalysen

Die Qualitat, das heiB3t die Integritat der isolierten RNA, kann mittels der Gelelektro-
phorese und des Bioanalyzer gemessen werden. Dabei wird geprift, wie integer die
RNA ist und untersucht ob schon Abbauprodukte der RNA vorhanden sind.

3.5.1 Gelelektrophorese

Die Integritat der isolierten RNA kann durch Gelelektrophorese verifiziert werden. 5 pl
isolierter RNA wurden mit 5 pl Ficoll vermischt und auf ein 2 % Agarosegel mit 3 pl
Ethidiumbromid (1 pg/ml) aufgetragen und bei 90 V aufgetrennt. Als Laufpuffer diente
TBE. Als Langenstandard diente der 100 bp Marker. Die (negativ geladenen) RNA-
Fragmente wandern im Gel mit einer Geschwindigkeit umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihrer GréBe im elektrischen Feld zum positiven Pol (Anode). Bromphenol
gibt einen optischen Anhaltspunkt fir den Fortschritt der Elektrophorese. Das im Gel
enthaltene Ethidiumbromid lagert sich in die RNA-Doppelhelix ein. Es kann mit UV-Licht
angeregt und somit die RNA indirekt sichtbar gemacht werden. Die Banden wurden
anschlieBend unter UV-Licht visualisiert. Hinweise flr die weitgehende Integritat der
RNA sind eine 28S-RNA-Bande, die im Vergleich zur 18S-RNA-Bande etwa doppelt so
intensiv erscheint. Auch die scharfe Abgrenzbarkeit der rRNA-Banden sind Zeichen
einer integren RNA. Auf Fragmentierung der RNA, das heiBt schon abgebaute RNA,

weisen Schmierspuren im Gel hin.
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3.5.2 Bioanalyzer

Das Messprinzip des Bioanalyzer &hnelt dem der Gelelekirophorese. Ein elektrisches
Feld wird angelegt. Die RNA (negativ geladen) wandert von Kathode (Minuspol) zur
Anode (Pluspol). Dabei entspricht die Leiter dem Marker. Sie misst die Zeit und die
Menge der RNA. Die Dye Konzentration ist ein Aquivalent zum Ethidiumbromid, lagert
sich in Sekundarstrukturen der RNA ein, wird durch Licht angeregt und fluoresziert. Der
Marker zeigt den Beginn einer Probe an. Wir fihrten die RNA-Quantifizierung mittels
des ,RNA 6000 Nano Kit* nach Herstellerprotokoll durch. 28S und 18S ribosomale
RNAs werden scharf abgrenzbar dargestellt. Die RIN (RNA integrity number) gibt die
Integritat der RNA an und variiert von 10 (hdchste Integritat) bis 1 (abgebaute RNA).

3.6 RNA-Quantitatsbestimmung

Die Optische Dichte bei 260 nm entspricht 1 bei einer RNA-Konzentration von 40
ug/ml. Folglich wird die Konzentration der RNA nach folgender Formel errechnet:

40 pg/ml x OD 260 nm x Verdinnungsfaktor.
Dieser Formel unterliegt die RNA-Quantitatsbestimmung beim Photometer und beim

Nano Drop. Auch der Bioanalyzer liefert genaue RNA-Quantitatsbestimmungen.

3.7 DNA-Verdau

Um noch verbliebene DNA-Kontaminationen zu beseitigen wurde ein DNA-Verdau
Trizol-isolierter RNA mit RNeasy Mini Kit (QIAGEN) und RNase free DNase Set
(QIAGEN) nach Herstellerprotokoll durchgefihrt (Tabelle 1). Dabei wird B-
Mercaptoethanol zur RNA-Stabilisierung verwendet, das sich an Disulfid-Briicken von
Proteinen anlagert. Dadurch hemmt es Enzyme, die ansonsten die RNA abbauen
wirden. Um die sehr temperaturanfalligen RNA-Proben zu schitzen, wurden alle
Proben wahrend des Versuchs auf Eis gelagert.
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X pl =5 ug RNA Inkubation im Wasserbad:
2,50 ul 10 x RQ1-Puffer 1. 37 °C, 15 min

1,25 ul MgClI2 (50 mM) 2.65 °C, 10 min

0,25 pl DNase RQ1

DEPC-H,0 ad 25 p

Tabelle 1
Ansatz des DNA-Verdau.

3.8 Reverse Transkription

Reverse Transkription bedeutet das Uberschreiben der genetischen Information eines
RNA-Genoms in eine komplementare DNA (cDNA) mittels einer reversen
Transkriptase. Das ist eine DNA-Polymerase, die mit Hilfe ihrer reversen
Transkriptaseaktivitdt und dem Random Hexamer Primer, die RNA in 5°-3"Richtung zur
cDNA transkribiert. Der Random Hexamer Primer besteht aus einer Mischung von
Oligonukleotiden, die alle mdglichen Sequenzen fiir ein Hexamer reprasentieren.
Danach erfolgt die Vervollstandigung des einzelstrangigen cDNA-Stranges zum
doppelstréangigen Strang. Man spricht von reverser, also umgekehrter Transkription, da
es sich um genetische Informationsiberschreibung in umgekehrter Richtung im
Vergleich zur Mehrzahl zellularer Transkriptionsvorgdnge handelt.

Zur Denaturierung von Sekundarstrukturen der RNA werden 10 pl RNA (verdinnt nach
DNA-Verdau auf 40 ng/ul) mit 1 pl dNTP und 1 pl Random Hexamer Primer bei 65 °C 5
Minuten lang inkubiert. Zum Annealing der Random-Hexamer-Primer werden 4 pl First
Strand Puffer, 2 ul DTT und 1 pl RNasin dazugegeben. DTT lagert sich an Disulfid-
Bricken von Proteinen und hemmt dadurch Enzyme, die fir den Abbau der RNA
zustandig sind und Rnasin zerstért Rnasen. Nach dem Mischen wird das Gemisch 2
Minuten lang bei 25 °C inkubiert. Danach wird 1 pl SuperScript Il-Polymerase
zugegeben und vorsichtig vermischt. Jetzt erfolgt 50 Minuten lang bei 42 °C das
Annealing und die Elongation. Die Reverse Transkriptase wird 10 Minuten lang bei 70
°C inaktiviert. Und mit einer 5min(tigen Kihlung bei 4 °C wird die Reverse Transkription

abgeschlossen.
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10 pul RNA Reaktionsbedingungen:
1 ul dNTP 1. 65 °C, 5 min

1 ul Random Hexamer Primer 2. 25 °C, 2 min

4 ul First Strand Puffer 3. 42 °C, 50 min
2ulDTT 4.70 °C, 10 min

1 ul Rnasin 5.4 °C, 5 min

1 ul SuperScript II-Polymerase

Tabelle 2

Ansatz und Programm der Reversen Transkription.

Es wurden 12 Serien (unabhangige Anséatze) von cDNA-Synthesen hergestellt. Jede
Serie enthalt cDNA der Tage 0, 4, 8, 12 und 28 nach CVBS3-Infektion fiir A.BY Mause
und far C57BI/6 Mause.

3.9 Primerdesign

Zur Auswahl der Nukleotidsequenz der einzelnen Primer wurde eine detaillierte

Datenbankrecherche nach den publizierten genomischen bzw. cDNA-Sequenzen in der

Gendatenbank auf dem Server des National Center for Biotechnology (NCBI)

durchgefuhrt. Es wurden computergestitzt Primerpaare ermittelt, die folgende Kriterien

erfullten:

1. Die Primerlange liegt zwischen 20 und 25 bp.

2. Die Primersequenzen sind spezifisch fir die interessierende cDNA ohne

Kreuzreaktivitdt mit anderen Sequenzen.

3. Die Primer Uberspannen mindestens ein Intron, so dass eine Amplifikation aus

genomischer DNA entweder nicht stattfindet oder eine Bande gréBerer Lange

produziert.

4. Die Ausbildung von Sekundarstrukuren innerhalb eines Primers ist minimal.
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5. Die gegenseitige Bindung der Primer (Primer-Dimer-Formation) ist minimal, wobei

insbesondere Komplementaritdten am 3°-Ende vermieden werden.

6. Die optimale Annealing-Temperatur beider Primer eines Paares ist ungefahr gleich,
wobei darauf geachtet wurde, dass das Verhaltnis von [Adenin + Thymine] / [Cytosin
+ Guanosin] ungefahr 1:2 ist (2+4 Regel). Die Annealing-Temperatur wird
abgeschatzt: 2 x (Adenin+Thymine) + 4 x (Guanosin+Cytosin).

3.10 Amplifizierung von DNA mittels PCR

Zur Vervielfaltigung der aus der Reversen Transkription gewonnen cDNA fUhrten wir
Polymerasekettenreaktionen (PCR) durch. Dabei amplifizierten wir zu jeder PCR eine
Negativkontrolle mit. Diese bestand aus einem Reversen Transkriptions-Ansatz ohne
Zugabe der Reversen Transkriptase, um mdgliche DNA-Kontaminationen aus-
schliessen zu kénnen. Zusatzlich erfolgte auch zu jeder PCR eine H>O Probe, der statt
cDNA die entsprechende Menge an PCR-Puffer zugegeben wurde, um falsch positive
PCR-Banden zu ermitteln. Zur Qualitatskontrolle der PCR wurde fir alle IRF-7 PCR
18S als endogener Standard benutzt. Dieses Gen 18S, auch Housekeeping-Gen
genannt, wird unabhangig von Zelltyp, Zellstadium und auBeren Einflissen exprimiert,
im Gegensatz zu den regulierten Genen, wie das IRF-7 Gen. Dadurch kénnen
Messfehler bei der Quantifizierung und Ungenauigkeiten beim Pipettieren durch
Abgleich der Ergebnisse mit dem Housekeeping-Gen ausgeglichen werden.

Das Reaktionsprinzip der PCR &ahnelt der Replikation der DNA in der Zelle. Ausgehend
von einer DNA-Matrize und einem spezifischen Primerpaar, das an den sense- bzw.
antisense-Strang hybridisiert, wird die von den Primern flankierte Sequenz exponentiell
amplifiziert. Die gesamte Reaktion basiert auf vier Teilschritten bei jeweils
unterschiedlichen Temperaturen. Im ersten Schritt wird die Tag-Polymerase bei 95 °C
aktiviert. Im zweiten Schritt, der Denaturierung (ca. 94 °C), wird die DNA in
Einzelstrange aufgetrennt. Beim Annealing, dem dritten Schritt, hybridisieren die
Oligonukleotid-Primer mit den beiden Matrizenstrangen und dienen der DNA-
Polymerase im vierten Schritt, der Elongation (ca. 72 °C), als Startmolekile. Die
Annealing-Temperatur wird anhang der ,2+4“-Regel errechnet. Dabei gilt: A/T Paar=2
°C, G/C=4 °C. Dieser Zyklus wird je nach Reaktion 28 - 40 mal wiederholt, abhangig
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davon nach wie vielen Zyklen der Peak erreicht wird, in dem Amplifizierungen
exponentiell stattfinden. In dieser Kettenreaktion wird das gewlinschte DNA-Fragment
millionenfach amplifiziert. Die Taqg-DNA-Polymerase stammt aus einem E.coli-Stamm,
der ein Plasmid mit dem klonierten Gen der Thermus aquaticus-DNA-Polymerase tragt.
Diese hitzestabile DNA-Polymerase hat die PCR sehr vereinfacht und verbessert. Das
Bakterium Thermus aquaticus lebt im Wasser bei einer Temperatur von 75 °C. Seine
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) hat ein Temperaturoptimum von 72 °C und ist
selbst bei der Denaturierungstemperatur von ca. 94 °C noch stabil (Tabelle 3 und 4).
Zum Testen der richtigen Zykluszahl far die IRF-7 PCR wird eine PCR mit festgelegter
Endzyklenzahl von 40 Zyklen durchgefiihrt. Dabei wird wahrend der Amplifikation
jeweils alle zwei Zyklen — beginnend von einer mittleren Zyklenzahl aus - eine Probe
dem Gerat entnommen. AnschlieBend erfolgt eine Auswertung der Amplifikate mittels
Gelelektrophorese.

IRF-7 PCR Ansatz IRF-7 PCR Programm

1 ul cDNA Schritt 1: 95 °C 15 min
1 ul IRF-7 BW3 fwd-Primer Schritt 2: 94 °C 1 min

1 ul IRF-7 BW3 bwd-Primer Schritt 3: 66 °C 1 min

0,5 pl dNTP-Mix Schritt 4: 72 °C 1 min

0,25 pl Hot Start-Tag-Polymerase Schritt 5: 36 x Schleife Schritt 2-4
2,5 ul 10xPCR-Puffer Schritt 6: 72 °C 10 min
5 pl 5xQ-Solution Schritt 7: 4°C 5 min
13,7 5ul H20

Tabelle 3

Ansatz und Programm der IRF-7 PCR.
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18S PCR Ansatz 18S PCR Programm

1 ul cDNA Schritt 1: 95 °C 15 min
1 ul 18S fwd-Primer Schritt 2: 94 °C 30s

1 ul 18S bwd-Primer Schritt 3: 68 °C 45 s
0,5 pl dNTP-Mix Schritt 4: 72 °C 45s
0,25 pl Hot Start-Tag-Polymerase Schritt 5: 28 x Schleife Schritt 2-4
2,5 ul 10xPCR-Puffer Schritt 6: 72 °C 10 min
5 pl 5xQ-Solution Schritt 7: 4 °C 5 min
13,75 ul H20

Tabelle 4

Ansatz und Programm der 18S-PCR.

3.11 Nachweis amplifizierter DNA mittels Gelelektrophorese

Zur Analyse restringierter oder amplifizierter DNA wurden 2%ige Agarosegele
verwendet, denen 3 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) zugegeben wurden. Als Laufpuffer
diente TBE. Die DNA-Proben wurden mit 5 ul Ladepuffer (enthalt Bromphenolblau und
Ficoll) versetzt und bei 90 V aufgetrennt. Als Langenstandard diente der 100 bp-DNA
Marker. Bromphenol und Xylenxyanol geben einen optischen Anhaltspunkt fir den
Fortschritt der Elektrophorese. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid lagert sich in die
DNA-Doppelhelix ein. Es kann mit UV-Licht angeregt und somit die DNA indirekt
sichtbar gemacht werden. Durch Vergleich der Positionen der Banden der DNA-
Fragmente mit den Banden des DNA-GrdBenstandards wird die GroBe der PCR-

Fragmente bestimmt.

3.12 Real-Time-quantitative PCR
Die Real-Time-quantitative-PCR (RT-gPCR) ist eine Vervielféltigungsmethode flr

Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der herkbmmlichen Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) beruht und zusétzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Die
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Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wahrend
eines PCR-Zyklus erfasst werden (daher der Name ,Real Time®). Der hierbei
verwendete Fluoreszenzfarbstoff ist SYBR-Green. Die Fluoreszenz nimmt proportional
mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende eines Laufs (der aus mehreren Zyklen
besteht) wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung in der
exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Nur in der exponentiellen Phase der
PCR (die wenige Zyklen in einem Lauf dauert) ist die korrekte Quantifizierung méglich,
da wéahrend dieser Phase optimale Reaktionsbedingungen herrschen. Diese Methode
unterscheidet sich somit von anderen quantitativen PCR-Methoden, die erst nach
Ablauf der PCR eine quantitative Auswertung, meist unter Einbeziehung einer
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Fragmente, vornehmen.

Abbildung 7

Schematischer Ablauf einer Real-Time PCR mit dem DNA interkalierenden Farbstoff SYBR Green. Bild A
zeigt die Denaturierung, Bild B die Primeranlagerung (Annealing), Bild C die Kettenverlangerung
(Elongation) und Bild D das Ende des jeweiligen Zyklus (nach Fa. Roche).
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Der Reporter (ein Fluorochrom, der sich mit Licht einer bestimmten Wellenlange
anregen lasst und die aufgenommene Energie anschlieBend in Form von Licht einer
anderen Wellenlange wieder abstrahlt) und ein Quencher (ein Fluorochrom, dessen
Anregungsspektrums dem Emissionsspekirum des Reporters entspricht) sitzen auf
demselben Oligonukleotid, vorzugsweise an 5- und 3'-Ende. Solange das
Oligonukleotid intakt ist, ist die Lichtstarke des Reporters gering. Wird der Reporter aber
durch die herannahende Polymerase freigesetzt, steigt die Lichtproduktion bei dieser
Wellenlange an. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-Molekile werden
freigesetzt und entsprechend steigt die Signalstarke. Farbstoff SYBR-Green wird
unspezifisch in doppelstrangige DNA eingebaut (Abb. 8). In der ersten Phase der
Amplifikation einer PCR ist die Templatemenge begrenzt und die Wahrscheinlichkeit,
dass sich Template, Primer und Polymerase treffen, suboptimal, wahrend in der dritten
Phase der Amplifikation die Menge der Produkte (DNA, Pyrophosphat,
Monophosphatnucleotide) derart ansteigt, dass es zur Hemmung durch diese kommt,
haufiger Produktfragmente miteinander hybridisieren, die Substrate langsam verbraucht
werden und letztlich die Polymerasen und Nucleotide durch die Hitze langsam zerstért
werden. Ein exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg findet sich nur in der
Phase dazwischen. Exponentiell bleibt eine PCR bei 12 bis 400 Ausgangskopien flr ca.
30 Zyklen, bei 200 bis 3200 fur 25 Zyklen und bei anfanglich 3200 bis 51200 fur
héchstens 20 Zyklen (Tabelle 5). Um immer am Anfang der exponentiellen Phase
messen zu kdnnen, wird haufig der CT-Wert (Cycle Threshold = "Schwellenwert-
Zyklus") verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig

signifikant Gber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

IRF-7 RT-qPCR Ansatz IRF-7 RT-qPCR Programm
1 uL cDNA (aus 400 ng-RT) step: 95 °C 1s

12,5 uL 2 x Mastermix (QuantiTect, Qiagen) step 1: 95 °C 15 min
1,25 uL 10 uM IRF-7 BW3 fwd-Primer (Ziel: 500nM) step 2: 95 °C 15s
1,25 uL 10 uM IRF-7 BW3 bwd-Primer (Ziel: 500nM) step 3: 65 °C 30s

9 uL ddH>O (QuantiTect, Qiagen) step 4: 72 °C 30s

40 x step 2->4

Tabelle 5
Ansatz und Programm der IRF-7 RT-qPCR.
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Relative Quantifizierung

Hierfir wird eine interne Kontrolle benétigt. Eine interne Kontrolle kann ein Gen-
Transkript sein, dessen Signal verwendet wird, um Variationen in der Ausgangsmenge
der eingesetzten RNA auszugleichen. Dies wird als Normierung bezeichnet. Weil die
Gesamtanalyse auf diesem Signal beruht, ist die Wahl der internen Kontrolle ein
wichtiger Aspekt des Experiments. Die ideale interne Kontrolle ist leicht zu detektieren.
Deren Expression sollte nicht wahrend des Zellzyklus, zwischen Zelltypen oder als
Antwort auf die experimentelle Behandlung (z. B. Stress, Medikamente, Krankheit)

variieren. In dieser Arbeit wurde das 18S Gen verwendet (Tabelle 6).

18S RT-gPCR Ansatz 18S RT-gPCR Programm
1 uL cDNA (aus 400ng-RT) step: 95 °C 1s
12,5 uL 2 x Mastermix (QuantiTect, Qiagen) step 1: 95 °C 15 min
1,25 uL 10 uM 18S fwd-Primer (Ziel: 500nM) step 2: 95 °C 15s
1,25 uL 10 uM 18S bwd-Primer (Ziel: 500nM) step 3: 65 °C 30s

9 uL ddH>O (QuantiTect, Qiagen) step 4: 72 °C 30s

40 x step 2->4

Tabelle 6
Ansatz und Programm der 18S RT-qPCR.

Effizienz
Die Effizienz kann auf verschiedene Arten berechnet werden, die sich in ihrem Ergebnis
leicht unterscheiden. Die einfachste Art ist folgende: Die Effizienz E kann mit Hilfe der
Steigung m einer Standardkurve berechnet werden:

E=10""'"
Eine Steigung m von -3,32 wirde somit eine Effizienz von 100 % bedeuten, d. h. eine
Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus. Eine Steigung von -3.58 bedeutet eine
Effizienz von 90 %.

Herstellung einer Standardreihe

Die IRF-7 und 18S Standardreihen bestanden aus IRF-7 bzw. 18S cDNA von nicht
infizierten murinen Herzen (nach positiver Reverser Transkription von 40 ng/ul RNA).
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Nach cDNA-Messung mithilfe des Nano Drops wurden cDNA-Konzentrationen von 1
ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 1 pg, 0,1 pg, 0,01 pg und 1 fg mittels Verdlinnung hergestellt.

Berechnung mit Hilfe einer Standard-Kurve
Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus

der eingesetzten Menge und dem CT. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann eine
Standardkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den CT
konstruiert werden. Durch die Geradengleichung x = (CT - b)/m kann an der
Standardkurve flir jede unbekannte Probe der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt
werden.

In dieser Arbeit wurden alle Proben normiert, indem pro 18S gPCR-Platte ein 18S
Quantitatsmittelwert des Tages 0 als Referenz genommen wurde. Pro Platte wurden
dann alle 18S Quantitaten auf diese Referenz genormt. Die IRF-7 Quantitatsmittelwerte
wurden dann auf die genormten 18S Mittelwerte bezogen.

IRF-7 Gen (normiert) = IRF-7 Mean Qty / auf bestimmte Tag 0

Referenz genormte 18S Mean Qty

Die unterschiedliche Expression zweier Proben relativ zueinander lasst sich als
Quotient darstellen und ergibt eine n-fache Expression:

Gen Gruppe A (normiert) / Gen Gruppe B (normiert) = n-fache

Expression Gruppe A zu Gruppe B

Dissoziationskurve

Zur Spezifitat der Primerbeurteilung ist die Dissoziationskurve erforderlich, die nur einen
Peak zeigen darf. Der Peak entspricht der spezifischen Schmelztemperatur, bei der
50% der amplifizierten cDNA denaturiert sind. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff (z. B.
SYBR Green |) freigesetzt, und es wird eine Fluoreszenzabnahme registriert. Da die
doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt
hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung méglich. Die
Hohe des Peak der Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft lber die Menge des

gebildeten Fragments.
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3.13 Isolierung von DNA aus Agarosegele

Nach der Gelelektrophorese wurde die zweite unerwiinschte grdéBere Bande
(FragmentgréBe > 266 bp) mit Einmalskalpellen aus dem Gel ausgeschnitten und in
Eppendorfgefésse Uberflhrt. Danach wurde ein 3-faches Volumen von QX1-Puffer und
10 ul QiaEx Il (,Glasmilch®), das vorher 15 s gevortext wurde, zugegeben, gemischt und
10 min bei 50 °C inkubiert, wobei alle 2 min gevortext wurde. Nach 30 sekindlichen
Zentrifugieren mit 10.000 g bei Raumtemperatur, wurde der Uberstand verworfen. 500
ul QX1 Puffer wurde dazugegeben, gevortext und bei Raumtemperatur mit 10.000 g far
30 s zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde noch zweimal mit je 500 pl
PE-Puffer gewaschen, gevortext und wieder bei Raumtemperatur mit 10.000 g fur
jeweils 30 s zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das dabei entstandene Pellet
wurde 10 bis 15 min an der Luft getrocknet, 20 ul ddH.0 zugegeben, gevortext und 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligen Zentrifugieren mit 10.000 g fir 30
s bei Raumtemperatur wurde der Uberstand, die isolierte cDNA, in ein neues Tube
tberfihrt und bei —20 °C gelagert.

3.14 Klonierung der aus dem Agarosegel isolierten cDNA in E. coli

Um die, aus dem Agarosegel isolierte, cDNA der zweiten unerwiinschten Bande zu
sequenzieren, musste diese zuerst vermehrt werden. Dazu wurde die cDNA mit einem
Vektorplasmid ligiert und in E.coli Bakterien transformiert. Die Ligation erfolgt mittels
einer DNA-Ligase unter Bildung einer Phosphodiesterbindung, wobei das genomische
Fragment, welches nun Bestandteil des Plasmid ist, als Insert bezeichnet wird. Unter
Transformation versteht man die Aufnahme von freier DNA (Plasmid oder
Genomteilstlicke) in eine Bakterien- oder eukaryotische Zelle (Abb. 9). Dies dient dazu,
durch Vermehrung des Gastbakteriums einen hinsichtlich der Basenabfolge stabilen
Klon des interessierenden DNA-Abschnittes in groBer Quantitdt zu erzeugen.
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Abbildung 8
Prinzip der Klonierung eines PCR-Fragments in einen Vektor mit anschlieBender Transformation in DH5a
E. coli.

Der hier verwendete pGEM-T easy Vektor tragt ein Antibiotikaresistenzgen flr
Ampicillin. Damit wird sichergestellt, dass nur diese Bakterien, die erfolgreich mit dem
pGEM-T easy Vektorplasmid transformiert wurden, auf dem Selektionsmedium, das
Ampicillin enthalt, Gberleben kénnen. Der in dieser Arbeit verwendete E. coli Stamm
kann keine eigene funktionelle B-Galaktosidase synthetisieren, da diesem die fir die N-
terminale Region kodierende Sequenz fehlt. Der pGEM-T easy Vektor dagegen enthalt
dieses Gen. Erfolgt bei der Ligation keine Insertion des cDNA-Fragments und ist die
Transformation der E.coli mit diesem Vektor erfolgreich, kann das B-Galaktosidase-
Genfragment des Vektors das mutierte p-Galaktosidase-Gen des Bakteriums
transkomplementieren. Das als Substrat eingesetzt X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-Galaktopyranosid) wird durch die P-Galaktosidase hydrolisiert, so dass eine
Blaufarbung der Bakterienkolonie eintritt. Wird die cDNA jedoch erfolgreich mit dem
Vektor ligiert, inseriert sie in die Sequenz, die fir das B-Galaktosidase-Genfragment

kodiert. Damit kann keine aktive B-Gakatosidase mehr gebildet werden, folglich kann X-
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Gal nicht umgesetzt werden und es tritt keine Blaufarbung der Bakterienkolonie ein —
sie bleibt wei3. Somit besitzen die blauen Bakterienkolonien nur den Vektor, die weiBen
Bakterienkolonien dagegen den Vektor und das uns interessierende Insert.

3.14.1 Ligation

2 ul reamplifizierte cDNA 1. Alles mischen

1 ul pGEM-T easy Vektor 2. Inkubation bei 4 °C Gber Nacht
1 ul T4-DNA-Ligase

5 ul 2 x Ligation Puffer

1 ul H20

Tabelle 7

Ansatz der Ligation.

Das Protokoll aus Tabelle 7 wurde durchgefihrt und am darauffolgenden Tag erfolgte

die Transformation von E. coli.

3.14.2 Transformation von E. coli

Die bei =70 °C gelagerten DH5a-Bakterien wurden zum langsamen Auftauen 10 min
auf Eis gelagert. Danach wurde 1 pl aus dem Ligationsansatz dazugegeben, mit einer
Pipettenspitze leicht verrihrt und 30 min auf Eis inkubiert. Der darauffolgende
Hitzeschock erfolgte 20 s bei 42 °C im Wasserbad. Nach 2-mindtiger Inkubation auf Eis
wurden schlieBlich 950 ul auf 37 °C vorgewarmtes LB-Flissigmedium zugegeben und 1
h bei 37 °C mit 225 rpm geschittelt. 50 pl des Transformationsansatzes wurde auf eine
erste LB-Agarplatte verteilt, die restlichen 900 pl dann 2 min bei 5.000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Bakterien vorsichtig resuspendiert und auf
eine zweite LB-Agarplatte verteilt. AnschlieBend wurden die Platten Uber Nacht bei 37
°C im Brutschrank inkubiert. Zur Intensivierung der Blaufarbung erfolgte eine Inkubation
der Agarplatten fir 1 h im Kihlschrank. Dann wurden pro Platte etwa 5 weiBe
Bakterienkolonien mit 1 ml-Pipettenspitzen entnommen, die dann samt Spitze in 4 ml
LB-Flissigmedium (mit Ampicillin) gegeben wurden und tber Nacht bei 37 °C mit 225
rom geschittelt wurden.
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100 ml LB-Agar

4 g LB-Agar (autoklaviert, bei 4 °C gelagert) wurde vor Benutzung zum Flissigzustand
erhitzt und handwarm abgekuhlt. Danach wurden zu je 1 ml 1 pl Ampicillin (50 mg/ml)
und 150-250 uL X-Gal (40 mg/ml) zugegeben und zu je ca. 10 ml auf ca. 10 Platten

verteilt.

11 LB-Flissigmedium

25 g LB-Medium wurde in 1 | ddH,O gelést, 20 min bei 121 °C autoklaviert und bei 4 °C
gelagert. Vor Benutzung wurde dann 1 pL Ampicillin (1 pg/ml) zu 1 ml LB-
Fllssigmedium zugegeben.

3.15 Plasmidpraparation

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus den E. coli wurden Lésungen, GefaBe und Saulen
des QIAprep Spin  Miniprep Kit verwendet. Dafir wurde 2 ml der
Ubernachtbakterienfliissigkultur in ein 2 ml-ReaktionsgefaB gegeben, 1 min bei 10.000
rom bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das dabei
entstandene Pellet wurde resuspendiert und 250 ul Puffer P1, der vorher mit RNase A
versetzt wurde, zugegeben und gevortext. Nach Zugabe von 250 pl Puffer P2 wurde
alles durch Schwenken des GeféBes vermischt, bis ein klares Lysat entstand. Danach
wurde 350 pl Puffer N3 zugegeben, vermischt bis nun ein flockiges Prazipitat entstand
und 10 min bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Setzen der Saule
auf ein 2 ml-ReaktionsgefaB, wurde der klare Uberstand in die Saule gefillt, 1 min bei
13.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Jetzt wurde 750 pl Puffer PE
(mit 99 % Ethanol versetzt) auf die Saule gegeben, 1 min bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zum Trocknen der Saule
wurde diese 1 min bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, auf ein neues 1,5
ml-Tube gesetzt und 50 pl dd H20 auf die Matrix pipettiert. Nach 1-mindtiger Inkubation
erfolgte eine 1-mindtige Zentrifugation bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Nach
jetzigem Verwerfen der Saule befand sich nunmehr nur die Plasmid-DNA im Tube.
AnschlieBend wurde damit ein Restriktionsverdau durchgefihrt, um das gewlnschte
cDNA-Frament zu separieren.
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3.16 Restriktionsverdau

Zur Sicherstellung, dass die Plasmide das gewlinschte cDNA-Insert besitzen, wurde
nach der Plasmid-DNA-Praparation aus E.coli ein Restriktionsverdau mit dem
Restriktionsenzym EcoRI durchgefuhrt. Da der pGEM-T Vektor je zwei das Insert
flankierende EcoRI-Schnittstellen besitzt, ist dies mdglich. Fir einen 20 pL-
Restriktionsansatz wurde 5 pL Plasmid-Miniprep-DNA mit 1 uL EcoRl, 2 L 10xH-Puffer
und 12 pL H>O vermischt und 1,5 h bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Die Fragmente
wurden nach dem Verdau wie in Abschnitt 3.10 beschrieben mittels einer
Gelelektrophorese in 1 % Agarose bei 90 V aufgetrennt. Anhand der GréBe der
gewonnenen DNA-Fragmente konnte die korrekte Léange und damit der Erfolg der
Subklonierung bestatigt werden. Die Sequenzierung des Inserts erfolgte dann

auBerhalb unseres Institutes.

3.17 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS-Software. Fr
Gruppenvergleiche wurde der nicht-parametrische Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
verwendet. Zusétzlich wurde der Kruskal-Wallis-Test (H-Test) fir Vergleiche zwischen
unterschiedlichen Zeitpunkten angewendet. Es wurden Unterschiede als signifikant
gewertet, wenn ein p<0,05 vorlag. Bei einem p<0,01 wurde eine hohe Signifikanz und
bei einem p<0,001 eine héchste Signifikanz angenommen.

3.17.1 Graphik

Mittels der GraphPad Prism 3.0 Software wurden Graphiken von Einzelwerten
hergestellt. Die Sdulendiagramme erstellten wir anhand MS Excel.
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4. Ergebnisse

4.1 RNA-Reinheit, Integritat und Quantitat

Mittels der Gelelektrophorese und dem Bioanalyzer wurde die Reinheit und Integritat
der Trizol-isolierten kardialen RNA Uberprtft. Die 28S und 18S ribosomale RNA war
scharf abgrenzbar zu erkennen. Die 28S-Bande erschien intensiver als die 18S-Bande.
Abbildung 10 zeigt eine leichte DNA-Verunreinigung oberhalb der 28S-Bande der
zweiten Probe. Diese Probe wurde daraufhin nicht weiter verwendet.

DNA-Verunreinigung

28S-Bande

18S-Bande

Abbildung 9
RNA-Integritdtsnachweis zweier Trizol-isolierten kardialen RNA Proben (1, 2) vor DNA-Verdau mittels

Gelelektrophorese. Probe 2 zeigte eine DNA-Verunreinigung.

Der Bioanalyzer zeigte flur unsere Trizol-isolierten RNA RIN-Werte von 8 an. Die
Integritéat der RNA konnte auch durch die scharfe Abgrenzbarkeit der 28S- und der 18S-
Banden nachgewiesen werden (Abb. 11). Die RNA war intakt.
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Abbildung 10

Nachweis von intakter kardialer Trizol-isolierten RNA mittels Bioanalyzer nach DNA-Verdau (sample 1 bis

5). 28S und 18S waren scharf abgrenzbar.

Die Quantitat der extrahierten Gesamt-RNA lag zwischen 400 und 600 ng/ul. Diese

reine und intakte kardiale RNA wurde mittels Random-Hexamer-Primer-Reverse-

Transkription in cDNA umgeschrieben.
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4.2 Etablierung eines quantitativen Real-Time-PCR Assay fiir IRF-7

Um die Expression der IRF-7 mRNA messen zu kénnen, musste ein geeigneter Assay
etabliert werden. Voraussetzungen daflr sind Primer, die spezifisch fur IRF-7 sind, und
ein geeignetes PCR-Protokoll mit optimaler Annealing-Temperatur fir die
Primerbindung und optimaler Zyklenzahl, in der die Amplifizierung exponentiell verlauft.
Abbildung 11 zeigt schematisch die Vorgehensweise zur Etablierung eines quantitativen
Real-Time-PCR Assay fir IRF-7.

1. Design eines spezifischen IRF-7 Primerpaar
2. Zyklentett fOr qualitative IRF-7 PCR
3. IRF-7 Inﬁuktionsnachweis mittels qualitativer PCR
4. Quantitiive IRF-7 Real-Time-PCR
Abbildung 11

Schema zur Etablierung einer quantitativen IRF-7 Real-Time-PCR

4.2.1 IRF-7 Primertest

Abbildung 12 zeigt die hypothetische cDNA-Sequenz des murinen [RF-7
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Mittels der im Exon 8 liegenden Sequenz 5-
ggaggag tttcgggctc gga-3 und der im Exon 9 liegenden Sequenz 5-atgga
cctgggtcag tggcc-3 wurden die IRF-7 BW fwd und IRF-7 BW bwd Primer designt.
Zusatzlich wurden anhand der im Exon 8 liegenden Sequenz 5-gcggca agggtcacca

cact-3 und der im Exon 9 liegenden Sequenz 5-tctagca ccaacagtct ctacg-3
die IRF-7 BWn fwd und IRF-7 BWn bwd Primer entworfen .

Die Primer-Spezifitdt fur [RF-7 wurde mittels des Suchalgorithmus BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) gepruft. Mit einer konventionellen PCR mit 40
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Zyklen wurden die IRF-7 Primer getestet. Mittels der 2+4 Regel wurde eine Annealing-

Temperatur von 66 °C errechnet. Als Proben fungierten cDNA von nicht-infizierten

murinen Herzen und muriner Leber.

1 ctccggtacc agggtccagc ctgtgacagc ccatccaggc tcggacgctg gattaacacc Exont
61 tgtgacatca cgtgtgcgct cccgctacat ctgtagtcac atctacagcc accttggcag
121 aggaatctac actgagttct gaacctaggt gaccacaagt tctcaaacct catctgtgac
181 cctcaacacc ctaatacctg ggtcacactt gtgaaactga aattcctacc tgttaccaac
241 acttgtaacg tttaaaacac atttgtgaaa cttggtcaca ctatctgtgg ctacaaccta
301 aaaccataga ggcacccaag gggccttatt tgcaatagct gactgctcca gtgactacaa
361 ggcatcacag agtagtagca tctactttga ttctcccaga ctgcctgtgt agacggagca
startt 421 atggctgaag tgaggggggt ccagcgagtg ctgtttggag actggctatt gggggaggtc
481 agcagcggcc agtacgaggg gctgcagtgg ctgaacgagg ctcgcacagt cttccgcgta
start2 541 ccctggaagc atttcggtcg tagggatctg gatgaagaag atgcacagat cttcaaggcc
601 tgggctgtgg cccgagggag gtggccacct agtggagtta acctgccacc cccagaggct Exon3
661 gaggctgctg agcgaagaga gcgaagaggc tggaagacca acttccgctg tgcactccac
721 agcacagggc gttttatctt gcgccaagac aattcagggg atccagttga tccgcataag
781 gtgtacgaac ttagccggga gcttggatct actgtgggcc cagccacgga aaatagggaa
841 gaagtgagcc tcagcaatgc tctgcccaca cagggtgtgt ccccaggatc atttctggca Stop2
901 agagaaaatg ctgggctcca aaccccaagc cctctgcecttt ctagtgatgc cggggacctc Exons
961 ttgcttcagg ttctgcagta cagccacata ctggaatccg agtctggggc agaccccgtc
1021 ccaccacagg ctcctggcca ggagcaagac cgtgtttacg aggaacccta tgcagcatgg Exoné
1081 caggtggaag ctgtccccag tcccaggcct caacagccag ctctcaccga gcgcagcctt
1141 gggttcctgg atgtgaccat catgtacaag ggccgcacag tgctacaggc agtggtgggg
1201 caccccagat gcgtgttcct gtacagcccc atggccccag cagtaagaac ttcagagccc Exon7*
1261 cagccggtga tctttcccag tcctgctgag ctcccagatc agaagcagct gcactacaca
IRF-7 BW3 fwd
1321 gagacgcttc tccagcatgt Eictcccggc cttcagctgg agcttcgagg accgtcactg
1381 tgggccctgc gtatgggcaa gtgcaaggtg tactgggagg taggcagccc tatgggcact
IRF-7 BW3 bwd
1441 accggcccct ccaccccacc ccagetgetg gagcgcaacce geccacacccce catcttcgac
IRF-7 BW fwd IRF-7 BWn
1501 ttcagcactt tcttccgaga actggaggag tttcgggctc ggghgcggca agggtcacca
fwd
1561 caE!acacca tctacctggg ttttgggcaa gacttgtcag cagggaggcc caaggagaag
1621 accctgatcc tggtgaaggt agagcctggg tgggccaagg gaaggtgtgg gctgttaggt neues
1681 aagaaagagt cttaacacat gtcctttcca cagctggagc catgggtatg caaggcatac Exon
1741 ctggagggcg tgcagcgtga gggtgtgtcc tccctggaca gcagcagtct cggcttgtgc Exon9
IRF-7 BWn bwd » IRF-7 BW
1801 ttggktagca ccaacagtct ctacgaagac atcgaacact tcctcatgga cctgggtcag
bwd
stop1 1861 tggccttgac tcagaatccc aactcccaat aaatagttca aaatc

Abbildung 12

Hypothetische cDNA-Sequenz der murinen IRF-7. Dargestellt sind die beiden Startcodons ATG und Exon
1, Exon 2, Exon 3, Exon 4, Exon 5, Exon 5%, Exon 6, Exon 7, Exon 7%, Exon 8 und Exon 9 sowie die
IRF-7 (vgl. Abb. 5). sind die
Komplementarsequenzen der verwendeten IRF-7 Primer (BW3, IRF-7 BW und IRF-7 BWn)
eingezeichnet. Zwischen den Exone 8 und 9 wurde das neu entdeckte IRF-7 Exon berlcksichtigt (rote
Schrift)

Stopcodon der  verschiedenen Isoformen Zusétzlich
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In der konventionellen PCR zeigte sich eine zusatzliche nicht erwartete zweite Bande
(Abb.13), die gréBer war als die erwartete 266 Basenpaarlange fur das IRF-7 BW
Primerpaar bzw. 206 Basenpaarlange fur das IRF-7 BWn Primerpaar.

bp
18S 200

100

unerwartete

zweite Bande

100 Lkt i >206bp

+ - + - + - -+ - + - RT
M 1 2 3 4 5 6 H-O Proben

Abbildung 13
Reprasentatives Gel nach qualitativer IRF-7 PCR mit IRF-7 BWn fwd und IRF-7 BWn bwd Primer.

Verwendet wurden 6 Proben von cDNA (RT+ und RT-) von nicht infizierten murinen Herzen der A.BY
Maus am Tag 0 nach CVB3-Infektion. Es zeigte sich eine unerwartete zweite Bande mit >206bp. Als
Housekeeping-Gen wurde das 18S rRNA Gen verwendet. Als Marker (M) wurde der 100bp DNA Marker

benutzt.

Nach Isolierung, Klonierung und anschlieBender Sequenzierung der unerwarteten
zweiten Bande mit >206bp und Vergleich dieser Sequenz (Abb.14) mit der IRF-7 cDNA
Sequenz der NCBI Gendatenbank, konnte als Ergebnis dieser Dissertation ein neues
IRF-7 Exon, das in der Literatur noch nicht beschrieben wurde, identifiziert werden. Es
liegt zwischen Exon 8 und 9.

Exon 8

IRF-7 BW fwd Primer >
AACTGGAGGAGTTTCGGGCTCGGAGGCGGCAAGGGTCACCACACTACACCATCTACCTGGGTTT

TGGGCAAGACTTGTCAGCAGGGAGGCCCAAGGAGAAGACCCTGATCCTGGTGAAGGTAGAGCCT
GGGTGGGCCAAGGGAAGGTGTGGGCTGTTAGGTAAGAAAGAGTCTTAACACATGTCCTTTCCAC
AGCTGGAGCCATGGGTATGCAAGGCATACCTGGAGGGCGTGCAGCGTGAGGGTGTGTCCTCCCT
GGACAGCAGCAGTCTCGGCTTGTGCTTGTCTAGCACCAACAGTCTCTACGAAGACATCGAACAC

TTCCTCATGGACCTGGGTCAGTGGCCAATCACT
IRF-7 BW bwd Primer Exon 9

Abbildung 14
Nukleotidsequenz des neuen IRF-7 Exon (rot dargestellt). Es liegt zwischen Exon 8 und Exon 9.

Dargestellt sind die Komplementérsequenzen des IRF-7 BW Primerpaar.
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Neue IRF-7 Primer wurden entworfen. Anhand der im Exon 6 liegenden Sequenzen 5-
gagacgcttc tccagcatgt gt-3 und 5-agctgctg gagcgcaacc gc-3 wurde das
IRF-7 BW3 Primerpaar entwickelt. Das Primerpaar IRF-7 BW3 fwd und IRF-7 BW3
bwd zeigte nur ein Fragment in der erwarteten GrdBe von 162 bp.

Im weiteren Verlauf der Dissertationsarbeit wurde deshalb das IRF-7 BW3 Primerpaar
fur die quantitative IRF-7 Real-Time-PCR verwendet. Als Housekeeping Gen wurde das
18S Gen (FragmentgrdBe 120 bp) verwendet.

4.2.2 Zyklentest flr den qualitativen IRF-7 Assay

Da nur in der exponentiellen Phase der Amplifizierung eine Beschreibung von
Unterschieden in der mRNA Expression sinnvoll ist, wurde die qualitative IRF-7 PCR
mit unterschiedlicher Zyklenzahl getestet. Der Zyklentest ergab eine deutlich sichtbare
Bande fur IRF-7 bei 36 Zyklen mit dem in Abb.13 gezeigten IRF-7 BWn Primerpaar
(Produkt: 206 bp). Bei 40 Zyklen war die zusatzliche Bande oberhalb der erwarteten
Bande bei 206bp sehr gut sichtbar (Abb. 15).

bp

200
100

M 32 34 36 38 40 32 34 36 38 40 H0 M

N N J
Y Y
Zyklen Zyklen
far A.BY far C57Bl/6

Abbildung 15
Zyklentest fur qualitative IRF-7 PCR mit IRF-7 BWn Primerpaar. Als Proben fungierten cDNA von nicht-

infizierten Herzen der A.BY und C57BI/6 Mause. Bei 36 Zyklen deutlich sichtbare Bande fir beide
Mausstamme, bei 40 Zyklen sichtbare zweite Bande.
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4.2.3 Qualitative PCR zur Untersuchung der IRF-7 Expression in den beiden
Mausmodellen der akuten und chronischen Myokarditis

Qualitative PCRs wurden mit dem IRF-7 BW3 Primerpaar und der Zyklenzahl 36
durchgeflihrt. Damit konnte die Induzierbarkeit des IRF-7 auf mMRNA Ebene in beiden
Myokarditismodellen nachgewiesen werden. Die mRNA Expression des IRF-7 war an
den Tagen 4, 8 und 12 nach Infektion stéarker als die Expression an den Tagen 0 und
28. Am Tag 28 nach Infektion schien die mRNA-Expression mit der am Tag 0
Ubereinzustimmen. Abb. 1 zeigt das Ergebnis der qualitativen IRF-7 PCRs. Verwendet
wurde cDNA der Serien 8, 9 und 10. Als Housekeeping-Gen fungierte 18S, das
redundant ist und seine Expression im Laufe der Infektion nicht andert.

A.BY C57BI6
/—%

Tage nach Infektion

bp M 0 4 8 12 28 0 4 8 12 28 H,0O
200
IRF-7 100
RT- 100
IRF-7 T 100
Serie 9
200
200
Serie 10
RT- 200
18S RT+ 100
Serie 8 200 P
Abbildung 16

Untersuchung der IRF-7 Expression mittels qualitativer PCR. Verwendet wurde das Primerpaar IRF-7
BW3 und eine Zyklenzahl von 36. Als Proben fungierten cDNA der Serien 8,9,10 von A.BY und C57BI/6
an verschiedenen Tagen nach CVB3-Infektion. Als Housekeeping-Gen agierte 18S.
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4.2.4 Etablierung der quantitativen IRF-7 Real-Time-PCR zur Untersuchung der

IRF-7 Expression in den beiden Mausmodellen der akuten und chronischen
Myokarditis

4.2.4.1 Standardkurven fiir IRF-7 mRNA und 18S rRNA

Die Quantitaten der IRF-7 Standardreihe bestand aus 1 pg, 0,1 pg, 0,01 pg, 1 ng, 0,1
ng, 0,01 ng und 1 fg IRF-7 cDNA bzw. 18S cDNA. Damit wurde eine RT-qPCR
durchgefuhrt. Abb. 17 zeigt das quantitative Amplifikationsergebnis fir die IRF-7
Standardreihe. Umso héher die Quantitdt der Probe, desto friher, d.h. bei einer
niedrigeren Zykluszahl, erfolgt die Veranderung des Fluoreszenzsignals. Der grine
Balken markiert den von der TagMan 7500 Software berechneten CT-Wert.

1. Oe+001

1. 0e+000

Ct

1. 0e-001

WA 7~
1 . Oe-00=21Y /

1. 0e-003

1 . Oe-004

1 5 9 13 17 21 25 20 33 37

Abbildung 17
RT-gPCR der IRF-7 Standardreihe. Verwendet wurden 1 pg, 01 pg, 0,01 pg, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng und 1
fg IRF-7 cDNA. X-Achse gibt die PCR-Zyklenzahl an. Y-Achse entspricht der Quantitét der Amplifikate.

Die Werte fur 1ng wurden aus dieser Graphik herausgenommen. Der griine Pfeil markiert den jeweiligen
Ct-Wert.
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Nach Durchfihrung der quantitativen Real-Time-PCR mit der IRF-7 und 18S
Standardreihe, wurden die gemessenen Ct-Werte gegen den entsprechenden

Logarithmus der Gesamtkopienzahl aufgetragen.

Der Vorteil dieser Standardkurven-Methode liegt darin, dass Kontrollen und Proben
gegen die gleichen Standards gemessen werden, und der begangene Fehler tberall
gleich bleibt, und nicht ins Gewicht fallt. Die ideale Steigung betragt —3,3, der ideale
Regressionskoeffizient, der als MaB fir die Genauigkeit der experimentellen Daten
fungiert, nimmt den Wert 1 an. Die Steigung der IRF-7 Standardkurve betrug 3,337098
(Abb. 18). Damit war die Effizienz dieser Standardreihe nahezu 100%. Pro Zyklus
wurden die IRF-7 Amplifikate somit praktisch jeweils verdoppelt. Der
Regressionskoeffizient entsprach 0,998740.

IRF-7 Standardkurve

2 i

Ct
-

3
Log CO

Abbildung 18
IRF-7 Standardkurve mit einem Slope von —3,337098. Die jeweiligen Ct-Werte der IRF-7 RT-gPCR

wurden gegen den entsprechenden Logarithmus der Gesamtkopienzahl aufgetragen.
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Die Steigung der 18S Standardreihe betrug -3,330474 (Abb. 19). Die Effizienz dieser
Standardreihe war ebenfalls nahezu 100%. Der Regressionskoeffizient entsprach
0,999041.

18S Standardkurve
'y
o) B ~'_ s i it i e et ot e
0 2
5 16 L=
g n
8 -
N |
4
5 5 -4 3 2 1 0
Log CO

Abbildung 19
18S Standardkurve mit einem Slope von —3,330474. Die jeweiligen Ct-Werte der 18S RT-gPCR wurden

gegen den entsprechenden Logarithmus der Gesamtkopienzahl aufgetragen.

Abb. 20 zeigt RT-qPCR Ergebnisse von IRF-7 cDNA der Serien 8 bis 10, zusammen
mit der RT-gPCR der IRF-7 Standardreihe. Die Quantitat der IRF-7 RT-gPCR-
Amplifikate spielte sich im Bereich von 0,1 ng und 1 fg ab.
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1. 0Oe+001

1. 0e+000

1. 0e—0co= | Y

1. 0e-003

1. 0e-004

1 > 9O 13 17 21 25 29 33 37

PCR-Zyklus

Abbildung 20

RT-gPCR fiur IRF-7 cDNA der Serien 8 bis 10 zusammen mit der IRF-7 Standardreihe. X-Achse gibt die
PCR-Zyklenzahl an. Y-Achse entspricht der Quantitat der IRF-7Amplifikate. Der griine Pfeil markiert den
jeweiligen Ct-Wert.

4.2.4.2 Dissoziationskurven fiir IRF-7 und 18S

Anhand Dissoziationskurven fir IRF-7 und 18S wurde die Spezifitit des IRF-7 Assay
nochmalig bestatigt. Abb. 21 zeigt die Dissoziationskurve fir amplifizierte IRF-7 cDNA
der Serien 8 bis 10. Der rote Balken markiert die genspezifische Schmelztemperatur
des IRF-7 Amplikon bei 86°C. Es zeigte sich nur ein Maximum fiir die IRF-7 BW3
Primer. Dies bewies deren Spezifitdt fir /RF-7 und damit der selektiven Amplifikation
von IRF-7.
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Derivative fur IRF-7
O .

O .

Temperatur in °C

Abbildung 21
Dissoziationskurve fur selektiv amplifizierte IRF-7 cDNA der Serien 8 bis 10. Es zeigt sich eine IRF-7

spezifische Schmelztemperatur von 86 °C.

Abb. 22 zeigt die Dissoziationskurve fiir amplifizierte 18S cDNA der Serien 8 bis 10. Die

Schmelztemperatur des Housekeepinggens 18S lag bei 82°C. Die 18S Primer waren
spezifisch fir das 18S Gen.

Derivative flir 18S
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Abbildung 22
Dissoziationskurve fur selektiv amplifizierte 18S cDNA der Serien 8 bis 10. Es zeigte sich eine 18S
spezifische Schmelztemperatur von 82°C.
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4.3 Expression von IRF-7 mRNA in akutem und chronischem
Myokarditismodell

T Cs57BI6 | | ABY
rel18S _ reliss
T 7.43E-06 283E-06 )
2.32E-05 1.99E-06
1.52E-05 1.48E-05
1 46E-05 1.29E-05 a0
Tag 0 < : 1.83E-05 > ag
1.92E-05 8.74E-06
2.40E-05 1.40E-05
1.53E-05 9.17E-06
> 1.27E-05 7.57E-06 <
5.96E-04 3.04E-04
6.61E-04 3.385-04
7.77E-04 1.97E-04
Tag4 < 7.05E-04 254E-04 > Tag4
1 08E-03 3.92E-04
: 2.92E-04
1.28E-03 3.49E-04
79904 T ioiEnr <
_ 553E04  1.72E-04
3.58E-04 4.90E-04
4.81E-04 1.91E-04 . Tag8
Tag 8 7.19E-04 2.65E-04
4.71E-04 3.86E-04
5.48E-04 gggggj
- : - -
| 104503 1.58E-04
6.00E-05 1.03E-04
7.52E-05 3 63E-04
~ 1.08E-04 2.47E-04 >
2.24E-04 3.87E-04
(L 4.94E-04 3.14E-04
(| 11305 __475E04 L
7.74E-06 122582
Tag2s . 184505 2 13E-05
2.28E-05 > 45E 05 ~Tag 28
1.97E-05 1.73E-05
(18805 243805
Tag 84 1.21E-05 1.31E-05 Tag 84

Tabelle 8

Mittelwerte der auf 18S rRNA standardisierten kardialen IRF-7 mRNA Expression (rel18S) nach IRF-7
RT-gPCR im CVB3-Infektionsverlauf in A.BY und C57BI/6. Untersucht wurde cDNA zu den angebenden
Zeitpunkten nach CVB3-Infektion.

68



Ergebnisse

Die mittels quantitativer Real-Time-PCR bestimmte IRF-7 mRNA-Expression wurde fir

jede Probe auf die Expression der 18S rRNA derselben Probe bezogen. Tab. 8 zeigt die

auf 18S standardisierte

Infektionsverlauf.

IRF-7 Expression

in A.BY und C57Bll6 im CVB3-

4.3.1 Expression der IRF-7 mRNA im chronischem Myokarditismodell

Abb. 23 zeigt die IRF-7 mRNA Expression im Modell der CVB3-Myokarditis der A.BY-
Maus (,chronisches Myokarditismodell*) an. Es zeigten sich mittels GraphPad Prism

Software Berechnungen keine abnorm gestreuten Werte.

6.00E-04

5.00E-04 -

4.00E-04 -

3.00E-04 -

2.00E-04 -

1.00E-04 -

auf 18S standardisierte IRF-7 Expression

0.00E+00 -

O ABY

| | |
4 8 12

Tage nach CVB3-Infektion

28

Abbildung 23

Auf 18S standardisierte kardiale IRF-7 mRNA Expression bei A.BY Mausen im zeitlichen Verlauf der

CVB3-Infektion. Die Rauten stellen die Werte einzelner Tiere dar. Der horizontale Strich stellt den

Mittelwert dar.
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Der IRF-7 Basalwert bei den A.BY betrug im Mittel 1,00x10e”. Die IRF-7 Expression
stieg in diesem Modell bis auf einen Mittelwert von 3,45x10e™. Der Basalwert wurde an

Tag 28 statistisch nachgewiesen nicht ganz erreicht. Er betrug 1,91x10e™.
4.3.2 Expression von IRF-7 mRNA im akutem Myokarditismodell

Abb. 24 zeigt die IRF-7 mRNA Expression im Modell der CVB3-Myokarditis der
C57Bl/6-Maus (,akutes Myokarditismodell“) an.
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Abbildung 24

Auf 18S standardisierte kardiale IRF-7 mRNA Expression bei C57BI/6 Mausen im zeitlichen Verlauf der
CVB3-Infektion. Die Rauten stellen die Werte einzelner Tiere dar. Der horizontale Strich stellt den
Mittelwert dar.

Es zeigten sich mittels GraphPad Prism Software Berechnungen keine abnorm
gestreuten Werte. Der IRF-7 Basalwert lag im akutem Myokarditismodell bei einem
Mittelwert von 1,64x10e™. Die héchste IRF-7 Expression betrug bei C57BI/6 8,07x10e™.
Der Basalwert wurde an Tag 28 annahernd erreicht. Er betrug 1,59x10e™.
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4.3.3 Vergleich der IRF-7 mRNA Expression in den untersuchten
Myokarditismodellen
Abb. 25 zeigt IRF-7 Expressionsunterschiede in den untersuchten Myokarditismodellen

vergleichend miteinander.
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Abbildung 25

Vergleich der IRF-7 mRNA Expression in beiden Myokarditismodellen im CVB3-Infektionsverlauf.
Angegeben sind die Mittelwerte der in Tabelle 8 gezeigten auf 18S standardisierten IRF-7 mRNA
Expression. Die Fehlerbalken reprédsentieren den SEM. Die Gruppenunterschiede wurden mit dem

Wilcoxon H-Test analysiert.

Die Expressionsunterschiede zwischen beiden Mausestammen waren an den Tagen 0
und 8 nach CVB3-Infektion statistisch signifikant. Schon in der basalen IRF-7
Expression bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Myokarditismodellen.
Am Tag 4 nach CVB3-Infektion zeigte sich ein hochsignifikanter Expressions-
unterschied zwischen den murinen Myokarditismodellen. IRF-7 wurde am Tag 4 nach
CVBS3-Infektion im Modell der C57BI/6 Maus 2,7 mal so hoch exprimiert wie im Modell
der A.BY Maus. Am Tag 8 nach CVB3-Infektion betrug die IRF-7 Expression in C57BI/6
noch das 1,8-fache der IRF-7 Expression in A.BY.
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4.4 IRF-7 Induktion in beiden Myokarditismodellen im CVB3-Infektionsverlauf

A.BY CS57Bl/6 \jittciwert

Mittelwert
0.28 0.45
4 0.20 1.41 )
1.47 0.92
1 1.29 0.89 1
Tag 0 < 1.82 117 > Tag0
0.87 1.46
1.40 0.93
0.91 0.77
\ 0.75 J
4 30.27 36.26 )
33.63 40.19
19.59 47.26
25.33 4286 49,04
Tag4 < 3025 39.03 65.51 >~ Tag 4
29.11 78.01
34.79 4858
\_ 33.64 -
4 39.89 21.74 )
17.12 29.24
48.84 43.74
Tags < 3434 00 | 5o | %663 > Tags
38.48 63.12
45.26
N 39.74 -
4 15.72 3.65 )
10.23 4.57
36.16 11.16
26.40 6.56
Tag 12 < 28,78 o 58 B, 11,60 > Tag 12
38.58 30.06
31.25
S 47.29 )
1.38 0.68
1.34 0.47
212 1.12
Tag 24 1,9 o b 0,97 Tag 24
1.73 1.20
2.42 0.96
1.31 0.73

Tabelle 9

Vergleich der IRF-7 mRNA Expression in den untersuchten Myokarditismodellen im Verlauf der CVB3-
Infektion. Die IRF-7 mRNA-Expression ab Tag 4 wurde jeweils auf die basale Expression (Tag 0)
bezogen, die auf 1 gesetzt wurde. Hieraus ergab sich der jeweilige Faktor der Induktion der IRF-

Expression (Induktionsfaktor). Gezeigt sind neben den Einzelwerten auch die jeweiligen Mittelwerte.
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Tabelle 9 zeigt den Induktionsfaktor der IRF-7 mRNA Expression im zeitlichem Verlauf
der CVB3-Infektion fur beide Myokarditismodelle. Im CVB3-Myokarditismodell der
C57BI/6 Maus wurde IRF-7 mRNA rascher und starker induziert als im
Myokarditismodell der A.BY Maus. Am Tag 4 nach Infektion steigerte sich die Induktion
der IRF-7 mRNA Expression im Modell der C57BI/6 Maus auf den 49-fachen Wert der
Basalexpression. Die hdchste Expressionsanstieg zeigte sich bei der C57Bl/6 Maus
schon an Tag 4 nach CVB3-Infektion.

Im Myokarditismodell der A.BY Maus fand sich der héchste Expressionswert erst an
Tag 8 nach CVBS3-Infektion. Die maximale IRF-7 mRNA Expressionssteigerung betrug
im Myokarditismodell der A.BY Maus das 34-fache des Basalwertes. Die maximale
Expression der IRF-7 mRNA war im Myokarditismodell der C57Bl/6 Maus hdéher
induzierbar als im Modell der A.BY Maus.
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4.4.1 Induktion der IRF-7 mRNA-Expression im Myokarditismodell der A.BY Maus
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Abbildung 26
Induktionsgrad der kardialen IRF-7 mRNA Expression der A.BY M&use im CVBS3-Infektionsverlauf. Die

auf 18S standardisierte IRF-7 mRNA-Expression wurde auf den Mittelwert des Tag 0 von A.BY bezogen.
Gezeigt wurden die Mittelwerte mit ihren jeweiligen SEM im zeitlichen CVB3-Infektionsverlauf. Die

Unterschiede zwischen den Zeitpunkten wurden mit dem Wilcoxon-H-Test statistisch analysiert.

Die auf 18S normierte absolute IRF-7 Expression der A.BY Mause wurde auf den Tag 0
-Mittelwert in A.BY bezogen. Dies zeigt den Induktionsgrad in A.BY im Verlauf der
CVBS3-Infektion an. Mit Hilfe des Wilcoxon-H-Test wurde der Induktionsgrad des IRF-7
in A.BY multipel an allen Tagen nach Infektion auf Signifikanz getestet (Abb. 26). Es
zeigte sich im Myokarditismodell der A.BY Maus eine hoch signifikante Induktion von
IRF-7. Die relative Expressionshdhe blieb zwischen den Tagen 4 bis 12 nach Infektion
ungeféhr gleich. Am Tag 28 fallt die Expression hoch signifikant ab. Das Basalniveau

von IRF-7 wurde jedoch am Tag 28 noch nicht erreicht.
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4.4.2 Induktion der IRF-7 mRNA-Expression im Modell der C57BI1/6 Maus

Um den Induktionsgrad der IRF-7 Expression der C57BI/6 Mause zu berechnen, wurde
die auf 18S normierte absolute IRF-7 Expression der C57BI/6 Mause auf den Mittelwert
des Tag 0 in C57BI/6 bezogen. Mit Hilfe des Wilcoxon-H-Test wurde der Induktionsgrad
des IRF-7 in C57BI/6 multipel an allen Tagen nach Infektion auf Signifikanz getestet.
Abb. 27 zeigt das Ergebnis. Auch im Myokarditismodell der C57BI/6 Maus zeigte sich
eine hoch signifikante Induktion von IRF-7. Die IRF-7 Induktion der C57BI/6 M&ause
erreichte schon an Tag 4 ihren hdchsten Wert. Danach fiel die IRF-7 Expression
sukzessive signifikant bis hoch signifikant ab. Am Tag 28 wurde der Basalwert

anndhernd erreicht.
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Abbildung 27
Induktionsgrad der kardialen IRF-7 mRNA Expression der C57BI/6 Mause im CVB3-Infektionsverlauf. Die

auf 18S normierte IRF-7 RT-gPCR Expression wurde auf den Mittelwert des Tag 0 der C57Bl/6 Maus
bezogen. Gezeigt werden die Mittelwerte mit ihren jeweiligen SEM im zeitlichen CVB3-Infektionsverlauf.
Verwendet wurde der Wilcoxon-H-Test.
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4.4.3 Vergleich der Induktionsfaktoren der IRF-7 mRNA-Expression in beiden
Myokarditismodellen im CVB3-Infektionsverlauf

Die IRF-7 Expression wurde im Myokarditismodell der C57Bl/6 Maus starker und
schneller induziert als im Myokarditismodell der A.BY Maus. An Tag 4 nach CVB3-
Infektion zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied zwischen beiden
Myokarditismodellen im Grad der Induktion. An Tag 12 nach CVBS3-Infektion wurde ein
starkerer Abfall der IRF-7 mRNA-Expression im Modell der C57BI/6 Maus ersichtlich,
wahrend im Modell der A.BY Maus die IRF-7 Expression noch erhéht blieb. An den
Tagen 12 und 24 nach CVBS3-Infektion zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Myokarditismodellen. Der Basalwert wurde im Modell der A.BY Maus
nicht erreicht. IRF-7 wurde an Tag 28 nach CVB3-Infektion im Modell der C57BI/6 Maus
nicht mehr induziert. Abb. 28 zeigt den Vergleich des Induktionsfaktors der IRF-7
Expression in den beiden Myokarditismodellen im Verlauf der CVB3-Infektion.
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Abbildung 28
Induktionsgrade der kardialen IRF-7 mRNA Expression beider Myokarditismodelle im zeitlichen CVB3-

Infektionsverlauf. Gezeigt werden die auf den Basalwert bezogenen Mittelwerte der IRF-7 RT-gPCR mit
SEM fir beide Myokarditismodelle. Verwendet wurde der Wilcoxon-H-Test. P< 0,5 gibt eine statistische

Signifikanz an, p<0,01 eine statistisch hohe Signifikanz an.
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5. Diskussion

Die enterovirale Myokarditis ist eine potenziell lebensbedrohende Erkrankung. Die
Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit einer sehr schlechten Prognose stellt
die Endphase der Myokarditis dar. Leider ist die Therapie der Myokarditis zum groBen
Teil nur supportiv. Diese Dissertation beschaftigte sich mit der Frage, warum einige
Patienten eine chronische Myokarditis entwickeln und andere nicht. Die hier
untersuchte Fragestellung bestand darin, mdgliche Expressionsunterschiede von IRF-7,
einem initialen Faktor in der virusvermittelten Signalkaskade, in zwei Mausmodellen mit
unterschiedlichen Verlaufsformen der enteroviralen Myokarditis zu untersuchen. Die
Entscheidung, ob eine CVBS3-Infektion sich in einer akuten oder einer chronische
Verlaufsform der Myokarditis auBert, wurde in der unterschiedlich starken Induktion des
IRF-7 vermutet. IRF-7 ist der Masterregulator der Expression der Typ I-Interferone, die
wiederum eine herausragende Rolle in der frGhen antiviralen Abwehr spielen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit wiesen einen unterschiedlichen Verlauf der IRF-7 mRNA
Expression in den Myokarditismodellen der A.BY Maus und der C57BI/6 Maus nach.
Sie lieferten den Nachweis, dass IRF-7 mRNA im Myokarditismodell der A.BY Maus
vermindert exprimiert wird im Vergleich zum Myokarditismodell der C57Bl/6 M&ause.
Zudem zeigten unsere Daten, dass der Zeitpunkt der starksten IRF-7 Expression beim
Myokarditismodell der A.BY Maus spater eintritt als beim Modell der C57BI/6 Maus.
Damit kdnnten AusmaB und Zeitpunkt der [IRF-7 Induktion ein wichtiger
differenzierender Faktor der Chronifizierung der Myokarditis sein.

Diese Arbeit bietet somit neue Einsichten in molekulare Pathophysiologie der viralen

Myokarditis und liefert damit einen neuen Ansatz flUr eine kausale Therapie der
enteroviralen Myokarditis.
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5.1 Differentielle Expression von IRF-7 in Mausmodellen bei der chronischen
und akuten enteroviralen Myokardits

In der veréffentlichten Literatur wurde die Expression von /RF-7 bei der Entwicklung
einer akuten oder chronischen Myokarditis nach CVB3-Infektion noch nicht
beschrieben. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zwischen dem akutem und
chronischem Myokarditisverlauf ein statistisch signifikanter Unterschied in der IRF-7
Expression besteht. IRF-7 wird im Modell der akuten Myokarditis stérker und rascher

exprimiert als in der chronischen Verlaufsform.

Unsere Ergebnisse bieten einen neuen Einblick in den molekularen Mechanismus der
innaten Immunatwort in der frihen Phase der CVBS3-Infektion. In dieser Phase der
CVBS3-Infektion erfolgt die kardiale Induktion des IRF-7 rascher und robuster im
Myokarditismodell der C57BI/6 Maus als im Myokarditismodell der A.BY Maus. Die
starkste IRF-7 Expression erfolgt im Modell der C57BIl/6 Maus schon an Tag 4 nach
CVB3-Infektion. Im Modell der A.BY Maus dagegen wird IRF-7 erst in der subakuten
Phase, an Tag 8 nach CVB3-Infektion, am stéarksten exprimiert. Diese Daten
implizieren, daB IRF-7 eine Schlisselrolle in der Entwicklung einer akuten oder

chronischen Verlaufsform der Myokarditis haben kénnte.

In beiden murinen Myokarditismodellen wurde IRF-7 stark induziert. Die Expression von
IRF-7 im Myokarditismodell der C57BI/6 Maus wird in der frihen Phase der CVB3-
Infektion (Tag 4) um 43% starker induziert als im Myokarditismodell der A.BY Maus,
jeweils bezogen auf das Expressionsniveau in nichtinfizierten Kontrollen. Der
Unterschied im Expressionsniveau beider Myokarditismodelle miteinander vergleichend,
zeigte daB C57BIl/6 an Tag 4 nach CVB3-Infektion die 2,7-fache Expression der A.BY
aufwies. Diese deutlich héhere kardiale IRF-7 Expression im Myokarditismodell der
C57BIl/6 Maus war assoziiert mit lediglich einzelnen Myozytolysen und einzelnen
mononukledre Entziindungszellen (Schadigung Grad 1a). In den Herzen der A.BY-
M&use an Tag 4 nach Infektion zeigten sich dagegen kleine Herde von Myozytolysen

und einige wenige kleine Herde von Entziindungszellen (Schadigung Grad 2). In den in
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dieser Arbeit untersuchten Mauseherzen konnte die Tubinger Arbeitsgruppe signifikante
Unterschiede bezlglich der myozytaren Schadigung und Inflammation nachweisen
(101). Sie zeigten, daB im Modell der A.BY Maus die Anzahl der pathologischen
Veranderungen zu allen Zeitpunkten der Infektion signifikant héher lagen als im Modell
der C57BI/6 Maus. Wahrend sich beim chronischen Modell bis Tag 28 gravierende
histopathologische Veranderungen in Form groBflachiger Nekrosen und ausgepragter
Entzindungszellinfiltration Uber beide Ventrikel (Grad 4) nachweisen lieBen, bildeten
sich beim Modell der C57BI/6 Maus die histopathologischen Veranderungen bis Tag 28
weitgehend bis auf kleine Herde an Fibrose und evil. einzelne mononukleare
Entzindungszellen zuriick (Grad 1b). Das Maximum der IRF-7 Expression im
Myokarditismodell der C57BI/6 Maus war bereits an Tag 4 nach Infektion am héchsten.
Die pathologischen Veranderungen waren dagegen erst an Tag 8 nach Infektion am
starksten ausgepragt. Die Typ 1 INF-bedingte Aktivierung von Killerzellen und T-Zellen
trat zeitverzogert auf. Da im Modell der A.BY Maus eine signifikant groBere Anzahl von
histopathologischen Veranderungen bestand, jedoch die Induktion von IRF-7, und damit
vermutlich auch die Typ 1 Interferonantwort, aber signifikant geringer war als im Modell
der C57BI/6 Maus, mlssten die histopathologischen Verédnderungen zum groBen Teil
durch den CVB3 selbst verursacht worden sein. Wir vermuten, dass die rasche
Induktion einer hohen IRF-7 Expression im Myokarditismodell der C57BI/6 Maus zu
einer robusten Typ 1 Interferonantwort und damit einer wirksamen Inhibition der CVB3-
Replikation beigetragen habe. Die bereits ab Tag 4 deutlich erkennbaren und Uber den
gesamtem Analysezeitraum anhaltenden schweren histopathologischen Veranderungen
im Myokarditismodell der A.BY Maus weisen auf eine unzureichende Virusabwehr im
chronischem Modell hin (siehe Abschnitt 5.3), die durch eine ungentigende oder zu spat
aktivierte Typ 1 Interferonantwort mitbedingt gewesen sein kdnnte.

Die anhaltend erhdhte IRF-7 Expression in der subakuten bzw. chronischen Phase der
CVB3-Infektion der A.BY Maus - (noch am Tag 28 um 90% hdher als der Kontrollwert) —
scheint die Entwicklung einer chronischen Myokarditis nicht zu verhindern. In der
subakuten bzw. chronischen Phase der CVB3-Infektion kann virale RNA und das virale
Kapsidprotein VP1 im Herzen Uberleben (34, 35). Beim akutem Myokarditismodell der
C57Bl/6 Maus ist laut Szalay die Viruslast am Tag 16 gleich Null (101). Wahrenddessen
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ist beim Myokarditismodell der A.BY Maus zu diesem Zeitpunkt noch eine gleich hohe
Virusreplikation wie an den Tagen 4 und 12 nach CVB3-Infektion nachzuweisen (101).
Diese Viruspersistenz ist eine mdgliche Erklarung flr die noch signifikant erhdhte
Induktion der IRF-7 Expression der A.BY Mause am Tag 28 nach CVB3 Infektion im
Vergleich zum Tag 0.

5.2 Virusreplikation und kardiale IRF-7 Induktion

Ein Zusammenhang zwischen viraler Replikation wahrend der CVB3-Myokarditis und
der histopathologischen kardialen Veranderungen wurde mehrfach beschrieben. Klingel
und Kollegen wiesen nach, dass eine Korrelation zwischen der viralen Replikation und
der kardialen L&sionsbildung bei der akuten und der chronischen CVB3-Myokarditis
existiert (102). In Abwesenheit einer CVB3-Replikation bilden sich keine neuen
kardialen Entziindungslasionen. Die Entwicklung einer chronischen Myokarditis ist
abhangig von einer viralen Persistenz. Sie zeigten, dass in einem anderen Modell der
akuten viralen Myokarditis (DBA M&use) die Anzahl der viralen positivstrangigen RNA
im Vergleich zur Anzahl der negativstrangigen RNA, die als Template dienen, sehr stark
erhoéht ist. Im Gegensatz dazu ist in Modellen der chronischen viralen Myokarditis
(A.BY, A.CA und SWR Méause) das Verhaltnis der positiven und negativen RNA-
Strdnge in der chronischen Phase der CVB3-Infektion anndhernd gleich. Die
Viruspersistenz im chronischem Myokarditismodell ist folglich assoziiert mit einer
eingeschrankten RNA-Synthese im Vergleich zum akutem Myokarditismodell. Die
verminderte RNA-Synthese ist auch assoziiert mit einer verminderten Synthese von
enteroviralen Kapsidprotein in den chronisch infizierten Myokardzellen (33).

Bestatigt wurde dies auch durch Szalay et al., die mittels Real-Time-PCR zeigten, dass
am Tag 16 nach CVBS3-Infektion im akutem Myokarditismodell (C57BI/6) keine virale
RNA im Myokard mehr nachgewiesen werden konnte. Bei den A.BY Mausen dagegen
konnte Szalay eine Persistenz des Coxsackievirus noch am Tag 28 nach Infektion
nachweisen (103).
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Mittels in situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA konnten Klingel et al. zeigen,
dass bis zu Tag 9 nach CVB3-Infektion bis zu 13% des kardialen Gewebes infiziert ist.
Im Vergleich dazu zeigte sich wahrend der chronischen Myokarditis am Tag 30 nach
CVB3-Infektion nur 0,01% des kardialen Gewebes als infiziert was anscheinend
ausreichend ist fur das Weiterbestehen der myokardialen Inflammation. Laut Klingel
Uberleben die infizierten Myozyten wahrend der akuten viralen Replikation ungeféhr 24
h (33).

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten zum zeitlichen Verlauf der kardialen IRF-7 mRNA-
Expression scheint einen Zusammenhang mit der kardialen Viruslast und myokardialen
Schadigung nahezulegen. Die geringere Kkardiale Viruslast und schnellere
Viruselimination im Modell der C57BI/6 Maus scheint mit einer robusteren Induktion von
IRF-7 assoziiert zu sein. Im Unterschied hierzu scheint die héhere Viruslast und die
Chronifizierung der Infektion im Modell der A.BY Maus mit einer vergleichsweise

schwéacheren IRF-7 Induktion assoziiert zu sein.

Die Expression von IRF-7 Protein wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Versuche der
betreuenden Arbeitsgruppe einer Darstellung von IRF-7 mittels Western Blot unter
Verwendung verschiedener kommerziell erhéltlicher Antikdrper waren nicht erfolgreich.
Zum Zeitpunkt der Untersuchungen war jedoch auch der Nachweis von IRF-7 Protein in
Gewebextrakten in der publizierten Literatur nicht beschrieben. Die Expression der Typ
| Interferone als Zielgene von IRF-7 wurde in dieser Arbeit ebenfalls nicht untersucht.
Es kann deshalb nur spekuliert werden, dass die kardiale Expression von Typ |
Interferone im Modell der C57BI/6 Maus starker und rascher erfolgt als im Modell der
A.BY Maus.

Honda wies 2005 bei IRF-7 Knock out Mausen eine verminderte Induktion der

Interferone wahrend der HSV-1, VSV und EMCV-Infektion nach und bestéatigte damit
die essentielle Rolle des IRF-7 als Masterregulator der Interferone.

81



Diskussion

Unsere Ergebnisse zeigen zudem, daB die basale kardiale IRF-7 Expression in nicht
infizierten Kontrollmausen des Stamms C57Bl/6 um 64% hdoéher war als in nicht
infizierten Kontrollmdusen des Stamms A.BY. Die biologische Bedeutung dieses
Unterschieds ist ungeklart. Méglicherweise reflektiert die héhere basale Expression in
C57Bl/6-Méausen eine weniger straffe transkriptionelle Kontrolle der IRF-7 Expression
als Grundlage einer schnelleren und starkeren Induktion bei einer viralen Attacke.
Méglicherweise spielen Polymorphismen in regulatorischen Bereichen des IRF-7 Gens
eine Rolle. Bekannt sind zwei verschiedene Promoterregionen flr das IRF-7 Gen. Ob
eine unterschiedliche Ultilisation dieser Promotoren fir die unterschiedlich starke
Induktion von IRF-7 in den beiden Stdmmen eine Rolle spielt, ist denkbar.

Weiterhin stellt sich die Frage, von welchen kardialen Zelltypen in den hier untersuchten
murinen Modellen IRF-7 exprimiert wurde. Fur diese Arbeit wurde RNA aus dem
Gesamtherzen isoliert. IRF-7 kdnnte somit von T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten,
Endothelzellen, Myozyten, Fibroblasten und/oder Makrophagen exprimiert worden sein.
Sind migratorische Zellen fir die erhéhte Expression von IRF-7 verantwortlich oder
residente Zellen? Da sich zu einem friihen Zeitpunkt der kardialen Infektion noch keine
gréBeren Infiltrate gebildet haben (siehe Kapitel 4.3), muB3 IRF-7 vermutlich von
residenten kardialen Zellen (Myozyten, Fibroblasten, Endothelzellen) induziert worden
sein. Ousman zeigte, dass im ZNS bei LCMV-Infektion IRF-7 sowohl von infiltrierenden

Immunzellen als auch von residenten Zellen exprimiert wurde (104).

Im Unterschied zu der IRF-7 mRNA Expression zeigte IRF-3, das sehr frih im Verlauf
der antiviralen Abwehr aktiviert wird (vgl. Abb. 6), auf Proteinebene keine Induktion der

Expression (unveréffentlichte Ergebnisse der betreuenden Arbeitsgruppe).
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5.3 Diskussion der angewandten Methoden

Zhang und Pagano (86) konnten schon 1997 die Induzierbarkeit von IRF-7 nachweisen.
Prakash zeigt, dass IRF-7 auf transkriptionaler Ebene reguliert wird (105). Damit ist die
Expression der IRF-7 mRNA nach CVBS3-Infektion ein Ausdruck der Induktion des IRF-
7 wahrend der CVB3-Infektion. Deshalb wurde in dieser Arbeit die IRF-7 Expression auf
mRNA Ebene untersucht. Ein sicherer Nachweis der IRF-7 Expression auf
Proteinebene gelang in der betreuenden Arbeitsgruppe trotz umfangreicher mittels
Western blot-Serien unter Verwendung verschiedener IRF-7 Antikérper nicht, so dass
die RNA-Daten nicht auf Proteinebene bestatigt werden konnten. Bemerkenswert ist,
dass zum Zeitpunkt dieser Arbeit in der publizierten Literatur ein Nachweis des nativen
IRF-7 in Geweben oder Zellen nicht beschrieben war, was auf ungeléste und
grundlegende methodische Schwierigkeiten hindeutet. Unsere Literaturrecherche
zeigte, dass IRF-7 als Protein bisher nur in Zellkulturexperimenten nach Transfektion
eines getaggten Fusionsprotein nachgewiesen wurde (94, 86).

Im Bestreben, moglichst einfach umzusetzende, standardisierte und reproduzierbare
Techniken zu nutzen, wurden wo mdglich (DNA-Verdau, Reverse Transkription, PCR,
TagMan, Klonierung der cDNA), kommerzielle Kits eingesetzt.

Eine hohe Ausbeute und gute Qualitat der RNA ist vom ersten Schritt der RNA-
Isolierung abhéngig. Da die RNA sehr instabil und empfindlich gegenliber endogenen
RNAsen ist, musste die RNA-Isolierung schnell vonstatten gehen. Daflr wurde ein
Teflon-Glas-Homogenisator ~ benutzt, womit das  Gewebezerkleinern  und
Homogenisieren der Herzen in einem einzigen Arbeitschritt ermdglich wurde. Dies
reduzierte den Gewebeverlust, die Dauer der RNA |Isolierung und die
Kontaminationsgefahr. Die RNA-Reinheit, RNA-Qualitdt und RNA-Quantitat wurden mit
verschiedenen Methoden Uberprift. Die Integritat der isolierten RNA wurde mittels des
Bioanalyzer analyziert . Die Quantitdt der isolieten RNA ist ausreichend, um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit denselben Proben zu gewéhrleisten. Der Erfolg
des DNA-Verdau wurde mittels Gelelektropherese der PCR RT  Produkte evaluiert und
bestétigt. Eine Amplifikation genomischer DNA konnte somit ausgeschlossen werden.
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Die mittels des Suchalgorithmus BLAST designten IRF-7 BW und IRF-7 BWn Primer
stellten sich als nicht spezifisch fir das IRF-7 Amplikon dar. In der Gelelektrophorese
nach der konventionellen PCR zeigten sich Doppelbanden. Diese beruhten sehr
wahrscheinlich auf IRF-7 Spleissvarianten. Die IRF-7 BW3 Primer Uberspannten
dagegen nicht alternative IRF-7 Exone, so dass nur ein Amplifikationsprodukt gebildet
wurde. Beide IRF-7 BW3 Primer binden an das Exon 7* der genomischer DNA von IRF-
7 und Uberbrickten kein Intron. Hiermit bestand die Mdglichkeit einer Koamplifikation
von genomischer DNA, die durch DNAse-Verdau und negative RT Kontrollen

ausgeschlossen werden konnte.

Als PCR Methoden stehen sowohl die konventionelle Gel-basierte PCRs, als auch die
Real-Time-PCRs zur Verfigung. Real-Time-PCRs bieten im Vergleich zur
konventionellen PCR eine exakte Quantifizierung, eine erheblich héhere Sensitivitat
(106) und insgesamt einen geringeren Arbeits-, Material- und Zeitaufwand. Eine gut
etablierte, robuste und weit verbreitete Technik stellt die 1993 von Lee und Mitarbeitern
entwickelte TagMan-Real-Time-PCR (107) dar. Wir verwendeten die TagMan-Real-
Time-PCR mit interkalierenden Farbstoffen (SYBR-Green). Die Vorteile von Real-Time-
PCR sind, dass die Qualitat der Messung durch Erstellung einer Schmelzkurve einfach
zu Uberprifen ist und es kostengulnstiger ist, weil keine spezifische Sonde verwendet
wird. Der Nachteil der SYBR-Green Chemie ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff an jede
doppelstrangige DNA bindet, wie z.B. unspezifische PCR-Produkte oder Primerdimere.
Um die Maoglichkeit der Bildung von Primerdimere und unspezifischer Produkte
auszuschliessen, wurde fiir jede PCR eine Dissoziationskurve erstellt. Diese gibt an, ob
das gemessene PCR-Produkt spezifisch amplifiziert wurde. In dieser Arbeit waren alle
Dissoziationskurven spezifisch fur ihr jeweiliges Amplifikat. Zudem kann auch mittels
der Gelelektrophorese nachgewiesen werden, ob verschieden groBe PCR-Produkte

amplifiziert wurden, wenn diese oberhalb der Markernachweisgrenze liegen.
Fir die Quantifizierung der mRNA wurde die Standardkurvenmethode verwendet. Hier
ist die Steigung der Standardkurven ausschlaggebend flir die Effizienz der Messung.

Die Standardkurven der jeweiligen Gene sollten auf allen 96-Well-Platten die gleiche
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Effizienz haben. In dieser Arbeit zeigten die Standardkurven die gleiche PCR-Effizienz
von 99,8% fur IRF-7 bzw. 99,9% fir 18S. Von jeder Probe wurde eine
Dreifachbestimmung gemessen, um AusreiBer durch Pipettierfehler aufzudecken. Eine
Quantifizierung mit der Standardkurvenmethode bietet eine Quantifizierung in einem
dynamischen Bereich von 7 Zehnerpotenzen und damit den Vergleich von Proben mit
sehr unterschiedlichen Mengen an Ausgangsmaterial. Mit einer Quantifizierung ohne
Standard waren die Kosten und der Zeitaufwand verringert, die Vergleichbarkeit der
Daten aber eingeschrankt. Die Standards dieser Arbeit liefen in den TagMan-Real-
Time-PCRs mit interkalierenden Farbstoffen (SYBR-Green) mit einer sehr hohen PCR-
Effizienz und sind reproduzierbar.

5.4 IRF-7 Splice-Variante

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine neuartige alternative Splice-Variante des murinen
IRF-7 in nichtinfizierten Herzen und in CVB3-infizierten Herzen der A.BY und C57BI/6
Maus nachgewiesen werden. Diese IRF-7 Splice-Variante konnte in Leber und Aorta
beider Mausstdmme nicht detektiert werden. Somit muB von einer Herzspezifitat

ausgegangen werden.

Diese Splice-Variante behélt das zwischen den Exon 8 und 9 liegende Intron bei. Zu
einer Verschiebung des Leserahmens kommt es dabei nicht, da kein zusatzliches
Stopcodon in dieser Splice-Variante vorhanden ist und die Nukleotidanzahl genau 25
zusatzlichen Aminosauren entspricht. Auch bei Verwendung von anderen I|RF-7
Primern (IRF-7 BWn) konnte dieses zusétzliche gréBere Amplifikat in der PCR entdeckt
werden. Eine Verunreinigung der Proben mit genomischer DNA konnte durch
Durchfihrung eines DNA-Verdau und durch die Kontrolle der Reversen Transkription
ausgeschlossen werden. Die Sequenzierung und Vergleich der neuartigen PCR-
Sequenz mit der IRF-7 cDNA Sequenz der NCBI Gendatenbank zeigten, dass es sich
bei dem Amplifikat um eine IRF-7 Sequenz handelt. Da diese Sequenz genau dem
zwischen den Exon 8 und 9 liegendem Intron entspricht, eine genomische DNA-
Kontamination durch DNA-Verdau und Kontrolle der RT ausgeschlossen werden
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konnte, lag somit offenbar eine alternative Splice-Variante der pra-mRNA mit
Beibehaltung eines Intron vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch aufgrund der
anderen Hauptfragestellung auf eine Klonierung und Charakterisierung der
Vollangentranskripte mit dem neuen Exon 7* verzichtet. In der publizierten Literatur
wurden bisher 7 verschieden Isoformen des murinen IRF-7 beschrieben. Entstanden
sind diese entweder durch alternatives SpleiBen, alternative Promotoren oder durch
alternative Termination (100). Auch vom humanem IRF-7 sind 4 Isoformen (IRF-7 A, B,
C und H) bekannt (85, 86).

5.5 Therapeutische Implikation

Kishimoto et al. beschrieb schon 1988, dass Interferon-o. die virale Replikation bei
CVBS3-infizierten Mausen inhibiert und die myokardiale Entzindung reduziert, wenn es
kurz vor der Infektion gegeben wurde (108). Durch Behandlung von CVBS-infizierten
Mausen mit dem M-CSF an den Tagen 0 bis 14 nach Infektion, konnte die kardiale
Erkrankung signifikant verbessert werden. Die Reduktion der myokardialen Pathologie
und der viralen Titer korrelierte direkt mit der Interferon-g-Erh6hung im Serum, das
durch M-CSF induziert wurde (109). Encephalomyokarditis-Virus-infizierte Mause, die
mit Immunosuppressiva und Interferon-oc behandelt wurden, haben eine hohere
Uberlebensrate als solche, die ohne Interferon-a, also nur mit Immunosuppressiva
behandelt wurden (110). Auch Matsumori beschrieb einen hemmenden Effekt von
rekombiniertem Interferon-a. auf die CVB3-Infektion bei Mausen. Er zeigte, dass
Interferon-alpha A/D die Replikation des myokardialen Viruses effektiv inhibiert und die
Entzindungsantwort und den myokardialen Schaden signifikant reduzierte, wenn es
einen Tag vor CVB3-Infektion oder simultan zur CVB3-Infektion subkutan den Mausen
verabreicht wird (111, 112).

Auch bei der humanen Myokarditis zeigten Interferon-Behandlungen positive Effekte.
Eine Studie untersuchte den Effekt von Interferon-ac auf die inflammatorische
Kardiomyopathie (113) Verglichen mit den Patienten, die mit der konventionellen

Therapie fur chronische Herzinsuffizienz behandelt wurden, zeigten die Patienten, die
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zusatzlich zur konventionellen Therapie auch mit einer Interferon-o Therapie behandelt
wurden, Verbesserungen in der linksventrikularen Ejektionsfraktion. Die Nebeneffekie
der Interferonbehandlung waren relativ mild. Patienten beklagten Grippeahnliche
Symptome, Midigkeit und ein allgemeines Krankheitsgefiihl. Diese Nebenwirkungen
der Interferonbehandlung verschwanden nach wiederholten Interferon-Injektionen und
waren im Allgemeinem nach 10 Behandlungstagen nicht mehr vorhanden. Zudem
wurde von Kiahl et al. nachgewiesen, dass die flr eine Periode von 24 Wochen
verabreichte Gabe von Interferon-f fir Patienten mit enteroviraler und/oder adenoviraler
Myokarditis und eingeschrankter linksventrikularen Ejektionsfraktion, die kardiale
Funktion bei etwa 60% der Falle signifikant verbesserte und das virale Genom bei allen
untersuchten Patienten vollstandig eliminiert wurde (114). Interessant ist auch, dass
Patienten mit einer fulminanten akuten Myokarditis eine signifikant bessere
Uberlebensrate haben als Patienten mit einer akuten nichtfulminanten Myokarditis (13).
Eine ineffiziente Interferonantwort auf eine virale Infektion scheint die Chronifizierung

der Infektion zu beglnstigen.

Beim Menschen lieBe sich eine frihe Interferon-Therapie nur bei der fulminanten
akuten Myokarditis umsetzen, da diese Verlaufsform aufgrund ihrer heftigen Symptome
im frOhen Stadium erkannt wird (114). Aber auch eine zum spateren Zeitpunkt
erfolgende Interferonbehandlung bewirkt eine Verbesserung der Hamodynamik und
viralen Clearance (113). Komplette Wiederherstellung der kardialen Funktion erscheint
jedoch nur mdglich zu sein, solange noch keine virusinduzierten oder

immunvermittelten irreversiblen myokardialen Schaden verursacht wurden.
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6. Zusammenfassung

Die enterovirale Myokarditis ist eine potenziell lebensbedrohende Erkrankung. Die
Endphase der Myokarditis ist die Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie mit
einer sehr schlechten Prognose. Die Therapie der dilatativen Kardiomyopathie ist zum
groBen Teil symptomorientiert.

Ziel dieser Dissertation war zu untersuchen, ob sich die kardiale Expression von IRF-7
in zwei Mausmodellen der CVB3-Myokarditis im Zeitverlauf nach Infektion
unterscheidet. Untersucht wurden C57BIl/6-M&use, die das Virus eliminieren, und A.BY-
Mause, die eine chronische Myokarditis mit viraler Persistenz entwickeln. IRF-7 ist
entscheidend an der Regulation der antiviralen friihen Interferonantwort beteiligt.

Dafir wurde RNA aus gefrorenen Herzen dieser Mausstdmme zu definierten
Zeitpunkten nach CVBS3-Infektion isoliert. Nach Bestimmung von Reinheit, Qualitat und
Quantitat der RNA wurde die Expression der IRF-7 mRNA mittels Real-Time-PCR
quantifiziert und die Expression jeweils auf die 18S rRNA als endogener Standard
bezogen.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die kardiale IRF-7 mRNA Expression in
beiden Mausmodellen am Tag 4 im Vergleich zu nichtinfizierten Mausen stark induziert
war. C57BI/6 Mause zeigten am Tag 4 im Vergleich zu A.BY Mausen jedoch eine 2,7-
fache starkere Expression, die bei C57BI/6 Mausen ab Tag 8 wieder abnahm. Wé&hrend
C57BI/6 Mause bereits am Tag 4 das Expressionsmaximum erreichten, zeigten A.BY
Méause die maximale IRF-7 Expression verzégert am Tag 8, wobei das Niveau der
C57BI/6-Maus nicht erreicht wurde. Die IRF-7 mRNA-Expression blieb bei der A.BY-
Maus im Unterschied zu C57BIl/6-Maus bis Tag 28 (jeweils im Vergleich zu
nichtinfizierten Kontrollen) deutlich erhdht. Als weiteres Ergebnis dieser Dissertation
konnte zudem ein neues kardial exprimiertes IRF-7 Exon identifiziert werden.

Diese Ergebnisse zeigten bei der C57BI/6-Maus, die zu einer Elimination von CVB3
imstande ist, eine schnellere und starkere kardiale Induktion von IRF-7 als bei der
A.BY-Maus. Eine schnelle und robuste kardiale IRF-7 Induktion scheint demnach eine

Voraussetzung flr eine effiziente Elimination des Virus zu sein.
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