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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Virusassoziierte Myokarditiden und Kardiomyopathien

Die Erkrankungsbezeichnung ,Myokarditis* steht #inen Sammelbegriff inflammatorischer
Herzmuskelprozesse unterschiedlicher Atiologie. diist sowohl priméar infektiose (Viren,
Bakterien, Einzeller, Pilze) als auch nicht-inféke (autoimmunologische, toxische)
Krankheitsgenesen sowie idiopathische Formen (ilylein westlichen Industrielandern werden
kardiotrope Viren, hierbei v. a. Coxsackieviren Geguppe B (CVB), aber auch humanpathogene
Adenoviren als haufigste Ausloser der Erkrankungieaommen bzw. als mit dieser im
ursachlichen Zusammenhang stehend betrachtet (2ebizutage basiert die Diagnosestellung
auf der Gesamtbeurteilung von anamnestischen umdsdtien Kriterien, ergdnzt durch
bildgebende Untersuchungsverfahren und der invasivdklarung im Rahmen einer
Endomyokardbiopsie (EMB) mit histologischer, molkskbiologischer und
immunhistochemischer Analyse (6-10).

Die klinische Manifestation gestaltet sich sehriatal. Klinisch inapperenten Verlaufen stehen
moderat symptomatische Erscheinungsbilder bis hirschweren hamodynamisch relevanten
Auspragungsformen mit kardiogenem Schock und pédiein Herztod gegeniber (8, 11). Dabei
sind Form und Ausmal’ der myokardialen Stérung afigaron der Art des infektiosen Agens,
dem Erkrankungsalter, den genetischen Dispositicmevie der betroffenen kardialen Struktur
(6). Hierbei werden myokardiale Lasionen im Zusaminamg mit viralen Myokarditiden durch
zytolytische Virusmechanismen sowie die angebotemkadaptiv antiinfektibse Immunantwort
verursacht (6).

Das Spektrum der Krankheitsdynamik ist ebenfallslgéstaltig und reicht von akuten oder
fulminanten Verlaufen bis zu chronischen Ausprag@ognen und der méglichen Entwicklung
einer inflammatorischen oder dilatativen Kardiomgibppe (DCM) (8, 12, 13).

Bei der DCM handelt es sich um einen atiologisdetogenen, irreversiblen Strukturumbau des
Herzgewebes, welcher mit kardialen Funktionsstéeangnd einer schlechten Langzeitprognose
der Betroffenen einhergeht (14). Im Vordergrundhste eine links- oder biventrikuléare
Dilatation und die Verschlechterung hamodynamisctiarameter aufgrund mangelnder
systolischer Pumpleistung und diastolischer Relaratl5). Im Gegensatz zur DCM steht bei

der Pathologie der inflammatorischen Kardiomyopgtimeben der kardialen Dysfunktion, ein
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andauernder Entzindungsprozess zum Diagnosezeitpunkordergrund (13). Ein Grol3teil
dieser infektios vermittelten Kardiomyopathien ¢gtsmt einer viralen Genese (15).

Antivirale Therapieansatze, wie sie momentan inEgrobung sind, bieten vielversprechende
Moglichkeiten das zumeist symptomatisch orientiefténische Behandlungsrepertoire zu

erweitern und damit dringend erforderliche, gezagitivirale Therapiealternativen zu liefern.

1.1.1 Epidemiologie

Die tatsachliche Pravalenz der Myokarditis, respekvirus-indizierter Myokarditiden, ist nach
wie vor schwer zu ermitteln (1). Auch aufgrund deufig subklinischen Manifestation der
Erkrankung sowie der Missinterpretation unspedifesc Krankheitssymptome mit zum Tell
zurtckhaltender Anwendung spezifischer Diagnoseitidkgiten ist von einer hdheren
Betroffenenzahl als bisher angenommen auszugehén. (1

In Abhangigkeit von der untersuchten Studienpopaatund den zugrunde liegenden
Diagnosekriterien konnten in autopsiebasierten itubaufigkeiten von 0,1 — 12 % festgestellt
werden (16-20). Daten bezuglich der Neuerkrankuwaigsrzeigen ebenfalls eine grole
Variabilitdt und schwanken zwischen 1-10 pro 100.@nwohner/Jahr (21-23). Bei bis zu
43 % der an einem plotzlichen Herztod verstorbgonegen Erwachsenen und Sportlern konnte
eine Herzmuskelentziindung nachgewiesen werden2@@y7). Auch bei Kindern stellt diese
eine haufige Ursache fur plotzliche Herztode unddikanyopathien dar (28-30). Insgesamt wird
das Auftreten einer Myokarditis wahrend einer wralnfektion auf 3-6 % geschatzt (31). Seit
der Einfihrung EMB-basierter, molekularbiologischédachweismethoden wurde mit
geographisch unterschiedlichen Haufigkeiten beieRt&n mit dem klinischen Verdacht einer
Myokarditis oder DCM in bis zu 67 % der Falle Vigemom nachgewiesen (4, 32-35).
Fallstudien legen nahe, dass etwa 12 % der Patiemi¢ klinischem Verdacht auf eine
Myokarditis und 40 % mit biopsiebewiesener Myokasdeine DCM entwickelr(23, 36, 37).
Die alterskorrigierte Inzidenz fir die DCM liegt ibpielsweise in den USA bei 36 pro
100.000 Einwohner/Jahr. Das pradominante Manifestsdlter befindet sich zwischen der 3.
und 5. Lebensdekade, wobei Manner doppelt so dafotben sind wie Frauen (38). 30 % der
untersuchten Herzinsuffizienzpatienten entwickbhe iErkrankung im Zusammenhang mit einer
DCM. Damit ist sie die am haufigsten vorkommendedi@amyopathie und neben der koronaren
Herzkrankheit (KHK) die haufigste Ursache der Hesugiffizienz Gberhaupt (39, 40). Ebenfalls
stellt die DCM die haufigste Herzinsuffizienzentitéa, welche eine Herztransplantationstherapie

erforderlich macht (14, 23, 30). Neben primarengpdthischen Formen der DCM und mit
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Gendefekten vergesellschafteten Varianten werdebesondere virale Myokarditiden bzw.
inflammatorische Kardiomyopathien als haufigsteddhe flr die Auspragung einer sekundaren
DCM betrachtet (15).

Die aktuelle Inzidenz der durch Viren verursachteler mitbedingten DCM ist nach wie vor
nicht eindeutig etabliert (6). Grinde hierfir sinda. in den oft klinisch inapparenten Verlaufen
und der mangelnden diagnostischen Abklarung derlsliigbtisfalle zu suchen. Vorherrschende
Symptome der DCM treten mit einer variablen Verz@igg nach dem primaren, entziindlichen
Herzmuskelgeschehen auf und werden daher mit diesgrhin Zusammenhang gebracht. Eine
nachtragliche Zuordnung zu einem virusinduzierteoz€ss gestaltet sich oft schwierig (6).
Somit ist davon auszugehen, dass zusatzlich c802®-der idiopathischen DCM-Formen, die
insgesamt ca. 50 % der Félle ausmachen, mit eineten Entstehungsmechanismus assoziiert
sind (4, 38).

1.1.2 Verlauf und Prognose

Allgemein gilt, dass Patienten mit moderaten, klthi weniger auffalligen Verlaufen, aber auch
jene mit initial fulminanter Krankheitsprasentatian der Mehrzahl der Falle eine folgenlose
Ausheilung erfahren und eine gute Langzeitprognossitzen (6, 41, 42). Hingegen zeigen
verschiedene prospektive Studien, dass die 5- Bigahrestberlebensrate bei akuten, nicht-
fulminanten Myokarditiden lediglich zwischen 46 udd % liegt (41, 43-45). Auch im Rahmen
einer groRen Myokarditisbehandlungsstudie wurdemZy. 5-Jahrestberlebensraten von nur
80 % bzw. 44 % beobachtet (46).

Von einer insgesamt schlechteren Prognose wirdP&fienten mit fortbestehender ventrikularer
Dysfunktion und andauerndem Entztindungsprozesshbeti(41, 43, 47). Auch der Nachweis
einer viralen Erregerpersistenz, insbesondere dasrhavidensein replikationsfahigen
Virusgenoms, ist sowohl fir Myokarditis- als aucENd-Patienten ein negativer prognostischer
Pradiktor (32, 34, 43, 44, 48). Kardiale Enterosinfiektionen weisen mit einer Mortalitat von
bis zu 67 % hierbei eine besonders schlechte Psegaof (41, 48-50). Fallstudien legen nahe,
dass etwa 12 % der Patienten mit klinischem Verdather Myokarditis und 40 % mit
biopsiebewiesener Myokarditis eine DCM entwické3, 36, 37). Die 5-Jahresiberlebensrate
der DCM-Patienten liegt trotz Anwendung der gegeatigen Herzinsuffizienztherapie nur bei
ca. 50 % (26, 45, 51). In 80 % der Falle ist lastyfy eine Herztransplantation erforderlich (8,
23). Als haufige Komplikationen treten thrombembolie Ereignisse und lebensbedrohliche

Herzrhythmusstorungen auf (15).
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1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Neben Enteroviren, insbesondere Coxsackieviren @euppe B (CVB) mit gesicherter
Atiopathogenese, wurden in den vergangenen Jahian/Adenoviren, Erythroviren (Parvovirus
B19), verschiedene Herpesviren (HHV-6, CMV, EBV,\HHSHepatitis-C-Viren, Influenzaviren
und HI-Viren als potenziell kardiotrope Erreger menschlichen Herzen identifiziert (4, 33, 34,
52-55).

Wahrend fur zahlreiche Viren der atiopathogenets€hankheitskontext noch nicht vollstandig
geklart ist, stehen die zur Gattung der Enterovigehorenden CVB-Viren nachweislich im
kausalen Zusammenhang sowohl mit akuten und cluleemsMyokarditisverlaufen, als auch der
inflammatorischen und dilatativen Kardiomyopathi&2,( 34, 36, 56-59). Auch Adenoviren
werden mit Herzmuskelinfektionen und DCM als im aatdichen Zusammenhang stehend
betrachtet (4, 5, 60, 61). Bei Neugeborenen undlé&im zahlen Enteroviren und Adenoviren zu
den am haufigsten auftretenden kardiotropen Virén 1). Des Weiteren gelten in den
westlichen Industrielandern Enteroviren auch bewdthsenen als wichtigster Ausloser flr
besonders schwere Myokarditiden und DCM-Verla6fesQ, 62). So konnte mit entsprechender
geographischer, zeitlicher und mengenmaliiger Viditébbei 6,7 - 40 % der untersuchten
Myokarditispatienten und 8 - 45 % der DCM-Patientemterovirusgenom aus gewonnenen
Herzmuskelbiopsien nachgewiesen werden (32-3455662). Der Adenovirusgenomnachweis
erfolgte bei Myokarditispatienten in 8,1 - 23 % bzwei DCM-Patienten in 1,6 - 12 % der Falle
(4, 33, 34, 60).

Anhand von Studien an Tiermodellen ist bekannts dessich bei der Pathogenese der viralen
Myokarditis um einen multifaktoriellen Prozess halbdder vom Virusgenom, vom Wirtsgenom
und der Umgebung, in der sie interagieren, abh@)gt

Der unterschiedliche Zelltropismus kardiotropereviibedingt unterschiedliche pathogenetische
Prinzipien. Daraus resultieren unterschiedlichedifitionsstellen fur die Virusinfektion am
Herzen sowie differente Virulenz- und Invasivitigemschaften der Erreger (63-65).
Verschiedene Virusvarianten und eine variable Vastsnogen dartiber hinaus die Heterogenitat
im Hinblick auf Krankheitsprasentation und Prognesaler Herzmuskelerkrankungen erklaren
(6). Genetische Pradispositionen kénnen die vi@launitat des Wirts zusatzlich beeinflussen
und somit die Schwere und den Verlauf einer virdi#&yokarditis mitbestimmen (6, 63, 66).
Myokardiale Lasionen werden sowohl durch zytolftesd/irusmechanismen als auch durch die

angeborene und adaptive, antiinfektiose Immunarttwayursacht (2, 6).
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Die pathophysiologische Entwicklung der virusindui®n Myokarditis besteht aus
unterschiedlichen Phasen und ist derzeit fir Entarsinfektionen am besten verstanden (2, 23,
67). Zunachst gelangen kardiotrope Viren durch pexeermittelte Endozytose in die
Kardiozyten. Nach Replikation des Virusgenoms werdmter Zelllyse die neu gebildeten
Virionen zur weiteren Ausbreitung freigesetzt (68).der anschlielenden Phase kommt es zur
vermehrten Einwanderung von Makrophagen und naligth Killerzellen mit konsekutiver
Freisetzung antiviraler Zytokine und Eliminieruniguginfizierter Zellen (12, 23, 69). Auf diese
erste, angeborene Immunreaktion folgt im Rahmensdéakuten Phase die zweite adaptive
Immunantwort mit der Infiltration des Myokards darcantigenspezifische, zytotoxische
T-Zellen. Diese erkennen auf der Kardiomyozytentédene Uber Major-Histokompatibilitats-
Komplexe (MHC-1) préasentierte, degradierte Viruspirdragmente, woraufhin sie die Lyse der
virusinfizierten Herzzellen bewirken (70, 71). Areser Stelle ist eine vollstandige Eliminierung
virusbeladener Kardiomyozyten und eine, von dem&ch des Myokardschadens abhé&ngende,
folgenlose Defektheilung mdglich.

Bei einem Ungleichgewicht zwischen Virusbeseitigumgl immunologischer Reaktion kann es
jedoch hiernach zu einer Chronifizierung des Endzingsprozesses kommen. Inadaquate
Verteidigungsmechanismen mit der Folge der Erregsigtenz sowie andauernde
T-Zellaktivierung mit teils Uberschie3enden, autmiumologischen Reaktionen erhdhen das
Risiko einer folgenschweren, strukturellen Veraonder des Herzgewebes (23, 72-77). Die
virusinduzierte Spaltung des zytoskelettalen, diardkomyozytenintegritat-vermittelnden
Proteins Dystrophin, tragt zusatzlich zur Auspraguiner Kardiomyopathie bei (63, 78).
Interstitielle Fibrosierung und Remodelingvorgardgr extrazellularen Matrix fuhren dartber
hinaus zur vermehrten Steifigkeit und irreversibleantrikeldilatation (45, 79-82). Unter diesen
Umstanden kann als Endstadium eine sekundare tiofskedingte DCM stehen. Das Vollbild
dieser myokardialen Umbauprozesse ist funktionettkd mangelnde systolische Pumpleistung

bei verzdgerter und inkompletter diastolischer Rafimn des Myokards gekennzeichnet (15).

1.1.4 Therapie

Allgemein richtet sich die Behandlungsstrategie beusassoziierten Myokarditiden und
Kardiomyopathien nach dem Schweregrad der klinischRnifestation und diagnostischen
Klassifikation der Erkrankung. In der klinischenakRis steht das symptomatisch orientierte
Behandlungsregime immer noch an erster Stelle. tss® bezlglich der zugrunde liegenden

Pathomechanismen bei entsprechenden Auspragungsfamit schlechter Krankheitsprognose
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legen den Bedarf gezielter antiviraler und antanfmatorischer Therapiestrategien nahe (32, 34,
41, 43). Aufgrund des spezifischen Interaktionspidés mit definierten, fur die Virusaufnahme
und -vermehrung essentiellen Zielstrukturen nehnmealekulare und gentherapeutische
Verfahren hierbei einen vielversprechenden Stelighwin (83).Gentherapeutische antivirale
Behandlungsansatze konzentrieren sich u. a. nelean Hinsatz der posttranskriptionell
wirksamen Genregulation mittels RNA-Interferenz dig transgene Expression von I6slichen

Virusrezeptorproteinen (84, 85).

1.1.4.1 Symptomatische Therapie

Bei milden bis moderaten klinischen Symptomen uadnk beeintrachtigter linksventrikularer
Funktion brauchen Myokarditispatienten keine spkzimedizinische Behandlung. Dennoch,
sollten EKG-Auffalligkeiten sowie erhdhte Herzendgmel bestehen bleiben, ist eine
Hospitalisierung und eine Uberwachung angezeigt, leimlensbedrohliche Komplikationen zu
entdecken und ihnen vorzubeugen. Korperliche Aféten sollten generell vermieden werden,
bis die Infektion und der Entziindungsprozess amzidaskel abgeklungen sind (6). Bei
schweren, renitenten ventrikularen Rhythmusstémngder AV-Blockierungen kann eine
pharmakologische Therapie mit antiarrhythmischerdp®raten oder nach Ausschopfung
konservativer MalRnahmen eine Kardioverter-Defiatdt- (ICD) bzw. temporarere
Schrittmacherimplantation indiziert sein (6). Liegine symptomatische Einschréankung der
systolischen oder diastolischen Ventrikelfunktiam,\sollte eine Herzinsuffizienztherapie getreu
entsprechender Behandlungsleitlinien eingeleitetrde® (86). Auch die gegenwartige
Behandlung der DCM entspricht in erster Linie dgmgtomatischen Herzinsuffizienztherapie
und beinhaltet, neben der arztlichen Aufklarungligéizh einer angepassten Lebensfuhrung,
sowohl pharmakotherapeutische Elemente als auchasiver MalBhahmen (15). Im
therapieresistenten Endstadium der Erkrankung tolgo Ultima ratio, sofern realisierbar, nur

die Transplantation des geschadigten Organs (15).

1.1.4.2 Spezifische Therapieoptionen

Obwohl viele der Patienten, die sich mit moderatds schwerer hamodynamischer
Beeintrachtigung im Rahmen einer nicht-fulminantemalen Myokarditis prasentieren, sich
innerhalb von Wochen bis Monaten unter der regol&terzinsuffizienztherapie verbessern, ist
insgesamt ihre Langzeitprognose nach wie vor shhi@d, 43-45). Zahlreiche Studien belegen

als negative prognostische Pradiktoren bei Myokaeh und virusassoziierten
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Kardiomyopathien, neben anhaltender ventrikulargsfinktion, die Persistenz viraler Erreger
und einen andauernden myokardialen Entzindungssso&32, 34, 41, 43, 44, 47, 48, 87).
Gezielte antivirale bzw. antiinflammatorische Theeaptionen sind anhaltend Gegenstand der
Forschung und bereits in einigen randomisiertemddhen Studien erprobt worden.

Dabei zeigte sich, dass eine immunsuppressive pieeranit Glucocorticoiden teils in
Kombination mit Azathioprin oder Cyclosporin bei Bkarditiden und inflammatorischen DCM
keinen wesentlichen Vorteil brachte (46, 88). Atindi Resultate erzielte eine prospektive,
placebokontrollierte Studie beim Einsatz intravemébnmunglobuline bei Patienten mit neu
aufgetretener DCM (89). In diesen Fallen verbesgsesich zahlreiche Patienten auch spontan
ohne immunmodulatorische Therapie (46, 88, 89erélhgs fand hier das Vorhandensein einer
viralen Infektion keine Bertcksichtigung. So weisgimgere Daten aus Behandlungsstudien
darauf hin, dass Patienten mit chronischem Erknag&prozess bei genauer Charakterisierung
der Ziel-Kohorte und dem Ausschluss viraler Pegsigt im Zustand postviraler Inflammation,
von einer immunsuppressiven Therapie profitierdh99). Wahrenddessen stellte der Nachweis
viraler Persistenz eine der Schlisselursachen fiass dNichtansprechen auf eine
immunmodulatorische Therapiestrategie dar (90).

Weitere Therapieversuche wurden mit antiviral-immadulatorisch wirkenden Cytokinen, den
Typ-1 Interferonen (INFx/B), unternommen. INF/p ist in der Lage die Replikation zahlreicher
kardiotroper Virenin vitro zu inhibieren. Auchin vivo konnte die antivirale Wirksamkeit in
Bezug auf kardiotrope Viren bewiesen werden, walieiSensibilitat verschiedener Viren und
sogar die einzelner Virusstamme variierte und daribnaus vom infizierten Zelltyp abhing
(94-100). In einer Phase-II-Studie an PatientenEMB-bewiesener, chronisch-persistierender
enteroviraler oder adenoviraler Herzmuskelinfektamigte sich unter INB-Behandlung bei
allen Patienten eine komplette Viruselimination |bégt von einer signifikanten Verbesserung
der linksventrikuldren Funktion, einer Abnahme déentrikelgréRe sowie der klinischen
Besserung von Herzinsuffizienzsymptomen und detlidban Abnahme von entziindlichem
Zellinfiltrat (101). Dabei wurde die Medikation vaillen Probanden gut vertragen und keiner
der Patienten verschlechterte sich unter der Theraahrend kardiale Entero- und
Adenovirusinfektionen scheinbar gut auf Il#FBehandlung ansprechen, gelang bei anderen
viralen Erregern hiermit keine komplette Viruselation (101, 102). In einer kleinen, offen-
etikettierten Studie an Patienten mit enterovirggper DCM bei zunehmender
hamodynamischer Verschlechterung gelang es nachjahaber Gabe von INk- eine
Verbesserung Klinischer und hamodynamischer Paesnteti allen Probanden zu erreichen.

Allerdings kam es hier nur in der Halfte der F&le einer Viruselemination (103). Ebenfalls
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konnte ein Behandlungserfolg im Rahmen einer ramsienten Studie mit Myokarditis- und
DCM-Patienten erzielt werden, bei denen nach dreatiger Gabe von INk-zusatzlich zur
konventionellen Herztherapie eine signifikant h@&heistabil bleibende linksventrikulare
Funktionsverbesserung beschrieben wurde (104).

Jedoch sind antivirale TherapiemalRnahmen nach wiebggrenzt auf klinische Studien und
spezialisierten Therapiezentren vorbehalten. Eimpezifische, anticoxsackievirale oder

antiadenovirale Therapie ist derzeit nicht etablied ungebrochen von klinischer Relevanz.

1.1.4.3 Praklinische Therapieansatze

Basierend auf den Kenntnissen molekularbiologisdigéufe der viralen Replikationszyklen
waren in den vergangenen Jahren zahlreiche phatogiggche und molekulare
Behandlungsansatze Gegenstand der Forschung. dnslaes im Hinblick auf CVB-verursachte
Herzmuskelinfektionen konnten neue, hochspezifiscBabstanzgruppen experimentell
entwickelt und hinsichtlich ihres klinischen Anwemd)spotentials untersucht werden (83).
Mogliche Angriffspunkte fur antivirale Wirkeffektestellen neben dem Prozess der
Virusanheftung und -internalisierung, virale Reptikns- und Zellfreisetzungsvorgange dar.

So wurden eine Reihe niedermolekularer Pharmaktesutbesn gegeRicornaviridae erprobt, die
entweder durch Bindung an das Viruskapsid die \duofisahme in die Zelle (z. B. WIN,
Pleconaril) (105-111) oder durch Interaktion miplieationsrelevanten Virusproteinen (111-
114) bzw. entsprechenden Zellproteinen (115-117¢ ®irusreplikation zu inhibieren
vermochten. Nachteilige Eigenschaften bezuglich deologischen Verfugbarkeit, des
Nebenwirkungsprofils, der rapiden Entwicklung vast&pe-Mutanten und die zum Teil geringer
Wirkeffektivitat limitieren allerdings ihre bishge Einsatzfahigkeit bei myokardiale CVB-
Infektionen im Menschen (83).

Eine andere vielversprechende Substanzgruppe rstelie biotechnologisch hergestellten
Biologicals dar. Diese beinhalten zum einen kleibA- oder RNA-Molekile, die durch
spezifische RNA-Interferenz (RNAI) die Blockade umegradierung der entsprechenden
Zielstruktur herbeifiihren und damit die fur die Maufnahme oder -replikation elementaren
Translationsprozesse in der Wirtszelle unterbin{&bh8, 119). Hierbei zeigten erfolgreiche
Anwendungen von RNAi-Molekulen eine breite Wirksaattlgegen zahlreiche humanpathogene
Viren (119-121), so auch bei Adenovirus- (122d kardialen CVB-Infektionen (123, 124).
Weitere Fortschritte auf diesem Gebiet konnten.uwluach die virusvektorvermittelte, ektope

Expression von short hairpin RNAs (shRNA) sowie #erdnderte Auswahl und parallele
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Kombination unterschiedlicher Interferenz-Zielstuden erzielt werden (84, 122, 123, 125-
127). Auch durch die RNAi-vermittelte Ausschaltudgs fiir die Virusaufnahme in die Zelle
erforderlichen Coxsackievirus- und Adenovirus-Reéaep (CAR) konnten CVB- und
Adenovirusinfektionemn vitro inhibiert werden (128, 129). Gegen eine perspeitheln-vivo-
Anwendung dieser Strategie spricht allerdings diesdche, dass bei der Gen-Inaktivierung des
CAR auch andere physiologische Zellfunktionen Hétrosein konnten (130-133).

Eine weitere Untergruppe biopharmakologischer Suizsin, die der |6slichen Rezeptoranaloga,
konzentriert sich ebenfalls auf die Verhinderung d&rusbindung und -aufnahme in die
Wirtszelle (s. auch Kapitel 1.3). Durch Besetzungd usterische Inhibierung der viralen
Rezeptorbindungsstellen sowie zuséatzlich im Fale VB durch irreversible A-Partikel-
formation gelang es die Infektiositat der Viruspeaat erfolgreich herabzusetzen bzw. géanzlich
auszuschalten (134-136). Die antivirale Effektivitheser Strategie konni@ vivo mehrfach
bestatigt werden (85, 137-139). Mit der transgenErpression einer rekombinanten
Rezeptoranalogonvariante (SCAR-Fc) Uber ein DoxXycyegulierbares Genexpressionssystem
konnte im CVB3-Myokarditis-Mausmodell neben der Ridtbn der kardialen Infektion,
Inflammation und des Gewebeschadens auch maRgadienvVerbesserung hamodynamischer
Parameter nachgewiesen werden) (85

Erganzt durch den Einsatz der mesenchymalen Stalitimezapie (140) bietet sich ein breites,
vielversprechendes Spektrum neuer antiviraler Theoptionen. Nichtsdestotrotz sind weitere
Untersuchungen und Erkenntnisse hinsichtlich ihss&cheren und effektiven klinischen

Anwendbarkeit erforderlich.

1.2 Coxsackieviren und Adenoviren
1.2.1 Einteilung und Aufbau

Bei Coxsackieviren, welche zur Familie dBrcornaviridae und Gattung der saurestabilen
Enteroviren gehoren, handelt es sich um weltweftretende, unbehillte Einzel(+)-Strang-
RNA-Viren mit einem kleinen Nukleokapsiddurchmessen ca. 30 nm. Das Nukleokapsid
besteht aus jeweils zwolf Pentameren, die ihrexysats funf Protomeren der vier
Strukturproteine VP1 bis VP4 zusammengesetzt sikiib.(1.1). VP1, VP2 und VP3 bilden
dabei die Oberflache des Virons, wahrend VP4 auflni@enseite des Viruskapsids lokalisiert
und mit dem RNA-Genom assoziiert ist (141). An deerthrungspunkten der 5-fachen

Symmetrieachse des VP1-Proteins liegt eine Veriggfder so genannte ,Canyon®, Uber den das
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Virus mit seinem zellularen Rezeptor interagied )L Variabilitadten in der dort befindlichen
Aminosauresequenz konnen zu unterschiedlichen Repe@ivalenzen flhren. Basierend auf
verschiedenen Organtropismen und Gewebeschadigungerder Maus werden zwei
unterschiedliche Gruppen klassifiziert: Gruppe-Ax€ackieviren bestehend aus 23 (CVA1-22,
24) und Gruppe-B-Viren aus 6 Serotypen (CVB1-68j14

20A

VP1
VP2
VP3

a)

Abb. 1.1: Strukturelle Eigenschaften von Picornavir@

(a) Rontgenkristallstrukturanalyse eines Picornavirusidgam Beispiel von CVB3. [nach Muckelbaueredlial., 1995; (142)]
(b) Schematischer Aufbau eines Picornaviruspartikelstebend aus zwolf identischen Pentameren, dereh Kiistallo-
graphische Untereinheiten (Dreiecke) jeweils dip¥dproteine VP1-VP4 enthalten. Die Rezeptorbindsigdje wird von einer
kreisformigen Vertiefung, dem sog. Canygebildet (grauer Ring). [mod. nach Gonzalez-Mariscatlal., 2009; (144)]

Humane Adenoviren (Ad), welche zur Familie dédenoviridae und Gattung der
Mastadenoviren gehdren, sind hingegen unbehulgepelstrangige DNA-Viren (Abb. 1.2). lhr
lineares Genom wird von einem stabilen, ca. 60-90 m Durchmesser betragenden,
ikosaederischen Kapsid umgeben, aufgrund dessensisle durch eine langanhaltende
Infektiositat auch auf3erhalb des Wirtskorpers aubmen (145). Die Kapsidhulle besteht aus
252 Kapsomeren (240 Hexone und 12 Pentone) (14omé und Pentone, welche benannt sind
nach der Anzahl der ihnen benachbarten Kapsometeers sich aus drei bzw. funf jeweils
identischen Polypeptidketten zusammen (147). Arrjater zwolf Pentonbasen inseriert eine
antennenartige, in Abhangigkeit von der Speziegydéwariable Fiber, welche aus drei
glykosylierten Polypeptiden besteht und eine Véwaing an ihrem freien Ende, den Fiberknop,
aufweist (148). Uber diesen erfolgt die initialerfaktaufnahme des Virions mit Rezeptoren der
Wirtszelloberflache (149, 150). Eine Klassifikatidar tber 50 unterschiedlichen serologischen
Ad-Subtypen in sechs Untergruppen (Humanes AdeasW-F) erfolgt vornehmlich aufgrund
ihrer Hamagglutinationseigenschatften, ihres onkegdPotentials sowie genomischer Merkmale
(151).
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Fiberknopfdoméne

Aemonbasis

ds. DNA

Abb. 1.2: Strukturelle Eigenschaften von Adenoviren

(a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme memaAdenoviren. Die Visualisierung der Viruspartilefolgte
mittels negativer Kontrastierungstechnik. (Quell¥ia www.mediendatenbank.de, Online im Internet wntgRL:
http://media.internisten-im-netz.de/mediadb/medaikheitserreger/elektronenmikroskopie/adenovipgs.jStand 07.01.2013)
(b) Schematische Darstellung eines Adenoviruspartik€selle: Via Qbiogene Molecular Biology. Online imernet: URL:
http://www.qgbiogene.com/adenovirus/about, Stan@D2013)

1.2.2 Infektionsverlauf

Humane CV-Infektionen, welche endemisch auftretaisdSchmier- oder Tropfcheninfektionen
Ubertragen werden und eine Inkubationszeit vorgemilagen bis zu 3 Wochen besitzen, fuhren
meist nur zu harmlosen, grippedhnlichen BeschwerDes Weiteren sind sie je nach Serotyp
Ausloser zahlreicher eher unbedeutender Krankhieigsbwie beispielsweise der Hand-Ful3-
Mund-Krankheit, Herpangina, epidemischer Pleuroelyder einfacher Durchfallerkrankungen.
Unter gewissen Umsténden allerdings wird die lokadlsmunabwehr des Wirts tberwunden und
eine lebensbedrohliche Ausbreitung mit Beteiligwmn ZNS, Bauchspeicheldriise, Leber,
Lunge oder der des Herzens droht (143, 152). lustakese bei Neonaten kommt es in diesem
Zusammenhang zu schweren Komplikationen mit hohemtditatsraten (153). CVB, allen
voran CVB3, sind typischerweise als kardiotropeefer haufig an Infektionen des Herzens
beteiligt und in diesem Kontext entsprechend ofthgawiesen worden (32, 56, 62).

In Abhangigkeit der verschiedenen Gewebetropismaterschiedlicher Serotypen l6ésen Ad,
deren Ubertragung oft endemisch auf fakal-oralemga&veerfolgt, in der Regel milde
respiratorische, gastrointestinale oder konjunksivimfektionen ausAllerdings kommt es in
manchen Fallen, insbesondere bei Kindern und imoppremierten Personen, aufgrund
Ausbreitung der Infektion zu disseminierten Ver&iufoder zu schweren Organbeteiligungen
wie von Lunge, Leber, Herz, Pankreas oder ZNS @il todlichem Ausgang (154-158). Auch
wird ein ursachlicher Zusammenhang zwischen Ad tedzmuskelinfektionen bzw. DCM
angenommen (4, 5, 60, 61). Trotz einer Reihe varerBungsvollen Behandlungsansatzen
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(159-161) steht eine etablierte spezifische antiadieale Therapie derzeit immer noch nicht zur
Verfiigung und prospektive, randomisierte Behandishglien diesbezuglich fehlen (145).

1.2.3 Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR)

Generell erfolgt die Virusanheftung an die Wirtézelvelche fur die Initiation der Infektion
einen obligatorischen Vorgang darstellt, Uber dsetie zelloberflachenstandige Rezeptoren.
Die unterschiedliche Ausstattung an Oberflachentezen ist daher eine wichtige Determinante
bei der Permissivitat von Zellen fur spezielle Viirds auch dem viralen Gewebetropismus. Der
Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) dient seiner membranstandigen Form
nachweislich Coxsackieviren der Gruppe B und deanddirus-Subtypen A, C, D, E und F als

primarer Virusbindungs- bzw. Virusinternalisierufegdor (162-165).

1.2.3.1 Physiologische Zellfunktion

CAR, der seit seiner Entdeckung 1997 in zahlreiclspezies mit einem hohen Mal3 an
Sequenzhomologie nachgewiesen werden konnte, ist einzelstrangiges Typ |
Transmembranprotein und Mitglied der CTX-Unterfaenilinnerhalb der Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) (163, 165-169). Er besitzt MNyimal zwei extrazellulare,
immunglobulindhnliche Doménen (D1, D2), welche Uthen alpha-helikalen Transmembranteil
mit dem zytoplasmatischen C-Terminus in Verbindstghen.

Das humane CAR-Gen enthalt sieben Exons und befside auf Chromosom 21 (21qg 11.2)
(170). Das translatierte und glykosylierte humameReProtein weist eine Molekilmasse von
46 kDa auf (171). Die Expressionsstarke von CARjtzgrofRe Unterschiede zwischen und
innerhalb verschiedener Organe und Gewebe sowieewdlhder Entwicklung (130, 169, 172,
173). In gesunden, adulten Herzen ist die CAR-Esgiom relativ niedrig und beschréankt auf
interstitielle Zellen und subendotheliale glatte Welzellen, wahrend explantierte Herzen von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) eimohe Expression von CAR in den
Kardiomyozyten aufweisen (169).

Beobachtungen, wie die der Homodimerbildung Ubereditrazellulare D1-Doméane (174) oder
der Lokalisation im Bereich von Zell-Zell-Kontaktavie beispielsweise Tight Junctions (175)
und kardialen Disci intercalares (169, 176), legehben der elementaren embryogenetischen
Bedeutung fir das Herz-Kreislaufsystem (130, 138) Iphysiologische Funktionen u. a. als
Zelladhasionsprotein nahe. So wiesen adulte CAReKmat-Mause Erregungsleitungsstérungen

am Herzen auf, welche sich v. a. im Rahmen atrimikeridrer Uberleitungsstorungen
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manifestierten (131). Das Fehlen von CAR wahrendfdéen Mausembryogenese fihrte zu
Herzanormalien mit letalem Ausgang (130).

1.2.3.2 CAR als Virusrezeptor

Sowohl Coxsackieviren der Gruppe B als auch dienadi#us-Subtypen A und C-F interagieren
jeweils mit spezifischen Beruhrungspunkten der aadhlularen, distal gelegenen D1-Doméne
des CAR (177).

Fur alle CVB-Serotypen fungiert CAR als priméaretemmalisierungsrezeptor (164). CVB2, 4
und 6 nutzen ihn zuséatzlich als Virusbindungsremeptahrend die Serotypen 1, 3 und 5 den
Decay-Accelerating Rezeptor (DAF, CD55) als Co-Razefir den Schritt der Virusanheftung
bendtigen (178, 179). Im Rahmen des Internalisgsprozesses bindet CAR mit seiner
D1-Doméane im so genannten Canyon, wodurch die ¥&siklozytose von Virusbestandteilen
eingeleitet wird (180). Hierbei kommt es unter \estl des VP4-Strukturproteins
[= A(lterations)-Partikel] und Freigabe des viraleRNA-Genoms zur irreversiblen
Konformationsanderung des Viruskapsids (181). DidPahtikelbildung, welche auch bei
anderen Vertretern der Picornavirenfamilie weit bveitet ist (141, 182), wird bei CVB
ausschlief3lich durch CAR, jedoch nicht durch derReaeptor DAF, hervorgerufen (136).

Auch ein Grol3teil der Adenoviren nutzt CAR als \ipindungsrezeptor (162). Dabei wird die
initiale Andockung des Virions an die Zielzelle tlwke hochaffine Bindung des adenoviralen
Fiberknops mit der D1-Domdne des CAR vermittelt 3)18 Die nachfolgende
Virusinternalisierung mittels rezeptorvermitteltéindozytose erfolgt Uber die spezifische
Interaktion der viralen Pentonbasis mit membrarsgan Integrinen (184, 185).

Obwonhl die Bindungsstellen fiir die adenovirale Fileenane in der D1-Region des CAR liegt,
konnen Ad nicht mit einem in der D2-Doméne delétierCAR-Rezeptor interagieren (186).
Daher scheint auch die D2-Doméne, zumindest alsktsielle Komponente bei der Virus-
Rezeptor-Interaktion eine signifikante Bedeutundpaben.

1.3 Losliche Rezeptorproteine als antiviraler Therpieansatz

Mit der Kenntnis und Identifikation bestimmter fdie Virusaufnahme in die Wirtszelle essentieller
Zelloberflachenrezeptoren wurde die Grundlage fiie @ezielt-antivirale Therapiestrategie mittels
l6slicher (= solubler, s)Virusrezeptorvarianten geschaffen. Das Wirkungggpinder Ioslichen

Rezeptoranaloga (LRA) beruht in erster Linie auf #empetitiven Hemmung und sterischen

Inhibierung viraler Rezeptorbindungsstellen und diEmit verbundenen Pravention der
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Virusanheftung und nachfolgenden -aufnahme in diéglihe Zielzelle. Fur Viren der
Picornafamilie konnte dariber hinaus durch Bindunmat LRAs, in Analogie zum
physiologischen Uncoating-Mechanismus der A-Partikelformation (181), eineevarsible
Konformationsanderung der Kapsidhille mit Verluss diiralen RNA-Genoms und konsekutiv
der Partikelinfektiositat nachgewiesen werden (132, 187).

Ausgehend von natirlich vorkommenden LRAdenen meist durch Fehlen der fur die
Verankerung in der Zellmembran notwendigen Transbhramdomane eine nach extrazellular
gerichtete Diffusion und Akkumulation erméglichtt,iswurden in zunehmendem Maf
gentechnologisch modifizierte, rekombinante odandgen exprimierte LRA-Varianten erfolgreich

entwickelt und hinsichtlich ihrer antiviralen Potegrprobt.

1.3.1 Antivirales Anwendungsspektrum

Ein protektiver Effekt durch physiologisch vorkommae oder entsprechend modifizierte LRAs
ist fur eine Vielzahl von Viren beschrieben worden.

So wurde beispielsweise eine gegen HI-Viren wirksdisliche Variante des CD4-Oberflachen-
rezeptorproteins getestet (188, 189) und das Vomkem von l0slichen CCR5-Co-
Rezeptorvarianten als Mdglichkeit fur eine natimidd1V-Immunitat diskutiert (190).

Losliche Formen des Membrane Cofactor Proteins (8MSCD46) konnten im gesteigerten
Mafl3e nach Kombination mit dem C-terminalen Antes dC4b Binding Proteins (sCD46-C4dp
unter Ausbildung einer homooktameren, spinnenartigaumstruktur Masernviran vitro und

in vivo erfolgreich neutralisieren (191, 192). So konnte tfansgen exprimierte sCD46-C4bp
nicht jedoch das monomere sCD46, exponierte Maoseswer todlichen Masernencephalitis
bewahren (192).

Auch beim Humanen Herpesvirus Typ 6 (HHV-6) konuierch Einsatz von sCD46 eine
Blockade der Virusbindung an die Zielzelloberflatim®bachtet werden (193).

Sowohl gegen Adenoviren (139) als auch zahlreicmikenvertreter dePicornaviridae (134,
182, 187, 194) sind LRAs erfolgreich erprobt wordBemnach vermochten I6sliche Varianten
des Intercellular Adhesion Molecules 1 (ICAM-1),edgegen humane Rhinoviren getestet
wurden (182), ebenso wie losliche PoliovirusrezeptdsPVR) bei Poliovirusinfektionen (187)
die Virus-Rezeptorbindung und Zielzellinfektiamvitro wirkungsvoll zu verhindern und den fir
diese Virusfamilie typischen Mechanismus der A-Ralfiormation zu induzieren. Selbiges
gelang beim Einsatz l6slicher CAR-Varianten gegeviBC(134, 136). LRAs gegen CVB
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konnten bereits mehrfach in tierexperimentellenesuchungen ihre antivirale Wirkeffektivitat
unter Beweis stellen (85, 137-139).

1.3.2 Soluble CAR (sCAR)

Wie auch bei anderen Vertretern der Immunglobulipe3familie existieren von CAR naturlich
vorkommende, durch alternatives SpleiRen entstandésliche Rezeptorvarianten, denen ein
antivirales Wirkpotential gegen CVB (135) und A®%) nachgewiesen werden konnte.

Durch gentechnologische Kopplung der LRAs mit detarminalen Fc-Teil des humanen IgG1
gelang es wiinschenswerte Proteineigenschaften mbliek auf die antivirale Wirkeffizienz
weiter zu verbessern (196). Das neuartige Fusiotspr sCAR-Fc, welches durch
Disulfidbriickenbildung zwischen den Fc-Doméanen Bomodimerisierung neigt, weist neben
gesteigerten Loslichkeitseigenschaften, einer outlerlangerten Halbwertszeiduch die
Maoglichkeit einer immunologischen Wirkkomponentd, ala Virus-Rezeptorkomplexe einer Fc-
Teil-vermittelten Phagozytose durch entsprechentevehrzellen zugefihrt werden kénnen
(197). In-vivo-Experimente bei CVB3-induzierten Myokarditiden imat¥modell zeigten dabei
eine deutliche Wirkuberlegenheit des sCAR-Fc gebeniuder Fc-gekoppelten, I6slichen
Variante des Decay-Accelerating Rezeptors (SDAF{E8Y, 138). Diese lasst sich zum einen
durch eine vergleichsweise starkere Bindungsadfinites sCAR-Fc zu CVB3 (134) und zum
anderen durch dessen exklusive Fahigkeit der Aketirduktion (136) erklaren.

Mit der transgenen Expression von sCAR-Fc uUberAglenovektor-vermitteltes, Doxycyclin-
regulierbares Genexpressionssystem (AdG12) koretiemder Vermeidung bzw. Reduktion der
kardialen Infektion, Inflammation und des virusiadirten Gewebeschadens auch erstmalig eine
Verbesserung der aus klinischer Perspektive soubediden hamodynamischen Parameter im
CVB3-Mausmodell nachgewiesen werden )(8Hierbei gelang es durch streng Doxycyclin-
abhangige sCAR-Fc-Induktion wirksame Serumlevelkotrationen zu erreichen. Wéahrend bei
praventiver Anwendung eine im Vergleich zur Korlgnippe unbeeinflusste kardiale
Pumpleistung und histopathologische Gewebedarstgliibei den CVB3-exponierten
Versuchstieren ermittelt werden konnte, vermocipim und postinfektios induzierte SCAR-Fc-
Serumlevel immer noch, wenn auch geringergradiggrapeutische Effekte zu erzielen.

Auch l6sliche Hybridfusionsproteine wurden hinsiict ihrer antiviralen Aktivitat untersucht
sowie in vitro und in vivo erfolgreich angewendet (139). Die LRA-Chiméare hCARAF-Fc
zeigte im hierfur verwendeten CVB3-Infektionsmodigh gréldten Protektiveffekt und bewirkte

nach erfolgreicher Transfektion und transgener &sgobn sogar eine im Vergleich zum
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SCAR-Fc hohere Uberlebensrate der Versuchstieree BUberlegenheit beziiglich des
antiadenoviralen Potentials von hCAR-hDAF-Fc ged@pemis CAR-Fc zeigte sich ebenfalls im
Rahmen vonn-vitro-Inhibitionsexperimenten.

Die Kombination von sCAR-Fc mit anderen anitiviralEherapieansatzen scheint ein weiteres
bisher wenig erforschtes Behandlungsspektrum zitnerd In einer persistent CVB3-infizierten
kardialen Fibroblastenzelllinie gelang es durch apg von transgener sCAR-Fc-Expression
mit SIRNAs gegen die RNA-abhéngige RNA-Polymerass @VB3 synergistische Wirkeffekte

zu erzielen (198).

1.4 CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP)

Unlangst wurde ein neues, in entscheidenden Teallem Sequenz und Struktur dem CAR
ahnelndes, losliches Protein, das CAR-Like-Solietein (CLSP), nachgewiesen und
charakterisiert (199). Das scheinbar nur in Nagetievie Mausen und Ratten, nicht aber in
Menschen oder anderen S&augetieren vorkommende @tSkie CAR Mitglied der CTX-
Unterfamilie innerhalb der Immunglobulin-SuperfamillgSF).

Initiale Infektionsexperimente mit Maus-CLSP (mCLDSkonnten die Bindungsfahigkeit zu
Adenovirusvektoren (AdV) und einen hiertiber vereliin antiadenoviralen Effekt nachweisen
(199). Weitere Untersuchungen bezuglich eines darlimausgehenden, anticoxsackieviralen
Wirkpotentials sind bisher nicht durchgefihrt wardand Gegenstand dieser Arbeit.

1.4.1 Aufbau, Vorkommen und Funktion

Aufgrund struktureller Analysen und phylogenetiscBetrachtungsaspekte ist das CLSP der
CTX-Familie zuzuordnen und damit ebenso Bestand&ilgSF (199). Des Weiteren zeigte sich
unter den angewandten Analysemethoden sein aksindprkommen innerhalb der Klasse der
Saugetiere bei der Ordnung der Nagetiere (Abb. 1.3)

Vertreter der IgSF zeichnen sich untereinandertdaens hohes MalR an Sequenzhomologie aus.
Grol3e Strukturverwandtschaft des CLSP besteht swoictit nur zum CAR, sondern auch zu
anderen Mitgliedern der CTX-Familie wie beispielssgedem CAR-Like-Membrane-Protein
(CLMP) (201), dem Brain- and Testis-specific IgStetein (BT-IgSF) (202), dem Endothelial
Cell Selective Adhesion Molecule (ESAM) (203), déanctional Adhesion Proteinen A-C
(JAM-A-C) (204) oder dem Intracellular Adhesion Molle-1 (ICAM-1) (205). Gemeinsames

Strukturmerkmal der u. a. an Zelladhasionsprozedssriligten Proteinuntergruppe ist das
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Abb. 1.3: Phylogenese des CLSP in Saugetierprach Kawabata Kt al., 2007; (199)]

(a) Phylogenetischer Stammbaum der CAR-Gruppe. Es wufgieinosduresequenzen der IgV-Doménen des CAR, Cli8P u
CLMP in unterschiedlichen Wirbeltieren [m anduse) Maus, r = (at) Ratte, h = lfjuman) Mensch, b = lovine) Rind,

¢ = (chicken) Haushuhn] miteinander verglichen und anhand aesse phylogenetischer Stammbaum konstruiert [Statihe
Verfahren: Neighbor-Joining-Methode (200), Angaler @ootstrap-Mittelwerte aus 1000 Analyse-Wiederhgkn an den
Knotenpunkten]. Wahrend scheinbar zeitlich nachredea gelagerte Duplikationsprozesse der IgV-Dontimeler Ordnung der
Nagetiere zur Ausbildung des CLSP fiihrten, fehlg auch beim Vergleich der entsprechenden CLSP-Gdfiipdeutlich wird,
bei Primaten und anderen S&ugern das CLSP-Gen. CARxsa€ldevirus- und Adenovirusrezeptor; CLSP = CAR-Like
Soluble-Protein; CLMP = CAR-Like-Membrane-Protein

Aufweisen von IgV-adhnlichen und IgC2-ahnlichen Do (166, 174, 206), welche der
N-terminalen D1- bzw. D2-Domane des CAR entspre¢h6f) (Abb. 1.4).

Das mCLSP-Gen befindet sich auf Chromosom 9 unéedorhit einer Ladnge von 1567 bp fir
ein 390 AS starkes Protein mit einem kalkulierteol®kulargewicht von 43.009 Da (199).
MCLSP besitzt im Gegensatz zu mCAR keine Transmamidomane und weist daher
Eigenschaften eines natirlich vorkommenden LRA Bafenthalt drei homologe IgV-Doméanen
(Igv1-3), welche ihrerseits mit einer direkten ABefenzidentitat von Uber 40 % jeweils
strenge Homolgie zur D1-Domane des mCAR zeigen (Abb). Eine ausgepragt hydrophobe
Proteinregion am N-Terminus legt das Vorhandensgiar Signalpeptidsequenz mit maglicher
Schnittstelle zwischen Ser-19 und Val-20 nahe (299).
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IgV(D1) 1gC2(D2) Abb. 1.4: Schematischer Vergleich der
Proteinstruktur von CAR, sCAR und CLSP

Wahrend der membranstandige Coxsackievirus-
™ ZD und Adenovirusrezeptor (CAR) eine
CAR . . Transmembrandoméane (TM) und  einen

> zytoplasmatischen Proteinanteil (ZD) aufweist,
fehlen diese bei der léslichen SpleiRvariante
IgV(D1) 1gC2(D2) SCAR und dem strukturverwandten CAR-Like-

Soluble-Protein (CLSP). CLSP besitzt hingegen
drei IgV-ahnliche Doméanen (IgV1-3), welche
signifikante Homologie zur extrazelluléaren,
SCAR N CVB- und Ad-bindenden D1-Doméane des

CAR/sCAR aufweisen. [mod. nach Kawabata K

|gV1 |gV2 |gV3 etal., 2007; (199)]

CLSP N O O Q C
40

mCAR_D1 1. [TSe soffoTvoov
mCLSP_Igvl : GP LI W ENHD Y
mCLSP_IgV2 [SeTHE KD ORISRV IR KON BEG L R/L S G P NEAMD H
mCLSP_Igv3 [ AR LS T3 - BDQMOL TGP ORIEVIVN R M
mCAR D1 N AP
mCLSP_IgVl MIRE sclgns 1iEE P
mCLSP_IgV2 WV IREe o o o /P
mCLSP_IgV3 Q S NSGEAST NIT"’ A\ F

Abb. 1.5: Sequenzhomologie der D1-Doméane des MaugtR (mMCAR) mit den IgV-Doménen (IgV1-3) des Maus-CLSP
(mCLSP) [mod. nach Kawabata k& al., 2007; (199)]

MCLSP-RNA-Nachweise in adulten, weiblichen Mausegaken eine vergleichsweise hohe
Gen-Expression in Gehirn und Ovarien. Wahrend imzHe&unge, Nieren und Uterus noch
geringe Transkriptionsraten ermittelt werden konntblieb der RNA-Nachweis in anderen
Organen ausEin ubiquitar negativer Proteinnachweis im Westlot- lasst hingegen auf ein
insgesamt eher niedriges Proteinexpressionslevddnnuntersuchten Mausen schlieRen (199).
Charakteristischerweise entstehen innerhalb deF IgGrch alternative SpleiRvorgdnge oder
posttranslationale, proteolytische Proteinmodifixaén I6sliche Rezeptorvarianten, die sich
durch das Fehlen transmembraner Proteindomanen eielisen (208). Fir den
Entstehungsmechanismus des CLSP, dessen codier®M&rAbschnitt in der Maus auf
Chromosomen 9 lokalisiert ist, wohingegen sich @&3AR-Gen auf Chromosom 16 befindet,
trifft dies jedoch nicht zu (199). Da nachweisligkine CLSP-Varianten mit zellmembran-
verankernder Domane existieren und seine physstbgi Funktion weiter ungeklart ist, liegt die
Vermutung nahe, dass es, ahnlich solubler Spla#van des CAR (135), als primér I6sliches
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Protein eventuell Teil einer naturlichen antiviralgVirtsabwehr bei Nagetieren sein kdnnte
(199).

1.4.2 CLSP im antiviralen Kontext

Aufgrund der dreifach vorhandenen IgV-Doméanen im L8E, welche signifikante
Sequenzhomolgie zur virusbindenden D1-Doméane deARn&ufweisen, wurden bereits initial
im Rahmen der Proteinerstbeschreibung Ad-Inhib#ionund -Bindungs-Experimente
durchgefuhrt (199).

Hierbei konnte die Bindungsfahigkeit des mCLSP zleAovirusvektoren (AdV) mittels ELISA
erstmals verifiziert werden. Eine resultierendebithrische Wirkung beziglich Ad-Infektionen
wurde daraufhin in Ad-permissiven, CAR-positiverduransgen mCLSP-produzierenden Zellen
nachgewiesen. Wahrend der Zelleintritt der einggsetreportergentragenden AdVs, welche
CAR als Virusbindungsrezeptor nutzten, um bis zu%Qeduziert werden konnte, war die
Zellpermissivitat fur andere, CAR-unabhéngige AdVergleichsweise unverandert. Diese
Beobachtung bekréftigte die Annahme, dass das chisli MCLSP mit dem
zelloberflachenstandigen mCAR um die Bindungsstellentsprechender adenoviraler
Fiberknopdoméanen im Sinne eines LRA konkurriert.

Bei der anschlieBenden Verwendung des ZellkultusiBedes von transgen mCLSP-
produzierenden Zellen fur Ad-Inhibitions-Experimerstellte sich ebenfalls eine Reduktion der
Zielzellinfektion da. Diese fiel allerdings mit ca0 % deutlich geringer aus. Als Ursache flr
diese Beobachtung wurde eine partielle postseksetser Bindung des mCLSP mit der
Zellmembranoberflache  postuliert, deren  Annahme cldur durchflusszytometrische
Untersuchungen bestankterden konnte. Nichtsdestotrotz vermochte auchsdparate Einsatz
von mCLSP bzw. eines neu konstruierten Fusionsipot@NusA-mCLSP) in dosisabhangigen
Experimenten, mit einer Reduktion der Virusvekténahme von ca. 10 - 30 %, nur eine
vergleichsweise abgeschwachte Wirkung zu erzielen.

Wie auch fur andere Virusarten und ihre l6slicheszéptorvarianten beschrieben (209-211)
vermag mCLSP in CAR-defizienten Zellen eine Virdisktion zu fordern. So zeigten CAR-
negative, transgen mCLSP-produzierende Zellen mfeklionsexperimenten verstarkte AdV-
Reportergenaktivitat und Ad-DNA-Level (199).

Strukturelle Ahnlichkeiten des CLSP mit der CVBbémden D1-Domé&ne des CAR sowie
Erkenntnisse aus den beschriebenen Ad-InhibitioqeeEmenten lassen auch eine

anticoxsackievirale Proteinwirkung vermuten. Analys die eine eventuelle Bindung bzw.
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Inhibierung von CV durch CLSP untersuchen, wurdemor nicht durchgefihrt und sind

Gegenstand dieser Arbeit.

1.5 Regulierbare Genexpressionssysteme

Fur eine effiziente und moglichst sichere Anwendwgemntherapeutischer Verfahren spielen
regulierbare Genexpressionssysteme eine wichtige.R®ie Expressionsregulation des
Transgens ermdglicht es das Transgenprodukt inleerbanes therapeutischen Bereiches
auszusteuern und somit einerseits ausreichend ptdmenakologische Wirkspiegel zu erzielen,
jedoch andererseits toxischen Substanzeinflissen beentuell auftretenden unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen und Komplikationen entgegerken zu konnen. Wichtige Eigenschaften
eines extern regulierbaren Expressionssystems sgtikn einer niedrigen Basalaktivitat, eine
effiziente Induzierbarkeit des Transgens und egithahe Induktor-abhéngige Systemregulation
(212, 213). Dartber hinaus sollte eine mdglichsbemsvirkungsarme Einbringung in den
Tragerorganismus realisierbar sein. Hierbei stellem virale Vektoren ein wirksames Mittel dar
Fremd-DNA effizient und unter Bericksichtigung géwspezifischer Aspekte einzuschleusen
(214, 215). Die den In-vivo-Anwendungen vorgelagerten Zellkulturexperimentet mi
entsprechenden  Plasmidkonstrukten sind Voraussgtzuiir eine  weiterfihrende,

zeitaufwandigere Integration des jeweiligen Geneggionssystems in einen Virusvektor und
liefern bereits grundlegende Erkenntnisse Uber degulatorischen Eigenschaften des

verwendeten Transgens bzw. seines exprimierendeeIgy.

1.5.1 Tet-On-System

Das Tetrazyklin-regulierbare Genexpressionssystdmt-$ystem), welches sich vom Tet-
Resistenzoperon dés coli ableitet, basiert auf der reversiblen Tet-abh&giBegulierbarkeit
eines transkriptionalen Transaktivatorproteins (tT{®16). Im Tet-On-System, in dem die
Transgenaktivierung durch Zugabe des Tet-Derivatxybyclin (Dox) erfolgt, kommt eine
modifizierte  Transaktivatorvariante zum  Einsatz. sDa reverse  Tet-abhéngige
Transaktivatorprotein (rtTA) besteht als chimarestéin aus der C-terminalen Domane des
VP16-Proteins des Herpes-Simplex-Virus und der enigin Variante des DNA-bindenden tet-
Repressors (tetR) (217). Letztere Teilkomponentelddi in Anwesenheit von Dox an eine
spezifische Regulatorregion der DNA (Tresponsives Promotorelement = TRE), bestehend aus

einer sich siebenfach wiederholenden tet-Operadgu&nz (tetO7ypstream eines minimalen
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CMV-Promotors (CMVin), wodurch die Transkriptionsaktivierung des Zielgdorciert wird.

In erneuter Abwesenheit des Induktors Dox kommt =\s$ einer Loslosung des
Transaktivatorkomplexes mit konsekutiver DrosseldagZielgenexpression.

Eine weitere Verbesserung bezliglich der Regulikditades Tet-On-Systems gelang durch die
Kombination des tetR mit der KRAB (Kruppassociated-Box)-Repressionsdomane des
humanen Kid-Proteins (218). Das entstandene Kdkisties Dox-abhangigen transkriptionalen
Silencers (tTS) bindet in Abwesenheit von Dox ae Riegulatorregion tetO7 und reprimiert
somit zusatzlich die Promotoren des Zielgens (2189gitere Optimierungen der Induktor-
Sensitivitat und Basalaktivitat des Systems fuhrtemch Verwendung modifizierter rtTA-
Mutanten (u. a. tTA2M2) (220, 221) und abgewandelter TREs (222, 228iner strengeren

Regulierbarkeit der Zielgenexpression.

1.5.2 pAdG12-Expressionssystem

Das in dieser Arbeit verwendete pAdGl2-Plasmidesgomnssystem enthalt zwei in einem
adenoviralen Shuttleplasmid befindliche Expresdiassetten (Abb. 1.5). Die erste Kassette
kodiert fir die kontinuierliche Expression des Dabhangigen Transaktivators rtTAZ2 und
die zweite Kassette fur die regulierbare Expressies Zielgens durch einen Dox-abhéngigen
TREtightl-Promoter, einem minimalen CMV-Promotert nopstream befindlicher tetO7-
Regulatorregion. Die beiden Kassetten wurden irengohiedlicher Orientierung zueinander in
den Vektor kloniert, um eine mdgliche Beeinflussudgs TREtight-Promotors durch andere
Promotorregionen, wie dem CMV-Promotor der rtTA22 Expressionskassette, zu minimieren.
Uber dieses System konnten wiinschenswerte Eigdiecheie eine hohe Dox-Sensitivitat bei
kaum zu detektierender Background-Aktivitdt sowimee gute zeitliche und quantitative
Induktor-abhangige Regulation erreicht werden (2233s pAdG12-Plasmidvektorkonstrukt
konnte bereits erfolgreich in adenovirale Vektoeemgebracht und gentherapeutisch im CVB3-

Myokarditismausmodell angewendet werden (85).
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Dox-reguliearen Plasmidexpressionssystems pAdG12

(a) In Abwesenheit des Induktors Doxycyclin (Dox) blaitas kontinuierlich exprimierte, Dox-abhangigerigaktivatorprotein
rtTA2%-M2 inaktiv. (b) In Anwesenheit von Dox bindet dieses am rt+AR2 und fuhrt Gber eine Konformationsénderung des
Transaktivators zur spezifischen Kontaktaufnahmedei Regulatorregion (tetO7) des TREtightl-Promotors konsekutiv
zur Expression des Zielgens.

1.6 Zielstellung der Arbeit

Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR)diert in seiner membranstandigen Form
als wichtiger, primarer Virusbindungs- bzw. Intdisiarungsfaktor fir zahlreiche
humanpathogene Adenoviren bzw. Gruppe-B-Coxsaagkiev{(162, 163). Er kann in seiner
|6slichen, solublen Variante (sCAR) durch sterischimhibierung der viralen
Rezeptorbindungsstellen und zusatzlich im Falle@@xsackieviren durch A-Partikelformation
die Infektiositat der Viruspartikel herabsetzen bpanzlich ausschalten (135, 136, 195). Eine
weitere Verbesserung seiner antiviralen WirksamKeinnte durch Kopplung mit der
Fc-Doméane des humanen IgGl (sCAR-Fc) erreicht werdeslche zu einer Steigerung der
Loslichkeitseigenschaften und Verlangerung der Wattszeit des Fusionsproteins fuhrte (196).
Ein in entscheidenden Teilen der Sequenz und Siradm sCAR &hnelndes, l6sliches Protein,
das CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP), wurde unlangsideckt und charakterisiert (199). Dem

scheinbar nur in Mausen und Ratten vorkommenden PClk®nnte bereits in ersten
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Experimenten die Bindungsfahigkeit zu Adenovirerd wine daraus resultierende antivirale
Wirksamkeit nachgewiesen werden (199).

Ziel dieser Arbeit war es ein neues Fusionsprot@as, Fc-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-
Protein (CLSP-Fc) zu konstruieren und in einen [@yxlin-regulierbaren Plasmidvektor zu
klonieren. DarUber hinaus sollte das antiviraleeRtial des CLSP-Fc erstmalig im Hinblick auf
CVB-Infektionen, aber auch im Bezug auf Adenovinsktionen Gberprift und vergleichende
Daten mit dem bereits etablierten antiviral-wirkeansCAR-Fc erhoben werden. Hierzu sollten
beide rekombinanten Proteine im gleichen Expressigsiem eingesetzt und dessen Induktor-
abhangige Regulierbarkeit sowie das transgene iReaf@essionsprofil posttransfektionell
vergleichend untersucht werden. Mit den fusionspnbialtigen Zellkulturiberstanden galt es
in vitro CVB- und Ad-Inhibitions-Experimente durchzufuhreMit den Ergebnissen dieser
experimentellen Arbeit sollte abschlieBend die Erdgpantwortet werden kdnnen, ob das
neuartige Fusionsprotein CLSP-Fc das Potential tdtesals antivirale Therapieoption
Verwendung zu finden und sich somit weitere Untelnsingen mit dem Ziel einer funktionellen

Erprobungen im Tiermodell anschliel3en sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz Hersteller/Vertrieb

Agar NOBIE DIFCO Laboratories, Lawrence/US
Agarose Biozym, Oldendorf/D
Ampicillin Sigma-Aldrich, Minchen/D
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Minchen/D
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Minchen/D
Calciumchlorid (CaG) Sigma-Aldrich, Minchen/D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Minchen/D
Dithiothreitol (DTT) Promega, Mannheim/D
Doxycyclinehyclat Sigma-Aldrich, Minchen/D
Eagle-Pulver Invitrogen, Karlsruhe/D
Ethanol absolut [96 % (w/V)] J.T. Baker, PhilipspS

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6- Roth, Kaulgre/D
phenylphenanthridinumbromid)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Miven/D
Express Hyb - Hybridisierungslésung Clontech, MaimView/US
Fetales Kélberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin/D
Formaldehyd [37 % (w/Vv)] Sigma-Aldrich, Minchen/D
Formamid Fluka, Buchs/CH

FUDR Sigma-Aldrich, Mianchen/D
Gentamycin Biochrom AG, Berlin/D
Glucose Fluka, Buchs/CH

Glycerol [60 % (v/Vv)]; Glycerin [60% (v/v)] Fluk&uchs/CH; Roth, Karlsruhe/D
HEPES Sigma-Aldrich, Minchen/D
Isopropanol [99,8 % (v/V)] Roth, Karlsruhe/D
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt/D
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy) Sigma-Aldrich, Minchen/D
Kanamycin Merck, Darmstadt/D
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LB-top Agar

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgG)

Methanol

Milchpulver

Mineralol

MOPS (6-Morpholinpropansulfonséure)
Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaPOy)
Natriumhydrogencarbonate (NaHgO
Natriumcitrat

Natriumhydroxid (NaOH)

Neutralrot

Nystatin

PBS Dulbecco’s (1x) w/o Ca & Mg
Penicillin

Phenol

Phenolrot

Ponceau S Solution
Protease-Inhibitor

Salzséaure (HCI)

Schwefelsaure (}3$0y)

SDS

Sephadex G-50

Streptomycinsulfat

Trizma®-HCI

Trypanblau

Trypsin

Triton X 100

TRIzol® Reagent

Tween 20

Wasser RNase frei (DEPC behandelt)

Sigma-Aldrich, Minchen/D
Bio-Rad, Hercules/US
Sigma-Aldrich, Minchen/D
J.T. Baker, Philipsburg/US
Fluka, Buchs/CH
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Fluka, Bucli/C
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Fluka, Buchs/CH
Merck, Darmstadt/D
Invitrogen, Karlsruhe/D
PAA, Pasching/A
Biochrom AG, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Miinchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Biochrom AG, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Gibco, Karlsruhe/D
Biochrom AG, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Invitrogen, Karlsruhe/D
Promega, Mannheim/D
USB CopoaraGteveland/US
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2.1.2 Losungen und Puffer

Allgemeine L6sungen und Puffer

2 X HBS: 280 mM NacCl, 50 mM HEPES, 150 mMN&Q,, pH 7.05
10 x TE-Puffer: 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.@utoklaviert)

Losungen und Puffer fir die Gelelektrophorese

50 x TAE: 2 M Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 50 mM EDTA, pB.O
DNA-Loading-Buffer (Peqglab Biotechnologie GmbH, &rben/D)

Losungen und Puffer fir den Northern Blot

10 x MOPS Puffer: 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDRAD mM MOPS, pH 7.0

10 x RNA-Ladepuffer: 72Qul Formamid, 80ul gesattigte Bromphenolblau-Losung, 180
37%-ige (w/v) Formaldehyd-Lésung, 16010 x MOPS-Puffer, 1.5l
Ethidiumbromid ad 1.5 ml A. bidest.

20 x SSC: 3 M NacCl, 0.3 M Natriumcitrat, pH-Wert 7.
Waschldsung I: 0.1 x SSC, 0.1 % (v/v) SDS
Waschlosung II: 2 X SSC, 0.05 % (v/iv) SDS

Losungen und Puffer fir den Western Blot

1x TBS: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 2 mM Cag£l2 mM MgCh, 150 mM NacCl,
pH 8.0

1 x TBST: 1 x TBS + 0.005% Tween 20, pH 8.0

4 x Ladepuffer: NuPage TM LDS Sample Puffer (Inmgfen, Karlsruhe/D) + DTT 1:5

Laufpuffer: 20 x NuPAGE Running Buffer (Invitrogekarlsruhe/D)

Transferpuffer: 50 ml NuPAGE Transfer Buffer (ltmagen, Karlsruhe/D), 200 mi
Methanol ad 1 | A. dest.

Stripping-Puffer: 15 g Glycine, 100 ml 10 % SOSmMI Tween 20 ad 1 | A. dest., pH
3.2

2.1.3 Enzyme

Bezeichnung Hersteller/Vertrieb

Alkaline Phosphatase (CIP) Roche, Mannheim/D

Pfu-Polymerase Applied Biosystem, Carlsbad/US

Restriktionsenzyme New England Biolab, Frankfurt/
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T4-DNA-Ligase New England Biolab, Frankfurt M./D
T4-DNA-Polymerase New England Biolab, Frankfur{M.
Tag-Polymerase Applied Biosystem, Carlsbad /US
Trypsin Biochrom AG, Berlin/D

Alle Enzyme wurden mit den mitgelieferten Pufferntsprechend den Herstellerangaben

eingesetzt und gelagert.

2.1.4 Antikorper

primare Antikorper Hersteller/Vertrieb

Goat anti-Human IgG Bethyl Laboratories Inc., Myprhery/US
Mouse anti-hCAR (RmCB) Upstate, Lake Placid/US

sekundare Antikorper Hersteller/Vertrieb

Goat anti-Human IgG-HRP Bethyl Laboratories Ihdgntgomery/US
Goat anti-Human 1gG-HRP Amersham Biosciences deaseay/US
Swine anti-Rabbit IgG-HRP DAKO, Hamburg/D

2.1.5 Molekulargewichtsstandards

DNA-Groé3enstandards Hersteller/Vertrieb

1 kb-DNA-Leiter Peglab Biotechnologie GmbH, ErlengD
DNA-Leiter Mix Peglab Biotechnologie GmbH, Ertgan/D
peq Gold o’range Peglab Biotechnologie GmbH, EytamiD
Protein-Grol3enstandard Hersteller/Vertrieb

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard InvitrogensKdre/D

2.1.6 Plasmide

Bezeichnung Selektionsmarker Herkunft/Bezugsquelle
pCLSP KanR Gene Art, Regensburg/D
PCRTOPO-sCAR-Fc AmpR + KanR AG Fechner, Berlin/D
pAdG12-sCAR-Fc AmpR AG Fechner, Berlin/D
PAdG12-sCAR-Fgunk AmpR AG Fechner, Berlin/D
pEGFP-C1 KanR AG Fechner, Berlin/D
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pCRTOPO-CLSP-Fc

pAdG12-CLSP-Fc

AmpR + KanR
AmpR

Siehe auch Plasmidkarten im Anhang.

2.1.7 Primer

Bezeichnung
CLSP-Fc 1
CLSP-Fc 2
CLSP-Fc 3
CLSP-Fc 4
CLSP-Fc 5
CLSP-Fc 6
CLSP-Fc 7
CLSP-Fc 8
CLSP-1262as
SV40polyAas
rtTA2-M2-BamHIas
BA2307as

Sequenz in 5°-3"-Richtung
gtg acg gag atc gaa gga g
atg tgc gtc ttc tcg gag a
ctc ttg gtg tcc aca tgt

tct ggg act cca gtt caa g

aat ggt cac acc gca cag agt

cag ata atg gtg agg tct cg
cat ata aat gta agt agt cg

tgg tac act agt agg aca t

ggc cgc gee cac cac tgt cag ctg

gtt tca ggt tca ggg gga ggt

AG Fechner, Berlin/D
AG Fechner, Berlin/D

Beschreibung

Sequenzienm@NSP-Fc
SequenzierongGLSP-Fc
SequenzierumyGoSP-Fc
Sequenzieran@LSP-Fc
SequengieamCLSP-Fc
Sequenzierom@ LSP-Fc
Sequenzieam@LSP-Fc
Sequenzierom@LSP-Fc

HergjeCLSP-Sonde f. NB

Herstellbogsonde f. NB

ctc gga tcc acc atg tca gag cigapg Herstellung M2-Sonde f. NB
Héusigp-Aktin-Sonde f. NB

ctc ctt aat gtc acg cag ga

Alle Primer wurden von der Firma Oligoservice (B®D) oder Metabion (Berlin/D)

synthetisiert und in sterilem Aqua dest. gelostri(gentration 10GM).

2.1.8 Bakterienstamme und -medien

E. coli Top 10 (Invitrogen, Mannheim/D):

F {laclg Tn10 (TetR)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) F8@IAM15 lacX74 recAl deoR

araD139 (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAp@

E. coli XL-10 Gold (Stratagene, Heidelberg/D):

TetRA(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl 36A

relAl lac Hte [F" proAB laclgZM15 Tn10 (TetR) Amy CmR]

28



Material und Methoden

Bakterienmedien Hersteller/Vertrieb

LB-Medium Invitrogen, Mannheim/D

LB-Agar Invitrogen, Mannheim/D

LB-Medium: Hefeextrakt (5 g/l), Trypton (10 g/NaCl (10 g/l);

LB-Agar: LB-Medium + Agar (15 g/l); pH: 7.00 (awdaviert 20 min bei 121 °C)
Selektionsmedien: + 1Q@/ml Ampicillin, + 50pg/ml Kanamycin

2.1.9 Zelllinien und -medien

Bezeichnung Beschreibung Kultivierungsmedium
HEK 293T humane embryonale Nierenzellen DMEM @GiBRL/US)*
HelLa humane zervikale Adenokarzinomzellen = DMEMEsi BRL/US)*

Transfektionsmedium: Opti-MEM® |- serumfreies Mewh (Invitrogen, Karlsruhe/D)

Trypsin/EDTA-Lsg.: Trypsin 0.25 % (w/v), EDTA 0% (w/v) (Invitrogen, Karlsruhe/D)

Eagle-Overlay: 9.61 g Eagle-Pulver, 0.5 ml NystaRenicillin 1 Mio IE, Streptomycin
759 U/mg, 1.7 g NaHC£ad 750 ml HO

*DMEM: mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycsupplementiert

2.1.10 Viren und virale Vektoren

AdVCMV-Luc (AG Fechner, Berlin/D)
Coxsackievirus B3 (CVB3) (Prof. Zeichhardt, Berli/

2.1.11 Kits — Kommerzielle Testsysteme

Bezeichnung Hersteller/Vertrieb

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit  AppliBiosystems, Carlsbad/US
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents  Almans, Piscataway/US

EndoFree®@Ilasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden/D

Human IgG ELISA Bethyl Lab Inc., Montgomery/US
Calcium-Phosphat Transfektion-Kit Stratagene, dliadJS

Luciferase Detection Kit Roche, Mannheim/D

Plasmid Minipraparation Kit Peglab BiotechnoloGmbH, Erlangen/D
QIAEX®II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden/D

Zero Blunt® TOPO Kit Invitrogen, Mannheim/D
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2.1.12 Sonstige Materialien

Bezeichnung

[32P]dCTP

Gene Construction Kit (Version 3.0)
GraphPad Prism 5 (Version 5.00.288)
Hybond™ N Nylonmembran
Hybridisierungsrohre

HyperfiimTM ECL

Kodak Biomax MS Film
Lipofectamiri™ 2000

Luciferin

dNTPs

NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris Gel
Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips

Hersteller /Vertrieb

Amersham, Minchen/D
Textco BioSaite, West Lebanon/US
GraphPad aoftwic., La Jolla/US
Amersham, Buckinghamshire/GB
Biometra GmbH, Géttingen/D
Amersham, Piscataway/US
Integra Biosciences, Fernv2ald
Invitrogen, Karlsruhe/D
Promega, Mannheim/D
Rapidozym, Berlin/D
Invitrogen, Katihe/D
Sarstedt AG & Co, Numbrecht/D

Pipettenspitzen fur Accu-jet®pro - BD Falcon™ Bidsciences, Franklin Lakes/US

PVDF Membran

Reaktionsgefal’ 0.5-2.0 ml Safe Lock
Reaktionsgefall PCR
Whatman-Papier

Zellkulturflaschen - BD Falcon™

Zellkulturplatten - BD Falcon™

Zentrifugenréhrchen 15/50 ml - BD Falcon™

2.1.13 Gerate

Geratebezeichnung

ABI Prism 310 Genetic Analyzer + Software

Accu-jet® pro

Agarosegel-Kammer Hoefer® HE 33
Anthos reader 2001

Axiovert 25 CFL Mikroskop
Brutschrank Modell 5420

Centrifuge 5415 D, 5415 R, 5810 R

Bio-Rad, Hercules/US
Eppendorf, blangyD
Eppendorf, Hamburg/D
Whatman International Ltd., Maidst&B
BD Biosciencesaifklin Lakes/US
BD Biosciences, Hchn Lakes/US
BD Bi@swes, Franklin Lakes/US

Hersteller/Vertrieb
Perkimgr, Wellesley/US
Brand, Wertheim/D
Pharmacia Biotelgpsala/S
Anthos Labtec Instruments, BoBtS
Zeiss, Jena/D
Labotect Labortechnik, tagen/D
Eppendorf, Hamgtiur
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DNA Thermal Cycler

Eismaschine

Elektrophoreseeinheit PP3000
Elektrophoreseeinheit XCell SureLock™
Feinwaage BL 310

Gene Amp® PCR System 9700
Heizplatte + Magnetrihrer IKAMAG® RH
Hybridisierungsofen Compact Line OV 4
Immunfluoreszenzmikroskop Olympus IX 50
Inkubator Modell C200

Kamera Coolpix 990

Lumat LB 9501

Mikrowelle

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
Olympus BX60 Microscope

pH-Meter HI 8314 membrane pHmeter
Pipetten (verschiedene Modelle)
Sterilwerkbank

Strahlendetektor Bioscan QC 2000
Thermomixer 5436 compact/comfort
Transferpett® 12

Transilluminator BioDoc Analyze
TRIO-Thermoblock

UV Stratalinker®1800
UV-/Weil3licht-LeuchttisciNU-72
Vacusafe comfort

Vortex-Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge Avanti™J-25

Zentrifuge Varifuge RF

Perkin Elmer Cetus, Wellesle$/U

Ziegrsnkaschinen GmbH, Isernhagen/D
Biometra GmbH, GgativiD
Invitrog&aylsruhe/D

Sartorius, Gottingen/D
Applied Biosystems,df@sity/US

Janke IKA-Lattechnik, Staufen/D
Biometra Ginisottingen/D
Olympusnitarg/D

Labotect Labortechnik, Gajen/D

Nikon, Tokyo/Jap

Berthold GmbH, Bad Wildbad/D
Bosch, Miinchen/D

Peglab Biateldgie GmbH, Erlangen/D
Olympus, Hamburg/D

HANNA Instrunsgim/oonsocket/US

Eppendorf, Hamidurg/

The Baker Company, Sanford/US

Bioscan, WasbimgiS
Eppendorf, Hamkrg

Brand, Wertheim/D

Biometra GmbH, Gigen/D

Biometra GmbH, Géttingen/D

Stratagene, La Jolla/US

Konrad Benda, Wiesloch/D

INTEGRA Biosciences GmbH, GielRen/D

Scientific Industries, Bohemia/US

Memmert GmbH, Schwabach/D
Beckman Coulter, Fullertds/

Heraeus Sepatech, Osterode/D
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2.2  Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung vonE. coli Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 37 °C im Inkulmasschittler

(225 rpm) als Ubernachtkultur (18 - 24 h). Zur Heltang der Selektionsmedien wurden die
bendtigten Antibiotika dem Medium in der gewlnsah@®nzentration (s. 2.1.8) zugegeben. Fur
die Selektion und kurzfristige Lagerung wurden LBahplatten mit entsprechenden

Antibiotikazusatzen verwendet.

2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetentE. coli-Bakterien wurden nach der Calciumchloridmethodegéstellt
(225). Die tiefgefrorenek. coli-Bakterien wurden aus dem -80 °C Tiefkihlschrartk@mmen,
mit Hilfe einer Impfose auf einer Agarplatte ausgelen und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.
5 ml LB-Medium wurden dann mit einer Einzelkolomiegeimpft und lber eine weitere Nacht
bei 37 °C im Brutschrank geschuttelt. Am folgendey wurden 50 ml LB-Medium in einem
Erlenmeyerkolben mit 50Ql dieser Vorkultur inokuliert und bei 37 °C bis zuBeginn der
logarithmischen Wachstumsphase @Pvon 0.5) schittelnd vermehrt. Die Bakterienkultur
wurde anschliel3end in ein 50 ml-Zentrifugen-Réhnchberfuhrt, fir 10 min auf Eis inkubiert,
bei 4°C zentrifugiert (4000 rpm, 5 min) und dasl@a&let in 10 ml kalter, 50 mM Ca&Losung
resuspendiert. Nach erneuter Inkubation fir 15 @i Eis wurden die Zellen bei 4 °C
zentrifugiert (5000 rpm, 5 min) und das Pellet imPkalter 50 mM CaGtLOosung resuspendiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fir 2 h auf Eis gitsund mit 20%iger Glycerin-Lésung
versetzt. Die nun kompetenten Zellen wurden bishzer Verwendung in vorgekihlte 1,5 ml-

Roéhrchen zu je 50l aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zur Transformation von chemisch kompetenten Ba&tewurde ein 5Ql Zell-Aliquot E. coli

Top 10 oderE. coli XL-Gold auf Eis aufgetaut, anschlielend mit @bdes DNA-haltigen
Ligationsansatzes vorsichtig vermischt und fir 2@.b30 min auf Eis inkubierDanach wurde
der Ansatz fur 30 s einem Hitzeschock bei 42 °CAfasserbad ausgesetzt und im Anschluss fur
eine weitere Minute auf Eis inkubiert. Hiernach deidie Zellsuspension in 290 (E. coli Top

10) bzw. 900Qul (E. coli XL-10 Gold) vorgewarmten LB-Medium aufgenommen diad30-60
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min bei 37 °C (225 rpm) vorinkubiert. Die Zellsusg®n wurde nun auf Agar-Platten mit
gewunschtem Selektionsmedium ausplattiert und8&24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.4 Konservierung von Bakterienstammen

Fur die Langzeitlagerung wurden BakterienzellenForm von Glycerinkulturen angelegt.
Hierfur wurden 80Qul einer E. coli-Ubernachtkultur mit 20@ Glycerin (60 % (v/v)) versetzt

und in einem Kryordéhrchen bei -80 °C gelagert.

2.3 DNA-Arbeitstechniken

2.3.1 DNA-Isolation aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA zur Transfektion anjotischer Zellen fur Analysezwecke
oder Klonierungen wurde mittels kommerzieller Kisrchgefuhrt und geschah entsprechend

des Bedarfs im kleineren Mal3stab (Minipraparatmagr groRerem Mal3stab (Maxipraparation).

Minipraparation:

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA im kleingta3stab wurden 5 ml des gewiinschten
LB-Selektionsmediums in einem 15 ml-Réhrchen vaeliet und anschlieRend mit einer
entsprechendefE. coli-Bakterienkolonie beimpft. Aus 1,5 ml der Ubernaciiihr (37 °C,
225 rpm) wurde am nachsten Tag mit Hilfe des Pldgavinipraparations-Kits (Peqglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen/D) nach den Angabes dHerstellers die Plasmid-DNA

gewonnen.

Maxipraparation:

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in gro3eren Mengearagen 250 ml des gewlinschten LB-
Selektionsmediums in einem Erlenmeyerkolben voitetreund anschlieBend mit einer
entsprechendeR. coli-Bakterienkolonie inokuliert. Aus der Ubernachtkul{@7 °C, 225 rpm)
wurde am nachsten Tag mit Hilfe des QIAEX®II Geltiaction Kit (Qiagen, Hilden/D) nach
den Angaben des Herstellers die Plasmid-DNA gewonfér die Isolierung von hochreiner
DNA, wie sie beispielsweise fur die Transfektiomnveukaryotischen Zellen verwendet wird,
wurde das EndoFreeRlasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden/D) getreu dem Helier-Protokoll
eingesetzt.

Die DNA-Konzentration und Qualitdt wurde abschlieéesowohl photometrisch (s. 2.4.1) als
auch gelelektrophoretisch (s. 2.4.2) bestimmt wegebenenfalls die Proben mit sterilem A. dest.

auf die gewiinschte Konzentration verdinnt.
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2.3.2 DNA-Auftrennung in der Agarose-Gelelektrophorese

In einer Gelmatrix wandern die negativ geladenenkl®nsduren nach Anlegen einer
Spannungsquelle ihrer GroRe entsprechend auf doeldau. Nach diesem Prinzip erfolgt im
elektrischen Feld die Auftrennung der durch ReBtiisverdau (s. 2.3.4) oder PCR (s. 2.5)
entstandenen DNA-Fragmente in Abh&ngigkeit inragRrentlange.

Fur die Auftrennung der DNA wurden 1%-ige (w/v) Agsegele hergestellt. Als Langenmarker
kamen je nach GroRRe der zu trennenden DNA verseheedNA-Leiter zum Einsatz (1 kb-
DNA-Leiter: Fragmente > 1000 bpNA-Leiter Mix: Fragmente < 500 bp, peq Gold o'gan
Fragmente < 100 bp).

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die entsedé Menge an Agarose in 1 x TAE-Puffer
gelést und in der Mikrowelle fir einige Minuten geh Nach dem Kochen liel3 man das
Gemisch auf ca. 55 °C abkihlen und gab dann einiglinbromid-Losung (Endkonzentration
ca. 0,005 % (v/v)) hinzu. AnschlieBend wurde dashnflissige Gel in eine Gelkammer
gegossen und ein Kamm zur Formung der Auftragséeseingesetzt. Nach dem Aushérten des
Gels wurde der Kamm entnommen und die Kammer aoitig mit 1 x TAE-Puffer gefullt, so
dass das Gel vollstéandig mit Puffer bedeckt wae DNA-Proben wurden mit DNA-Loading-
Puffer im Verhaltnis 5:1 vermischt und in die Tasctaufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei
140 V/200 mA uber 30 bis 90 min. Anschliel3end wudds Bandenmuster der aufgetrennten
DNA-Fragmente durch Anregung des interkalierendkrorészenzfarbstoffes Ethidiumbromid
mittels eines UV-Transilluminators visualisiert uatfotographiert. Anhand des mitgefiihrten
Langenmarkers war eine GréfRen- und Mengenabsclgitden einzelnen DNA-Fragmente

maglich.

2.3.3 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Die Reinigung von DNA-Fragmenten aus der Gelmattix weiteren Verwendung im Rahmen
von Ligationsansatzen erfolgte mit dem QIAEX®II &adtraction Kit (Qiagen, Hilden/D).

Dazu wurden die gewinschten DNA-Fragmente nach Algtrennung in der Agarose-
Gelelektrophorese (s. 2.3.2) und Dokumentation Blasdenmusters mittels eines scharfen,
sauberen Skalpells ausgeschnitten und entsprectiendHerstellerangaben aufgereinigt. Im
Anschluss wurde die Extraktions-Ausbeute photorsetrquantifiziert (s. 2.4.1).
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2.3.4 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il wurden sowelmgesetzt um Plasmide anhand
spezifischer Restriktionsmuster im so genannterstyiedau“ zu identifizieren, als auch zur
Herstellung definierter DNA-Fragmente fur Kloniegsansatze.

Typ Il-Restriktionsendonukleasen erkennen spemhfismeist palindromische Tetra- bis
Oktanukleotidsequenzen und hydrolysieren die dgb@eigige DNA innerhalb dieser
Erkennungssequenzen. Dabei entstehen entwedee dldtlunt-ends”) oder 5°- bzw. 3'-
Uberhangende Enden (,sticky-ends®). Ihre Aktivitdtd in Units (U) angegeben, wobei 1 Unit
der Menge eines Restriktionsenzyms entspricht, heelunter Standardbedingungen ein
Mikromol (umol) Substrat pro Minute umsetzt.

Die Restriktionen wurden fur alle Experimente ndehn Angaben des Herstellers (New England
Biolab, Frankfurt M./D) in den jeweils mitgeliefert Puffersystemen durchgefuhrt. GemaR den
Herstellerangaben wurde je 1 U RestriktionsenzyonugrDNA eingesetzt. In Abh&ngigkeit der
zu schneidenden DNA-Menge wurden Restriktionsaesaitat unterschiedlichem Volumen
angesetzt (2@l-Ansatz: 0,5-1ug DNA, 100ul-Ansatz: 2-10ug DNA). Die Restriktionsansatze
wurden zwischen 1 und 24 h bei empfohlener Tempeiakubiert und anschlieend in der

Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.3.2) analysiert.

2.3.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation (s. 2.3.6) ist die Rezirkularisieg des linearisierten Vektors mit seinen
kompatiblen Enden gegenuber der Integration desrthideginstigt. Um dies zu vermeiden
wurden die endstandigen 5 -Phosphatgruppen diesBiA-Restriktionsprodukte durch
Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP = lgadstinal Alkaline Phosphatase) entfernt.
Hierzu wurden in einem ersten Schritt die Reswikdendonukleasen aus den
Restriktionsansatzen bei ihrer jeweiligen Denatungstemperatur fir 20 min hitzeinaktiviert.
Nach der Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden imhsi@n Schritt 0,1 U CIP jeg DNA
hinzugegeben und der Ansatz fir 1 h bei 37 °C irtibAnschlieRend wurde die enzymatische
Reaktion durch Zugabe von EDTA und 20-minutigem itZzeém bei 75 °C gestoppt. Zur
Entfernung der alkalischen Phosphatase wurde dashodphorylierte Vektorprodukt
gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agardseggahiert (s. 2.3.3) und quantifiziert
(s. 2.4).
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2.3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekile lassen sich durch diesBAidung von Phosphodiesterbindungen
zwischen benachbarten 3'-Hydroxyl- und 5°-Phospitke miteinander verbinden. Die T4-
DNA-Ligase katalysiert die Verknupfung unter Hydrs¢ von ATP.

Die Ligationsreaktionen wurden mit dem zur T4-DNAyase mitgelieferten Puffersystem nach
Angaben des Herstellers (New England Biolab, FramkfM./D) durchgefihrt. Fur
Klonierungszwecke wurden 50 bis 70 ng des lineartisn Vektorplasmids mit 100 bis 200 ng
des zu ligierenden DNA-Fragments (Insert) zusamnpetjert (Vektorplasmid-Insert-
Verhéltniss von 1:2 bis 1:3). Der Ligationsansatzrde fir mindestens 4 h bei RT oder Uber
Nacht bei 16 °C inkubiert und entweder sofort ztankformation chemisch kompetenter Zellen

(s. 2.2.3) eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

2.4  Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration

2.4.1 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimuomng

Nukleinsduren zeigen aufgrund der Purin- und Pylinliasen in ihren Sequenzen ein
Absorptionsmaximum von Strahlung im ultraviolettBareich bei einer Wellenlange von 260
nm. Die Messung der Extinktion (OD) wassriger DNo&ler RNA-LGsungen bei 260 nm gegen
Wasser als Referenz lasst ndherungsweise folgeadietizing zur Nukleinsdure-Konzentration
zu: Nukleinsdure-Konzentration (ug/ml) = Faktor x OD5go

Dabei betragt der Faktor bei Doppelstrang-DNA 5, Binzelstrang-DNA 40 und bei RNA 33.
Diese Angaben beziehen sich auf RNA-freie DNA bzauf DNA-freie RNA. Als
Verunreinigungen treten haufig auch Phenolrester ¢tteteine auf, die stark bei 280 nm
absorbieren. Die Reinheit der Praparation lasst sigs dem Quotienten von @gOD,gy
abschatzen. Fur eine hinreichende Reinheit dererseh Nukleinsduren gilt dabei folgender
Richtwert: ODgy/OD,gp> 1,8. Die DNA- und RNA-Konzentrationen der Probenwe deren
Reinheitsgrad wurden am NanoDrop® ND-1000 Specttiheter (Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen/D) gegen RNA-freies Wasser als Retergetreu der Herstellerangaben

gemessen und Uber die gerateeigene Computersofinvwsgewertet.

2.4.2 Elektrophoretische Konzentrationsbestimmung

Zur semiquantitativen Bestimmung kleinerer DNA-Kentrationen wurde ein Aliquot der zu

untersuchenden Probe in der Agarose-Gelelektrophofe 2.3.2) analysiert. Zum Vergleich
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wurde eine DNA-Referenz-Probe mit bekannter Konatioh aufgetragen und die
Nukleinsdure-Konzentration anhand der Referenzd’adilgeschatzt. Eine weitere Orientierung
bezuglich der in der Probe enthaltenen DNA-Mengenk® durch die Inrelationsetzung zum

mitgefuhrten Langenmarker gewonnen werden.

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein meHhiggkes Verfahren, durch das definierte
Nukleotidsequenzen (Templatesh vitro mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase
exponentiell vermehrt werden kénnen. Der zu angiifende Bereich wird dabei von zwei dem
Template komplementaren Oligonukleotiden (Primeeterminiert (226).

Die PCR-Technologie wurde zur Amplifizierung undnzuNachweis spezifischer DNA-
Abschnitte, aber auch zur Herstellung radioaktivkigater DNA-Sonden (s. 2.9.1.4) eingesetzt.
Die Auswahl der geeigneten DNA-Polymerase und dentspgechenden PCR-
Reaktionsbedingungen erfolgte in Abhangigkeit vaimBr-Langen, Basenzusammensetzung
und von der Lange und Struktur des zu amplifizidesn Templates. Fur Klonierungszwecke
wurde Pfu-Polymerase eingesetzt, welche eine audgkepKorrekturlesefunktion besitzt, die es
ihr ermdglicht, DNA-Strange mit einer geringererhléerate zu synthetisieren. PCR-Reaktionen
zum Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen edalginittels Taqg-Polymerase. Die
Enzyme wurden jeweils in den mitgelieferten Pufgistemen nach Herstellerangaben (Applied
Biosystems, Carlsbad/US) eingesetzt.

Die PCR erfolgte im Thermocycler Gene Amp® PCR &yst9700.Die Zusammensetzung
eines typischen Reaktionsansatzes, sowie die Reakiedingungen sind in den Tabellen 2.1

und 2.2 angegeben.

Tab. 2.1: Beispiel fur einen 5Qu- PCR-Reaktionsansatz

Reagenzien Reaktionsvolumen (50l-Ansatz)
10 x Polymerasepuffer 5

MgCl, 5ul

dNTPs (2,5 mM) 4
Forward-Primer (10QM) 1l
Reverse-Primer (100M) 1l
DNA-Template (0,1-0,79) xul
DNA-Polymerase (2,5-5 W) 1-0,5ul

A. dest. (RNA-frei) auf 5@l auffullen
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Tab. 2.2: PCR-Reaktionsbedingungen

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur | Zeit Zyklus
Initiale Denaturierung von Template-DNA 95 °C nmi 1
Denaturierung von Template-DNA 95 °C 30s 2-30 *
Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 50268*" |30s 2-30 %
Elongation/DNA-Synthese 72 °C 0,5-4 mih ¥ 2-30 ¥
Finale Elongation 72 °C 10 min 31
Kihlung 4°C o0 32

*1 Die Wahl der Annealing-Temperatur orientierte sachder Primer-spezifischen Schmelztemperatur.
*2 Dje Elongationszeit wurde in Abhangigkeit der DNAfplate-Lange gewahlt.

*3 Die Anzahl der Zyklus-Wiederholungen wurden entspredhder gewiinschten DNA-Menge variiert
(25-30 wWdh.).

2.6 Sequenzierung von DNA

Das im Rahmen dieser Arbeit klonierte Plasmid-Kandt pAdG12-CLSP-Fc wurde durch
Sequenzierung der Expressionskassette auf modicitetionen tberpruft.

Zunachst wurde die Amplifizierung der zu untersucle DNA-Sequenz mit dem Big Dye
(Applied Biswms, Carlsbad/US)
Herstellerangaben durchgefihrt. Dazu wutdgg DNA mit 2 ul Sequenzierungspuffer und 0,25

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit nach
ul Sequenzierungsprimer (1QMM) versetzt und der Ansatz mit RNA-freiem A. demif 10yl

aufgefillt. Nachdem das Reaktionsgemisch 4 mir®B&iC im Thermocycler Gene Amp® PCR
System 9700 erhitzt worden war, wurdeml2Big Dye Terminator Pramixugegeben und die

PCR-Reaktion tber 25 Zyklen unteigenden Bedingungen durchgefihrt:

Tab. 2.3: Reaktionsbedingungen fiir die Sequenziergs-PCR

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur Zeit
Denaturierung von Template-DNA 96 °C 10s
Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 50 °C 5s
Elongation/DNA-Synthese 60 °C 4 min
Kihlung 4°C o0

Im Anschluss an die PCR-Reaktion musste die DNA dig nachfolgende Sequenzierung
aufgearbeitet werden. Dazu wurdenif@@RNA-freies A. dest., 1@l 3 M Natriumacetat-Losung
(pH 4,8) und 25Q Ethanol (96 % (w/v)) zum PCR-Ansatz gegeben uirdl6 min bei 14.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesauas, NA-Pellet mit 40Qu Ethanol (70 %
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(v/v)) gewaschen und erneut bei 14.000 rpm fir B mentrifugiert. AbschlieRend wurde das
Pellet bei 56 °C im Thermoblock getrocknet und 3 RNA-freiem A. dest. gelost. Die
Sequenzierung und Auswertung erfolgten Uber deneGAnalyzer ABI 310 Kapillar-

Sequenzierautomaten unter Verwendung der ABI DN@u8ecing Analysis Software.

2.7 Plasmid-Konstruktion

Die verwendeten Plasmide (s. auch Plasmidkarten Anhang) wurden mittels

Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf ihredktieit Gberprift.

pCLSP

Dieses Plasmid enthalt die kodierenden Konsensussegn fur das aus der HausmalMisig
musculus) stammende CLSP. Dabei wurde die angeforderteeé®eqaus der Genciatenbank
des National Center for Biotechnology InformatiddiCB1) entnommen (Locus: AB 262662)
und deren Produktion Gber die Firma Gene Art (Relgerg/D) in Auftrag gegeben.

PCRTOPO-CLSP-Fc

Dieses Plasmid diente als Zwischenklonierungsproddir die Konstruktion des
pharmakologisch  regulierbaren pAdG12-CLSP-Fc und rdeu aus den beiden
Ausgangsplasmiden pCLSP und pCRTOPO-sCAR-Fc klbnier

Hierbei wurde zunadchst die cDNA fiur CLSP aus pCLSmvie die cDNA fir sCAR aus
PCRTOPO-sCAR-Fc jeweils miBamHI und Kpnl geschnitten. Die Restriktionsprodukte
wurden in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrénrt.3.2), aus dem Gel extrahiert (s. 2.3.3)
und quantifiziert (s. 2.4.1). Im anschlieRendenriBichand die Ligation (s. 2.3.6) der CLSP
cDNA mit dem TOPO-Vektor statt, womit die kodierendsequenz fur das CLSP-Fc-

Fusionsprotein entstand.

pAdG12-CLSP-Fc

Um das Fusionsprotein CLSP-Fc in einen pharmaksdbgiegulierbaren Plasmid-Vektor fur die
folgenden Expressions- und Virus-Inhibitions-Expesnte einzusetzten, wurde die CLSP-Fc
cDNA in das Doxycyclin-regulierbare AdG12-Vektor-Ksirukt kloniert.

Dafur wurde zunéchst die cDNA fir CLSP-Fc aus pCRUECLSP-Fc, sowie die cDNA fir
SCAR-Fc aus PpAdG1l2-sCAR-Fc jeweils miKpnl und MIlul geschnitten. Die
Restriktionsprodukte wurden in der Agarose-Geletgltorese aufgetrennt (s. 2.3.2), aus dem
Gel extrahiert (s. 2.3.3) und quantifiziert (s..2)4Im abschlieBenden Schritt fand die Ligation
(s. 2.3.6) der CLSP-Fc cDNA mit dem AdG12-Vektorrstrukt statt.
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pCRTOPO-sCAR-Fc, pAdG12-sCAR-Fc und pAdG12-sCARskkc

Hierbei handelte es sich um bereits fertig klomiéttasmide, welche von der Arbeitsgruppe (AG

Fechner, Berlin/D) zur Verfigung gestellt wurden.

Die Planung der Plasmidkonstrukte und deren Déusiglals Vektorkarte sowie nachfolgende
Restriktionsanalysen wurden unter Zuhilfenahme Bé&asmidkonstruktions-Software Gene

Construction Kit 3.0 (Textco BioSoftware, US) vongenmen.

2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Arbeit mit HEK 293T- und HelLa-Zellen wurde unterilen Bedingungen in einer daflr
standartisierten Sterilwerkbank durchgefihrt. Dedleh wurden in antibiotikahaltigem Medium
(s. 2.1.9) in 25 chbzw. 75 cmgroRRen Zellkulturflaschen kultiviert und im Inkubatgelagert
(bei 37 °C; 5 Vol% Cg). Je nach gewiinschter Zelldichte wurden die Kaltunach 2-3 Tagen
ausgezahlt (s. 2.8.3) und in einem Verhaltnis vénbis 1:30 passagiert (s. 2.8.2).

2.8.2 Trypsinierung adharent wachsender Zellen undellpassagierung

Die Anheftung adhéarent wachsender Zellen an dierf@iobe eines Zellkulturtragers sowie der
Zell-Zell-Kontakt werden Uber Oberflachenproteinernaittelt. Trypsin als proteolytisch
wirkendes Enzym spaltet hydrolytisch Peptidbindumgech bestimmten Aminosaureresten
innerhalb der Proteinstruktur und fihrt somit zésung der Zellen aus ihrem Verband. EDTA
als Chelatbildner férdert ebenfalls tiber die Binglwon zweiwertigen G& und Md*-lonen die
Zellablosung.

Zur Ablésung und Passagierung von HEK 293T- und &d8kllen wurde zunachst das alte
Medium aus der Kulturflasche vorsichtig abgesadigt,Zellen mit 1 x PBS gewaschen und 2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung hinzupipettiert. Nach anschéafler Inkubation bei 37 °C fur ca. 3-5
min wurde die Trypsinierungsreaktion durch die Zwgaon 10 Vol% FKS-haltigem Medium
gestoppt. Die abgelosten Zellen wurden nun in demgesetzten Medium resuspendiert und je
nach gewunschter Zelldichte wurde ein Teil dieganfnlosung in eine neue Zellkulturflasche

ausgesat und mit frischem Medium auf das Ausgarigsen verdinnt.
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2.8.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl und dem Anteil lebehgjar Zellen wurden diese mit einer
Trypanblau-Losung angefarbt und in einer Neubawdtkammer unter dem Mikroskop
ausgezahlt. Trypanblau farbt lediglich tote Zellmfgrund ihrer defekten Membranstruktur.
Dafur wurden 150 ul der als Stammldsung angefertigtellsuspension mit 150 ul Trypanblau-
Lésung und 150 pl 1 x PBS vorsichtig vermischt ugid Tropfen auf die Zahlkammer
Ubertragen. Es wurden jeweils alle 4 GroRRquadrge qusgezéhlt und die Zellzahl nach

folgender Formel berechnet:

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

2.8.4 Konservierung und Reaktivierung von Zellkulturen

Konservierung von Stammkulturen

Die Zellen wurden zunachst in einer 75%ulturflasche bis zu einer Konfluenz von 70-80 %
kultiviert, trypsiniert (s. 2.8.2) und in 10 ml Miedh resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
dann in ein 15 ml-Zentrifugen-Rdhrchen tUberfuhd iwei 4 °C zentrifugiert (1.200 rpm, 5 min).
Das Zellpellet wurde im Einfriermedium (95 Vol% FKS Vol% DMSO) resuspendiert.
Anschliel3end wurden 1 ml-Aliquots in Cryo-Rohrchgefullt und sofort in einer Einfrierbox
unter kontrollierter Abkihlung (1 °C/min) fir minstens 16 h bei -80 °C gelagert und danach in
flissigem Stickstoff (-196 °C) aufbewabhrt.

Reaktivierung konservierter Kulturen
In ein 15 ml-Réhrchen wurden 10 ml kaltes Kulturined (4 °C) gegeben, das bei 37 °C

aufgetaute Zell-Aliquot direkt hinzupipettiert umrsichtig durchmischt. Die Zellsuspension

wurde nun bei 4 °C zentrifugiert (1200 rpm, 5 mihschlieBend wurde das Zellpellet in 5 ml
vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert, in eine®b Zellkulturflasche tiberfiihrt und bei
37 °C inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wetldes Kulturmediums und die Zellen

wurden bis zum Erreichen der gewlinschten Dichtéewaikubiert.

2.8.5 Transiente Zell-Transfektion

Als transiente Transfektion wird das zeitweiligenlisingen von Fremd-DNA in eukaryotische

Zellen bezeichnet. Dafur stehen verschiedene Viesfabur Verfligung.
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Fur die Transfektion wurden die Zellen am Vortad @en entsprechenden Zellplatten (6-Well-
bzw. 12-Well-Platten) ausgesat (6 x°Ifrw.4 x 1¢ Zellen/Well) und bis zum Erreichen der

gewinschten Zelldichte (90%ige Konfluenz) zugewarte

2.8.5.1 Calciumphosphat-Methode

Bei der Transfektion der Zellen mit Calciumphosphaird die Plasmid-DNA mit
Calciumchlorid (CaG) und einem Phosphatpuffer (2 x HBS) vermischt unNAD
Calciumphosphat-Koprazipitate zu bilden. Dieseetteann mit der Zelloberflache in Kontakt,
werden Uber Endozytose aufgenommen und gelangehlef&end in den Zellkern.

Vor Beginn der Transfektion wurde der pH-Wert deBS-Puffers kontrolliert und
gegebenenfalls auf 7,05 eingestellt. Um Kontamometin der Versuchsansatze zu vermeiden,
wurden sowohl der HBS-Puffer als auch die eingése€aCji-Losung zuvor sterilfiltriert. Je
nachdem, ob auf 6-Well- oder 12-Well-Platten tremsft wurde, enthielt ein
Transfektionsansatz pro Well 1,5-2,§ Plasmid-DNA, 150 bzw. 300l CaCl-Lsg. (0,25 M)
und 150 bzw. 30@ 2 x HBS-Puffer. Dabei wurden zuerst die PlasidMA und die CaGl-
Lsg. miteinander vermischt und anschlielBend 2 x HBfenweise dazugegeben. Nach 1 min
Inkubationszeit wurde das Gemisch ebenfalls trggrigreise vorsichtig auf die Zellen pipettiert
und nach 18 h Inkubation (37°C, 5 Vol% ¢gQlas Medium behutsam gewechselt, sowie

Transfektionsausbeute und Zellvitalitat bestimmit.

2.8.5.2 Transfektion mit Lipofectamin 2000

Bei der Transfektion mit Lipofectamin 2000 beruhgr derwiinschte Gentransfer auf der
Lipofektion, bei der die DNA mit Liposomen bzw. \esln aus kationischen Lipiden
komplexiert, welche endozytotisch in die Zelle arfgmmen werden. Beim Zerfall des
Endosoms penetriert die DNA ins Zytoplasma undrgglan den Zellkern.

Vor der Transfektion wurde das Zellkulturmedium gegerum- und antibiotikafreies Medium
(Opti-MEM® [) ausgetauscht. Fur eine 12-Well-Platterden je Well 1,51g Plasmid-DNA
bendtigt. Diese wurde in 100 serumfreiem Medium geldst. In einem weiteren Rieakgefald
wurden 5ul Lipofectamin 2000 in 10@d serumfreiem Medium geldst. Nach 5 min wurde das
Lipofectamin zu der DNA gegeben und der Ansatz2limmin bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde das Gemisch vorsichtig tropfenweise auf dideri pipettiert und nach 4-6 h Inkubation
(37 °C, 5 Vol% CQ) das serumfreie Medium gegen Volimedium ausgetdudtach ca. 18 h
konnten Transfektionsrate und Zellvitalitat bestinwerden.
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2.9  Transkriptions- und Expressionsanalysen

2.9.1 Northern Blot

Beim Northern Blot handelt es sich um eine molethitdogische Methode zur Ubertragung
(Blotten) der in der Gelelektrophorese aufgetrem®NA auf ein geeignetes Tragermaterial.
Auf diesem ist die spezifische Markierung von RNég8enzen durch die Hybridisierung mit

komplementaren Gensonden maoglich.

2.9.1.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen

Die Isolation der Gesamt-RNA aus eukaryotischetedetrfolgte nach dem Prinzip der ,Single-
Step“-Methode (227). Dafir wurde TRIzol® Reagentwandet, eine monophasische Ldsung
aus Phenol und Guanidinisothiocyanat (GITC). GIT@hrf als chaotrope Substanz zur
Auflosung geordneter Wasserstoffbrickenbindunged bwdrophober Wechselwirkungen in
Proteinstrukturen, wodurch diese damit denaturienerden. Die Denaturierung
membranstandiger Proteine fuhrt Uber die Lyse veltr Zind Kernmembranen zur Freisetzung
der RNA-Molekiile und gleichzeitig zur wirksamen ilmkerung RNA-spaltender Enzyme
(RNasen). Das enthaltene Phenol bewirkt im saurgied dass sich denaturierte Proteine und
kleinere DNA-Fragmente aus dem Lysat nach Zentatiog von den in der wassrigen Phase
enthaltenen RNA-Molekdlen trennen lassen.

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurde 48 h nach ettol@elltransfektion das Medium von den
Kulturplatten abgesaugt und die Zellen mit 1 x P@Svaschen. AnschlieBend wurde 1 ml
TRIzol® Reagent-Lsg. pro Well auf die Zellen gegebelurch Auf- und Abpipettieren
durchmischt und das Zelllysat in 1,5 ml Reaktiohstbien Uberfihrt. Die RNA wurde dann
nach den weiteren Angaben des Herstellers (Inwetmodglarlsruhe/D) isoliert und anschliel3end
in 30 ul DEPC-Wasser gelést und 10 min bei 60 °C inkubi®ie Konzentration und der
Reinheitsgrad der RNA-Proben wurde abschlielRentbphetrisch bestimmt (s. 2.4.1).

2.9.1.2 RNA-Auftrennung in der Agarose/Formaldehydselelektrophorese

Die Auftrennung der Gesamt-RNA nach ihrer Langeolgté elektrophoretisch unter
denaturierenden Bedingungen in einem Agarose/Forda&al.

Zur Herstellung des Gels wurde 1 % (w/v) Agarosé&/ih Volumenteilen 1 x MOPS-Puffer in
der Mikrowelle aufgekocht, auf ca. 60 °C abkihletagsen und dann 1/6 Volumenteile 37%ige
(w/v) Formaldehyd-Lsg. (Endkonzentration: 2,2 Mptugefugt. Anschliel3end wurde das noch
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flissige Gel in die zuvor grundlich gesauberte @eliner gegossen und nach vollstandiger
Auspolymerisierung mit dem spateren Laufpuffer (M®PS-Puffer) Gberschichtet. Es wurden
zunachst jeweils 10ug der praparierten Gesamt-RNA-Probe (s. 2.9.1.1} 6yl
Ethidiumbromid- und Formamid-haltigen RNA-Ladepuffs. 2.1.2) vermischt, fur 5 min auf 65
°C erhitzt und anschlieBend unmittelbar auf Eisagett. Nun wurden die Proben auf das Gel
aufgetragen und die Trennung der RNA erfolgte ggabis die Bromphenolblau-Markerbanden
des Ladepuffers bis zu 2/3 das Gel durchwandetemaiber etwa 1 h bei 140 V. Anschliel3end
wurden die RNA-Molektle durch Anregung des inte@nden Fluoreszenzfarbstoffes
Ethidiumbromid im UV-Transilluminator visualisierDurch Uberpriifung der 28S- und 18S-

rRNA-Bande konnte eine mdgliche Degradierung deb®&n abgeschatzt werden.

2.9.1.3 RNA-Transfer auf Nylonmembranen mittels Kaglar-Blot

Der Transfer der in dekgarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese aufgetrerRieA (s. 2.9.1.2)
erfolgte in diesem Fall auf eine positiv geladerygoNmembran. Hierfur wurde die Methode des
Kapillar-Blots verwendet (s. Abb. 2.1). Dabei widdr Transfer der Nukleinsduren durch eine

gerichtete lonenwanderung mittels Kapillarkraftemvivkt.

Gewicht

Metallplatte
Block aus Zellstoff

; Nylonmembran
Whatman -Papier e y
p _IE_::::'..':::'.::::::::'..':::'.:::::::::.':::'..'::::::::::::'..'::::|| Plastikfolie

‘ Agarosegel
Glasplatte

Transferpuffer (10 x SSC)
Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Blots(mod. nach Sipo, Isaac: ,Entwicklung und Charakteruing von

Tamoxifenregulierbaren onkolytischen adenoviralekidren zur Behandlung von Tumorerkrankungen ArdlgilStrategien als
gentherapeutische Behandlungsoption bei Coxsackgetlmfektionen im kardialen System*. Diss. Freie \msitat Berlin, 2006)

Fiur diesen Blot wurde Whatman-Papier in 10 x SS@ePweingelegt und auf einem glatten
Untergrund positioniert, wobei die Enden des Whatfapieres in eine mit 10 x SSC-
Transferpuffer gefillte Schale eingetaucht wurd&u. diese Vorrichtung wurde das zuvor tber
2 x 30 min mit 10 x SSC-Puffer aquilibrierte, zureschittene Agarosegel gelegt und an allen

Seiten mit Plastikfolie isoliert. Diese diente daeinen Flissigkeitsstrom aufRerhalb des Gels

44



Material und Methoden

vorzubeugen. Nun wurden der ebenfalls mit Transfiéep angefeuchtete Nylonmembran-Filter
sowie ein feuchtes und ein trockenes, zugeschedt@vhatman-Papier luftblasenfrei auf das Gel
geschichtet. Zum Abschluss wurde ein Stapel troek@apiertiicher aufgelegt und der Blot mit
einem Gewicht beschwert. Dieser Aufbau wurde Uleschibelassen. Der vollstdndige Transfer
der Nukleinsauren auf die Membran wurde am nachBagnmit dem Transilluminator Gberprift
und die Positionen der 18S- und 28S-rRNA markiBidch anschlieRender Trocknung der
Membran fur 30 min an der Luft wurden durch zweiged UV-Crosslinking X = 254 nm;

120 mJ/crf) die Nukleinsauren kovalent an die Membran gebonde

2.9.1.4 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die Herstellung radioaktiv markierter, lineariseart DNA-Fragmente, die spater als
Hybridisierungs-Sonden zur Detektion entsprecherRigA-Transkriptate verwendet wurden,

erfolgte mittels PCR (s. 2.5). Dabei fand die Sgsth eines komplementaren DNA-Stranges
unter dem Einsatz radioaktiv markierter Nukleotstit.

Hierfur wurden mit demp-strahlenden PhosphorisotoffP markierte Cytidintriphosphat-

Bausteine ¥P-dCTB und entsprechende antisense-Primer nach folgendetwkBll verwendet:

Tab. 2.4: PCR-Reaktionsansatz zur Herstellung radidgiv markierter DNA-Sonden

Reagenzien Reaktionsvolumen (2pl-Ansatz)
10 x Tag-Polymerasepuffer 2,70

MgCl, 2,50l

dNTPs ohne dCTP (1 mM) 0,50

$p_dCTP (1QuCi/pl) 5,00l
Antisense-Primer (100M) 0,30yl
DNA-Matritze (0,25-0,79u9) X
Tag-Polymerase (5 W) 0,25ul

A. bidest. (RNA-frei) auf 2ol auffullen
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Tab. 2.5: PCR-Reaktionsbedingungen fiir die Herstellng radioaktiv markierter DNA-Sonden

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur Zeit Zyklus
Initiale Denaturierung von Template-DNA 94 °C ami 1
Denaturierung von Template-DNA 96 °C 30s 2-33
Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 56 °C 30s 2-33
Elongation/DNA-Synthese 72 °C 90 s 2-33
Finale Elongation 72 °C 5 min 34
Kihlung 4°C o0 35

Die Reinigung der PCR-Produkte von nicht inkorpaere Radionukleotiden erfolgte Uber
Dextrangelfilter-Saulen. Dafir wurde Sephadex GrbA. dest. geldst und luftblasenfrei in eine
Pasteurpipette geschichtet. Die radioaktiven Fragene/urden dann hinter Plexiglasschutz auf
die Saule pipettiert und mit 1 ml A. dest. Ubershtet. Die ersten ca. 5040 Eluat wurden
verworfen. Von den néchsten 10 Fraktionen zu jeub@vurde die Radioaktivitat mittels
Strahlendetektor (Bioscan QC 2000) gemessen. Ae€drid wurden die Fraktionen mit der
hdchsten Strahlenaktivitat vereinigt und fur die/RNybridisierung genutzt (s. 2.9.1.5).

2.9.1.5 RNA-Hybridisierung mit markierten DNA-Sonden

Durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungegeta sich die radioaktiv markierten
DNA-Sonden an komplementare Abschnitte der einZeglgigen, auf die Membran geblotteten
RNA-Molekile an (Hybridisierung). Die Hybridisiergnst umso exakter, je langer die Sonden-
Sequenz und je genauer die Komplementaritat ersillt

Die Nylonmembran wurde in den zuvor mit 1%igem SDB8d A. bidest. gereinigten
Hybridisierungsréhren mit 5-10 ml erwarmter Expkégs — Hybridisierungslésung fir 30 min
bei 68 °C im Hybridisierungsofen erwarmt. Anschéafl wurden 30Qul der entsprechenden
radioaktiv markierten und aufbereiteten DNA-Sonden 2.9.1.4) dazugegeben und die
Membran fir 1 h bei 68 °C hybridisiert. Danach waurdie Membran fir 15 min in 10 ml
Waschlosung | (s. 2.1.2) bei RT und anschlieRendimmai fur 20 min in jeweils 10 ml
Waschlosung 1l (s. 2.1.2) bei 50 °C gewaschen. Zrhluss wurde die feuchte Membran
entnommen und in Klarsichtfolie eingeschlagen.

Zur Rehybridisierung der markierten Membran wurddie DNA-Sonden mit Hilfe eines
Wasserbades bei 95-98 °C durch 10-minitiges Schaveimk0,5%igem SDS vom Filter gelost.
Nach diesem als , Strippen” bezeichneten Vorgangqite@die Membran anschliel3end flr weitere
Hybridisierungen genutzt werden.
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2.9.1.6 Nachweis der DNA/RNA-Hybridisierungsproduké

Zur Detektion der radioaktiv markierten DNA/RNA-Hytisierungsprodukte wurde die

vorbehandelte, in Klarsichtfolie eingeschlagene Mean (s. 2.9.1.5) in eine Rongenfilmkassette
eingelegt und nach Auflegen eines Filmes entspretider Signalintensitat fur 1 h bis hin zu
mehreren Tagen bei -80 °C inkubiert. Nach Entwiogludes Rontgenfiims erfolgte seine
Auswertung visuell. Bei positivem Nachweis des prdgshenden RNA-Transkriptats konnten
zusatzlich semiquantitative Aussagen uber die eaigénde Betrachtung der Signalintensitaten

getroffen werden.

2.9.2 Western Blot

Beim Western Blot handelt es sich um eine molekitdwgische Methode zur Ubertragung
(Blotten) der in der Gelelektrophorese aufgetremiteoteine auf ein geeignetes Tragermaterial.
Nach dem Proteintransfer lassen sich diese mitipézifischer Antikdrper nachweisen und
partiell quantifizieren.

48-72 h nach erfolgter Zelltransfektion wurden deoteinhaltigen Zellkulturiiberstande
entweder bei -20 °C eingefroren und zu einem seétZeitpunkt untersucht oder direkt in der
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.9.2.1 Protein-Auftrennung in der SDS-PAGE

Die elekrophoretische Auftrennung der Proteine gtdn einem SDS (Natriumdodecylsulfat)-
haltigen Polyacrylamid-Trenngel. SDS Uberdeckt algonisches Tensid die Eigenladung der
Proteine, so dass diese eine konstante, negatidingaverteilung aufweisen und im
denaturierten, reduzierten Zustand vornehmlich riaahr Gro3e getrennt werden kdénnen.

Um eine scharfere Bandentrennung zu erreichen waird2-Komponenten-SDS-Gel bestehend
aus Trenn- und Sammelgel verwendet. Die Matrix iam&elgel besitzt grol3ere Poren und
einen anderen pH-Wert als das Trenngel. Darin wandéie Proteine mit hoherer
Geschwindigkeit und ohne eine Auftrennung als dehBande zu erfahren in einem Gebiet
hoher Feldstarke. Mit Erreichen der Grenzflache Zusnngel wird ihre Laufgeschwindigkeit
drastisch verringert und erfolgt nun in Abhéangigken ihrer GréRRe.

Es wurden jeweils 25 pl Zelliberstand mit 5 ul Badepuffer (s. 2.1.2) versetzt, fir 5 min in
siedendem Wasser denaturiert und sofort auf Eitelffe®ie Trennung der Proben erfolgte in
einem 4-12%igem SDS-Fertig-Gel (NUPAGE Novex 4-1B%-Tris Gel) in 1 x Laufpuffer
(s. 2.1.2) fur 2,5-3 h bei 120 V. Parallel wurdeh {4l eines Protein-GroRenmarkers (SeeBlue®
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Plus2 Pre-Stained Standard: 3-188 kDa) mit aufgetraZum Nachweis des CLSP-Fc- und
SCAR-Fc-Proteins in seiner nicht-reduzierten, disddren Form wurde zum einen auf die

Proteindenaturierung im Wassserbad verzichtet, anaeren DDT-freier Ladepuffer verwendet.

2.9.2.2 Protein-Transfer auf Nylonmembranen

Der Protein-Transfer erfolgt elektrophoretisch, wiokin senkrecht zum Polyacrylamid-Gel
gerichtetes elektrisches Feld die negativ gelad®meteine in Richtung Anode auf die Membran
wandern lasst, an der sie aufgrund hydrophober ¥é&beirkungen haften bleiben.

Fur den Protein-Blot auf eine Nylonmembran wurdesdi zuvor fir 10 s in Methanol
geschwenkt und anschlieBend mit A. dest. gespiatt.eth Austrocknen des Trenngels wahrend
des Transferprozesses zu verhindern, wurden Schaffi8shwammchen und Whatmanpapier
grundlich in Transferpuffer (s. 2.1.2) eingeweidhilr den Blot-Aufbau wurde das Sammelgel
vom Trenngel entfernt und in einem mdglichst lwdt@nfreien ,Blot-Sandwich* bestehend aus
Schaumstoff, Whatman-Papier, Gel, Nylonmembran, thiaa-Papier, Schaumstoff eingebettet.
Diese Anordnung wurde so in eine Blotapparatur Tnéinsferpuffer eingespannt, dass das Gel
zwischen Anode und Membran lag. Die Ubertragung Ri@teine erfolgte bei 200 mA fur
1,5-2 h. Um eine Uberhitzung der Apparatur zu veéder® wurde wahrend des Blotvorganges
von aul3en ein Eispacket angebracht. Bei der EntealanNylonmembran wurden zunachst die
GroRRemarker-Banden mit Kugelschreiber markiert. chhs3end wurde der Erfolg des
Transfers durch Schwenken der Nylonmembran in Ran& Solution Uberprft, welche eine
reversible Anfarbung der Proteine erlaubte. Daddamen und Lagern bei 4 °C der feucht zu
haltenden Membran erfolgte in TBST-Puffer (s. 2.1Rie Membran wurde nun fir den

immunochemischen Proteinnachweis (s. 2.9.2.3) aauflfolgenden Tag vorbereitet.

2.9.2.3 Immunochemischer Protein-Nachweis

Die Visualisierung der geblotteten Proteine gelingittels Immundetektion. Hierbei bindet
zunachst ein Primarantikdrper epitopspezifisch as thembrangebundene, nachzuweisende
Protein. Ein sekundarer, enzymgekoppelter Markigsantikdrper bindet anschlielend am Fc-
Teil des ersten Antikdrpers und erméglicht nachsialtzugabe einen dektierbaren Stoffumsatz.
Der Nachweis von CLSP-Fc und sCAR-Fc gelang dureh dusschliel3lichen Einsatz eines
HRP-gekoppelten, sekundaren Antikorpers, da diésekt an den Fc-Teil der Fusionsproteine

binden konnte.
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Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen Nesmbran wurde diese nach dem Blot-
Vorgang (s. 2.9.2.2) Uber Nacht bei 4 °C in einef ™Milchpulver/TBST-Gemisch blockiert.
Danach wurde die Membran dreimal fir je 10-20 nmnTBST-Puffer schittelnd gewaschen.
Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit dem HRPykgierten, sekundéaren Antikdrper. Dieser
wurde verdinnt in 5 % Milchpulver/TBST (1:100-1:5Qfnhd fur 1 h bei RT mit der Membran
schiittelnd inkubiert. Uberschussiger Antikorper deuin drei 10-20 minitigen Waschschritten
mit einem moglichst groBen TBST-Volumen entferniir lie Detektion der Proteinbanden
wurde das ECL-Plus-Reagenz gemald den HerstelldrangéAmersham, Piscataway/US)
verwendet. Dabei wird das enthaltene Substrat Lagan durch die HRP unter Licht-Emmision
(Chemolumineszenz) oxidiert. Mit diesem Licht wuela HyperfilmTM ECL belichtet, womit
der visuelle Nachweis und die partielle Quantifiaieg der Proteine gelangen.

Nach Entfernung (,Strippen*) der detektierendenikirper kann die Membran erneut fir den
immunochemischen Proteinnachweis eingesetzt wetdienfir wurde die Membran zuvor mit
Stripping-Puffer fur 1 h bei 55 °C im Wasserbadubiert.

2.9.3 ELISA

Der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISAymdglicht den Nachweis und die
Quantifizierung von Proteinen mittels spezifischAamtikGrper. Im sogenannten ,Sandwich-
ELISA* wird eine Mikrotiterplatte zunéchst mit eimeersten coating-Antikérper beschichtet.
Dieser bindet spezifisch nach Inkubation mit antlgdtigen Proben das nachzuweisende
Protein, welches sich dann nach Zugabe eines wajte@nzymgekoppelten Antikdrpers durch
Umsatz eines chromogenen Substrats detektieret Ei&s quantitative Nachweise wird eine
Verdunnungsreine mit bekannten Antigenkonzentratiordurchgefiihrt, anhand derer die
Erstellung einer Kalibrierungskurve und die Ermoitiy der Probenkonzentrationen gelingt.

Zur Quantifizierung von CLSP-Fc und sCAR-Fc wurda den Fc-Teil des humanen IgG
nachweisendes ELISA-Kit verwendet (s. 2.1.11). Bsrde nach dem Herstellerprotokoll
verfahren(Bethyl Lab Inc., Montgomery/US). Die genaue guatire Probenanalyse konnte
durch MitfGhrung eines IgG-Fc-Standards realisidrden, wobei sowohl die Proben der
Standart-Verdiunnungsreihe als auch die verdiinmateiRproben unbekannter Konzentration in
Doppelbestimmung untersucht wurden. Als Negativial® und zur Ermittlung des
Backgrounds wurden Zelliberstdande von mit pAdGl2R&E Gk transfizierten Zellen

eingesetzt.
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2.10 Virologische Methoden

2.10.1 Adenovirus-Inhibitions-Assay

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCARiRcBezug auf Adenovirusinfektionen
kann im Rahmen eines Adenovirus-Inhibitions-Assay®rsucht werden. Man bestimmt hierbei
vergleichend die Viruslast der Zellen nach derefekition mit Luciferase-kodierenden
Adenovirus-Vektoren jeweils mit bzw. ohne Fusiomgein-haltiger Zellliberstadnde. Das Enzym
Luciferase katalysiert die Oxidation des Substratsferin unter Abgabe eines Photons in Form
einer messbaren Biolumineszenz und wurde somReaporter fur Infektionen mit adenoviralen

Vektoren verwendet.

2.10.1.1 Infektion von Zellkulturen mit adenoviralen Vektoren

Es wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten awssgg4 x 18Zellen/Well), am néchsten
Tag entweder mit pAdG1l2-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc rodpAdG12-sCAR-Fgnk

(e 2 pg/Well) transfiziert (s. 2.8.5.1) und mit:Bmyclin (1000 ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h
posttransfektionell wurden die fusionsproteinhaltigZelliiberstande abgenommen, gepoolt und
far 30 min bei 4 °C mit ADVCMVLuc preinkubiert. Daoh erfolgte die vorsichtige Gabe von
450 pl/Well der viruspartikelhaltigen Zelliberstén@ 50 Pa/Zelle) fur 1,5 h bis 24 h auf tags
zuvor ausgesate Hela-Zellen (1,8 x° Z@llen/Well; 24-Well-Platte). 24 h spater wurde die
Luciferase-Aktivitat gemessen (s. 2.10.1.2).

Fur die Dosis-Wirkungs-Experimente wurden hingegd8 h posttransfektionell die
Zelluberstande abgenommen, gepoolt und nach Qizaetiing der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-
Konzentrationen im ELISA (s. 2.9.3) auf 10, 100 ut@00 ng/ml verdinnt. Im Anschluss
wurden die Proben fir 30 min bei 4 °C mit ACMVLpeinkubiert, um danach 450 ul/Well
der viruspartikelhaltigen Zelluberstande (150 PHéfe fir 1,5 h auf Hela-Zellen
(1,8 x 16 Zellen/Well; 24-Well-Platte) zu geben. 24 h spaefolgte die Messung der
Luciferase-Aktivitat (s. 2.10.1.2).

Wahrend bzw. nach der Inkubation der HelLa-Zellen d@m Viruspartikel-Fusionsprotein-
Gemisch wurde die Beschaffenheit des Zellrasensdiemdellmorphologien in regelméfigen
Abstanden mikroskopisch Uberprift, um im abschhel@a Luciferase-Assay nur unbeschadete

Ansatze zu verwerten.
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2.10.1.2 Bestimmung der Viruslast im Luciferase-Asg/

Die nach Adenovirus-Vektoraufnahme in der Wirtszelbynthetisierte Luciferase kann
anschlieend nach Zugabe des Substrats Lucifeeisesliin einer ATP-abhéangigen Reaktion
umsetzen. Die dabei entstehende Lichtemission wirdeinem Luminometer detektiert und ist
proportional zu der zuvor in die Zellen gelangtaru¥menge.

Der Nachweis der Luciferase-Expression erfolgte rdigm Luciferase Detection Kit
entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Roglamnheim/D). Nach vorsichtiger
Abnahme des Mediums und Waschen der HelLa-ZellenlmitPBS wurden diese mit 250
Lysispuffer/Well lysiert. Hierbei wurden die Zelleginige Minuten mit dem tensidhaltigen
Lysispuffer bei RT inkubiert und anschlieend dukechftiges Auf- und Abpipettieren geldst
und vollstandig in Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Darexfolgte die Zentrifugation der Proben bei
10 °C (13.000 rpm, 30 s). Nun wurden jeweils |l0des Uberstandes mit 50 Luciferase-
Substrat vermischt und die Luciferase-Aktivitata@uMessung der Lumineszenz (Einheit: RLU)
im Luminometer Uber ein Messintervall von 20 s umebar bestimmt. Als Leerwert wurden
zuvor RLU-Werte von nicht befillten Messrohrchemigtelt. Die Infektion der Hela-Zellen mit
Fusionsprotein-freien Uberstanden aus der Zelltektisn mit pAdG12-sCAR-Rgnk Wurden

dabei als maximal (= 100 %) betrachtet.

2.10.2 Coxsackievirus-Inhibitions-Assay

Um die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCRAR- in Bezug auf
Coxsackievirusinfektionen zu untersuchen, wurdersiofisproteinhaltige Zelliberstande
zusammen mit Coxsackieviren (CVB3) preinkubiertf atelLa-Zellen gegeben und die
Virusreplikation mittels Plaque-Assay quantifizigrierbei wird die zelllysierende Eigenschaft

des Virus genutzt, aus der die aktive Viruskonzgitn abzuleiten gelingt.

2.10.2.1 Anzucht von Coxsackieviren

Zur Anzucht der Coxsackieviren (CVB3) wurde einag@rter Virusstock als Ausgangsmaterial
benutzt. 24 h vorher wurden HeLa-Zellen in einelkZdfurflasche (150 cf) ausgesat, so dass
Tags darauf ein konfluenter Zellrasen gewachsen @ar Virusstock (1 ml) wurde nun mit
19 ml FKS-freiem Medium vermischt und auf den kosefiten Zellrasen gegeben, von dem
zuvor das Kultivierungsmedium entfernt worden waich einer Inkubationszeit von 30 min im
Brutschrank (bei 37 °C, 5 Vol% GPwurde das virushaltige Medium abgenommen und 40 m
frisches Medium mit 2 Vol% FKS auf die Zellen gegeb Nach kompletter, virusbedingter
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Zelllyse, die nach etwa 6 bis 8 h eintrat, wurde Kulturflasche samt Virus/Zelllysat bei -20 °C
eingefroren. Am Folgetag wurde die Flasche bei Rigetaut und das Zelllysat mit einem
Morser durch mehrmaliges Auf- und Abziehen weiterkieinert. AnschlieRend wurden die
Zelltrimmerreste bei 4 °C abzentrifugiert (3.00 20 min), das Viruslysat aliquotiert und bei

-80 °C gelagert.

2.10.2.2 Infektion von Zellkulturen mit Coxsackievien

Zur Untersuchung der anticoxsackieviralen Wirkungs dCLSP-Fc und sCAR-Fc wurden
zunachst HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten au&gés$ x 16 Zellen/Well), am néchsten Tag
entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc odedBA2-sCAR-Fgunk (je 2 pg/Well)
transfiziert (s. 2.8.5.1) und mit Doxycyclin (1.000g/ml pro Tag) Kkultiviert. 48 h
posttransfektionell wurden die Zelliberstande abgenen und gepoolt. Fur die Infektion der
Zellkultur wurde ein Virusaliquot unmittelbar vorhaus dem Gefrierschrank entnommen und
zlgig bei 37 °C aufgetaut. Je nach Konzentratian\deusaliquots (Angabe in pfu/ml) und der
gewinschten Ratio zwischen Viruspartikeln und Aizierenden Zellen (moi smultiplicity of
infection) wurde das Virus jeweils mit CLSP-Fc-, sCAR-Fctiggn bzw. fusionsproteinfreien
Zelliberstanden auf 0,005 moi bzw. 0,001 moi vendliimd 30 min bei 4 °C preinkubiert. Nun
wurde auf die tags zuvor ausgesaten, konfluent seaaten HelLa-Zellen (1 x 4 @ellen/Well,
6-Well-Platte) nach der Abnahme des Zellkulturmeworsichtig je 1 ml Preinkubat pipettiert.
Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde der Viruggbend abgesaugt und die Zellen mit
frischem Medium Uberschichtet. Die Quantifizierutey CVB3-Replikation in den Zellen fand
24 h spater im Plaque-Assay statt (s. 2.10.2.3).

Die Angabe ,moi* ergibt sich aus der zu infizierendZellzahl und der Konzentration des
verwendeten Virus. Die Virus-Konzentration wird pfu (= plaques forming units)/ml
angegeben, wobei ein Plaque einem infektibsem pangkel entspricht. Somit ergibt sich bei
einer moi von 1 eine Gabe von einem infektiosemusfiartikel pro Zelle der Zellkultur; analog

dazu entsprechen 0,001 moi einem Viruspartikell@0D Zellen.

2.10.2.3 Bestimmung der Coxsackievirus-Konzentratioim Plague-Assay

Um die Quantifizierung der Coxsackievirus-Replikatiunter dem Einfluss von CLSP-Fc bzw.
sCAR-Fc vergleichend zu ermitteln, wurde diese ilaqRe-Assay bestimmt. Aufgrund des
zythopathischen Virus-Effekts kommt es zur Lyse vaorfizierten Zellen und deren

unmittelbaren Nachbarzellen. Nach Fixierung und &nfing des Zellrasens werden Lyse-
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Areale als Plaques demarkiert. Diese werden aubfjer# dienen als Mal3 fir die Menge bzw.
Konzentration an infektiosen Viruspartikeln in derVerdinnungsstufen aufgebrachten Probe.
Hierbei kommt es, anders als bei der Virus-PCRseh®Rlich zum Nachweis des meist
deutlich geringeren Anteils der effektiv-infektidseiruspartikel.

Bereits vor der Inokulation des Virus-Fusionspnot@emisches mit der Zellkultur wurde der
Agar-Overlay, bestehend aus zwei Losungen, vorte¢rén Losung A wurde 0,32 g Agar mit
10 ml A. dest. gemischt und in einem Topf mit Wad#ger einem Bunsenbrenner fir 15 min
gekocht, bis sich der gesamte Agar aufgel6st hatieLosung B wurden 30 ml Eagle Overlay
(s. 2.1.8) mit 4 ml FKS vermischt und im Wasserbhadl 41,5°C erwarmt. Nun wurden beide
Losungen miteinander gut vermischt und im Wasserbad 41,5 °C fiur weitere 30 min
temperiert. Nach Entfernung des Virus-Fusionspnet@misches von den Hela-Zellen
(s. 2.10.2.2) wurden die Zellen mit 2 ml Agar-Owagrliberschichtet und nach Erkalten und
Verfestigung des Overlay 24 h im Brutschrank inkubi(bei 37 °C, 5 Vol% Cg). Zum
Anfarben des Zellrasens wurde 0,02 g Neutralrddml PBS geldst, filtriert und jeweils 2 ml
auf den Agar-Overlay pipettiert. Nach einer weitetekubation bei 37 °C im Brutschrank fur
2,5-4 h wurde die Farbelésung vorsichtig abgesaégischlieRend konnten die Plaques

ausgezahlt und die Virus-Konzentration wie folgtdohinet werden:

gezahlte Plaques / Inokulationsvolumen [ml] x Viraislinnung = pfu/ml.

2.11 Statistische Evaluierung

Alle Versuchsanséatze waren voneinander unabhangd) wurden unter Annahme einer
Normalverteilung der Messergebnisse mit dem ungé&paa zweiseitigen Student-t-Test
verglichen. Die Unterschiede zwischenmei Versuchsansatzen wurden als signifikant bleteac
wenn die p-Werte sich kleinats 0,05 erwiesen.

Die Berechnung der statistischen Parameter erfaigter Verwendung der Computersoftware
GraphPad Prism 5 (Version 5.00.288, GraphPad Sddtima., La Jolla/US).
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3  Ergebnisse

3.1 Konstruktion und Klonierung des CLSP-Fc in den Dox-
regulierbaren Plasmidvektor pAdG12

Die Wahl des pAdGl12-Expressionssystems (s. Kap2)l.begrindet sich auf einer Reihe
erwunschter Eigenschaften. Zum einen konnte dasstkaki in der Vergangenheit bereits in
adenoviralen Vektoren eingebaut und damit eineziefite Expression des Transgens und
Anwendbarkeitin vivo erzielt werden (85). Zum anderen war die transgexgression streng
Induktor-abhangig. Deren Initiation gelang aussgMich und effizient Gber Zufuhr von
Doxycyclin, wahrend sie nach Absetzen des Indukterhah eingestellt wurde.

Neben der niedrigen Basalaktivitat sind die gutguRerbarkeit des Expressionssystems sowie
dessen Integrationsfahigkeit in einen adenovirdektor wichtige Eigenschaften im Hinblick
auf moglicherweise folgende, funktionelle Erprobamgm Tiermodell.

3.1.1 Klonierung von pAdG12-CLSP-Fc

Um das mCLSP (im Weiteren CLSP genannt) mit deDBmédne des humanen IgGl zu
verknipfen und das neuartige Fusionsprotein (CL&P-Bber einen pharmakologisch
regulierbaren Plasmidvektor exprimieren zu koénnemaren zwei Klonierungsschritte
erforderlich.

Zunéchst wurde aus den beiden AusgangsplasmiderSpQind pCRTOPO-sCAR-Fc das
Zwischenklonierungsprodukt pCRTOPO-CLSP-Fc  gehildetierfur ~ wurden  beide
Ausgangsplasmide jeweils mit den RestriktionsenzyBamH| und Kpnl geschnitten und die
CLSP-cDNA aus dem pCLSP mit dem TOPO-Vektor ligiesomit entstand das
Zwischenklonierungsprodukt pPCRTOPO-CLSP-Fc mit kimtierenden Sequenz fir das CLSP-
Fc-Fusionsprotein. Im anschlielBenden Klonierung#sclvurden pCRTOPO-CLSP-Fc und
pAdG12-sCAR-Fc mit den Restriktionsenzynmiepnl und Mlul geschnitten und die cDNA des
CLSP-Fc aus dem pCRTOPO-CLSP-Fc in das Doxycyelguiierbare pAdGl2-
Vektorkonstrukt eingebracht. Hierfir wurden die spméchenden Fragmente zum
Klonierungsendprodukt, dem pAdG12-CLSP-Fc, ligigkbb. 3.1). Zur Plasmid-Konstruktion
siehe auch Kapitel 2.7.
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3.1.2 Sequenzverifizierung des pAdG12-CLSP-Fc

Fur die nachfolgenden Proteinexpressionsanalysen\Mimus-Inhibitions-Experimente war die
erfolgreiche Klonierung und Validierung des pAdGIRSP-Fc von elementarer Bedeutung.

Um den korrekten Fragmenteinbau und die Expredsamsette auf mogliche Mutationen zu
Uberprifen, wurde zunéchst eine RestriktionsanalgsePlasmids durchgefiihrt. Dabei konnten
auf Basis der vorliegenden Plasmidkartierung geegRestriktionsenzyme ausgewahlt und die
zu erwartenden Fragmentlangen errechnet werden. dén anschlielenden Agarose-
Gelelektrophorese gelang es, das ermittelte, ptgperifische Bandenmuster aufzuzeigen und
die Korrektheit der Klonierungsschnittstellen dégsl12-CLSP-Fc darzulegen (Abb. 3.2).

Eine Ubersicht tiber die einzelnen Restriktionsen8ghnittstellen im Plasmid pAdG12-CLSP-

Fc ist aus der Abb. 3.3 zu entnehmen.

a) b) c) d) 10 000

v oW

AR ERRLIRR IR

Abb. 3.2: Restriktionsanalyse des Vektor-Plasmids pAdG12-CLSH¢.

Testverdau von pAdG12-CLSP-Fc ni#) Mlul und Notl (erwartete Fragmentlangen: 6827/2023/780 Kip),Xbal (erwartete
Fragmentlange: 9630 b)) Mlul und Kpnl (erwartete Fragmentldngen: 7672/1958 Kd), EcoRl und BamHI (erwartete
Fragmentldngen: 6423/1266/1178/763, beachte Bansienfder beiden mittleren Fragmente aufgrund dhefit.dngen)

Des Weiteren wurde zur exakten Verifizierung desehtionsstelle diese einer vollstéandigen
Sequenzanalyse unterzogen. Aufgrund der Insertldogénapp 2000 bp (1958 bp) kamen acht
Primer (CLSP-Fc 1-8) zum Einsatz, mit denen in BE&R die entsprechenden Abschnitte
zunachst amplifiziert und hiernach sequenziert wardDabei konnte die Richtigkeit der

Basenabfolge im Bereich der Klonierungsschnittstellsowie des CLSP-Fc-kodierenden
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Notl (453)

S

Ad5 1-452

AmpR EcoRI (1227)

CMV—Prométor

Col E1 origin

/ _ BamHI(1991)
" Hindlll (2003)
bGH-polyA x
pAdG12-CLSP-Fc SV 40 polyA T
(9630 bp) ——— Miul (2478)
Fc-lgG

Ad5 4810-6566 - BamHI (3250)

Notl (3256)

cMV,
TREtight

Xhol (4802)

EcoRI (4448)  Kpnl (4436)

Xbal (4792)

Mlul Fc
37 acgcgt/CGCCATTTAGGTGACCACTATAGAATAGGGCCC 57
57 tgcgac/cGCGGTAAATCCACTGGTGATATCTTATCCCGGG 37
M OCCTCOC A TTTACCT CACCAC TATACAATACCCOCCC
150 200 210
] " ‘"f. l'|| l'_l.lhh VYL
Fc BamHI Notl CLSP

GCCCACCACTGT 5°
CGGGTGGTGACA 3~

37 TCACCACCACCACCACCACGACCTTCGATGggatccggcggccgc
57 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTGGAAGCTAC|Icctaggicgccggesg

TCAC CACAACAAC CAC CACC A C TIC CATCCCATCCOCCOC COCOCCCAC CCTCT
160 170 180 150 200
l
|

CLSP Kpnl
3 GTGGTCGGTCACGCCGCACAGGAACAGAAAGCCCAGCAGAAACACCAT|ggtacc 57
57 CACCAGCCAGTGCGGCGTGTCCTTGTCTTTCGGGTCGTCTTTGTGGTA|Iccatgg 3~
D ——

CTCCTCoCTCAC CCOCCACAC CANMCAC A A ACCCCACCAC AR MCAC CATOCTACC
150 180 170 120 150

Abb. 3.3: Sequenzierung des CLSP-Fc im Vektor-PlasihipAdG12-CLSP-Fc
oben: Plasmidkarte des pAdG12-CLSP-Fc mit Darstgller Restriktionsenzym-Schnittstellen; unten: Etgkierogramme der
entsprechandelasmid-

Mustersequenzen - Plasmid-Sequenzierung mittele @ealyzer ABI 310 und Auswertung unter Verwenduieg ABl DNA
Sequencing Analysis Software (Perkin Elmer, WelighlS)

Klonierungsschnittstellen M{ul, BamHI, Kpnl) mit vergleichender Darstellung der
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Plasmidabschnittes anhand des Abgleichs mit deliegenden Plasmid-Mustersequenz
bewiesen werden. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch detd&gung der drei Klonierungsschnittstellen
Kpnl, Mlul und BamHI.

Demzufolge konnten Mutationen in Bereichen deslemikrten CLSP-Fc sicher ausgeschlossen
werden und das pAdG12-CLSP-Fc fur nachfolgende Exeate Verwendung finden.

3.2 Zelltransfektionsexperimente mit PAdG12-CLSP-F¢
pAdG12-sCAR-Fc und pEGFP-C1

Die effektive Einschleusung (= Transfektion) derd@12-Shuttleplasmide in eukaryotische
Zellen war wichtige Vorraussetzung fir nachfolgerRteteinexpressionsanalysen und Virus-
Inhibitions-Experimente. Um diesbeziiglich vergleictde Daten fiir das neu zu untersuchende
CLSP-Fc zu erheben, wurden nachfolgende Untersgemuparallel mit dem bereits etablierten
antiviral-wirksamen sCAR-Fc durchgefihrt.

Der Transfektionserfolg ist stets von einer Vielzabn Faktoren abhangig. Um eine moglichst
hohe ektope Proteinexpression des CLSP-Fc und s&ARroteins zu erreichen, wurde eine
hohe Transfektionsrate bei andauernder, ausreienetalvitalitat angestrebt. Hierfir wurden in
dieser Arbeit unterschiedliche chemische Trangbekinethoden (Calciumphosphat-
Préazipitation, Lipofectamin 2000) und Rahmenbediggn erprobt. Zur Beurteilung der
Zielvorgaben wurden initial Zellen mit dem Indiket®lasmid pEGFP-C1 transfiziert. Hierbei
handelt es sich um ein fur das grun fluoreszierdhdéein (GFP) kodierende Plasmid.
Fluoreszenzmikroskopisch konnte somit die Trangiektate posttransfektionell anhand der
Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen abgeschatztdeve Des Weiteren erfolgte die
Einschatzung der Zellvitalitat tber lichtmikroskeghe Begutachtung der Zellmorphologien.
Unter Variation der zu transfizierenden ZelllinleelLa, HEK 293T), der Transfektionsmethode
(Calciumphosphat-Prazipitation, Lipofectamin 200@er Zelldichte zum Zeitpunkt der
Transfektion (60-100%ige Konfluenz) sowie der Daubis zum posttransfektionell
durchgefuhrten Mediumwechsel (16-25 h posttr.) ded eingesetzten Plasmid-DNA-Menge
(1-3 pg/Well) konnten mit folgenden Parameterntaiehsten Transfektionsraten und die beste
Zellvitalitat zum Zeitpunkt der Proteinernte nachbi® 3 Tagen erzielt werden: HEK 293T,
Calciumphosphat-Prazipitation, 90%ige Konfluenz,dMenwechsel 18 h posttransfektionell,
1,5-2,5 ug DNA/Well (Tab. 3.1, 3.2).
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Diese als Standartbedingungen erarbeiteten Tramwfigparameter wurden in den darauf
folgenden Experimenten beibehalten. Mit ihnen kennkonstante Transfektionsraten von
80-90 % erzielt werden (Abb. 3.4).

Transfektionsmethode ZeIIdichte_bei Transfektionsrate nach Zellvitalitat
Transfektion 18 h nach 48 h nach 72 h
60 % 50 % +
Calciumphosphat 80 % 80-90 % +++ ++
100 % 60 - 70 % + +
60 % 30 % +
Lipofectamin 2000 80 % 40 - 50 % +
100 % 60-70 % +

Tab. 3.1: Empirische Daten zur Zelltransfektion:Variation der Transfektionsmethode und Zelldichte

Die Transfektion von HEK 293T-Zellen erfolgte jelgeimit 2 pg DNA/Well pEGFP-C1 unter Variation der
Transfektionsmethode (Calciumphosphat-Prazipitatidnpofektamin  2000) und der entsprechenden Zeltdiclzum
Transfektionszeitpunkt. Der Mediumwechsel und tiereszenzmikroskopische Beurteilung der Transfektiate wurden 18 h
posttransfektionell durchgefiihrt. Die lichtmikrogksche Beurteilung der Zellvitalitéat geschah 48 @@d posttransfektionell.

Zelllinie Transfektionsrate Zellvitalitat

nach 18 h nach 48 h nach 72 h
HEK 293T 80-90% +++ + +
HelLa 60 % ++ +

Tab. 3.2: Empirische Daten zur Zelltransfektion:Variation der Zelllinie

Die Zelltransfektion erfolgte jeweils mit 2 ug DNAEIl pEGFP-C1 unter Variation der zu transfizieremdZelllinie (HEK
293T-Zellen, HeLa-Zellen). Als Transfektionsmethagerde die Calciumphosphat-Prazipitation gewahle Bonfluenz der
Zellen zum Transfektionszeitpunkt betrug 80 %. Déediumwechsel und die fluoreszenzmikroskopische ®#ung der
Transfektionsrate erfolgte 18 h posttransfektionle lichtmikroskopische Beurteilung der Zellvitéli geschah 48 und 72 h
posttransfektionell.

Abb. 3.4: Foto-Zelltransfektion
Die Transfektion (Methode: Calciumphosphat-Prézijitg von HEK 293T-Zellen erfolgte mit 2 ug DNA/W@EGFP-C1. Die
Konfluenz der Zellen zum Transfektionszeitpunktrbgt90 %. Mediumwechsel und Fotografie: 18 h pastfektionell. Die

somit erzielte Transfektionsrate betrug 80-90 ). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahm@) Durchlichtmikroskopische
Aufnahme

59



Ergebnisse

3.3 Charakterisierung der Expression des CLSP-Fc uh des
SCAR-Fc im pAdG12-Vektorkonstrukt

Nachdem stabile und effiziente Transfektionsbednggu erarbeitet wurden, konnte im
folgenden Schritt die Expression beider rekombieamtroteine beztglich ihrer Doxycyclin-
abhangigen Regulierbarkeit und ihres quantitati®barakters vergleichend untersucht werden.
Dabei galt es besonders die bereits bekannten, nepliten Eigenschaften der sCAR-Fc-
Expression im pAdG12-Expressionssystem auch fur GaSP-Fc zu dberprifen. Die
Expressionsanalysen fanden sowohl auf Transkripgibene mittels Northern Blot als auch auf
Proteinebene durch Western Blot und ELISA statt. idternen Transfektionskontrolle wurde
bei den folgenden Transfektionsexperimenten jesaaih Ansatz pro Zellplatte mit der gleichen

Menge des GFP-kodierenden Indikatorplasmids pEGERdDsfiziert.

3.3.1 Transkriptionsnachweis des CLSP-Fc und sCARd-sowie Nachweis
deren Dox-Abhangigkeit mittels Northern Blot

Um zunachst die Expression des CLSP-Fc und sCARdF@ ranskriptionsebene nachzuweisen
wurde die mMRNA beider Proteine mittels NortherntBlybridisierung detektiert.

Hierfur wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platterusgeséat (4 x 2@ellen/Well), am
nachsten Tag mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR{ec2 pg/Well) transfiziert und
ohne bzw. mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) kuiért. Zur Negativ- und internen
Transfektionskontrolle im Northern Blot, wurde gldel ein Well pro Zellplatte mit dem GFP-
kodierenden Plasmid pEGFP-C1 (2 ng/Well) trandfizidie Isolierung der Gesamt-RNA fand
48 h posttransfektionell statt. Dabei wurden je izWells gepoolt und von den so gewonnenen
Proben Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

Die Transkriptatanalyse erfolgte  mittels®**P-markierten,  spezifischen  Antisense-
Hybridisierungssonden gegen IgG1-Fc bzw. CLSP. @Zlisih wurde die rtTA2M2-mRNA,
deren Sequenz sich auf den pAdG12-Plasmidvekta®ndet und fur das Doxycyclin-bindende
Transaktivator-Protein rtTA2V2 kodiert, detektiert. Der Nachweis dgvAktin-mRNA diente
zur Ladekontrolle (Abb 3.5).
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+ — Dox

«—I1gG1-Fc
«— CLSP

«— rtTA2°-M2

h «— B-Aktin

pAdG12-sCAR-Fc pAdG12- CLSP-Fc pEGFP-C1

Abb. 3.5: Nachweis der CLSP-Fc- und sCAR-Fc-mRNA miels Northern Blot (Doppelbestimmung)

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-sCAR-Fc, pAdG12$R-Fc oder pEGFP-C1 (je 2 pug/Well) transfiziert (ele:
Calciumphosphat-Prazipitation). AnschlieBend erfolgte Gabe von 1000 ng/ml Doxycyclin pro Tag (+ Dézw. keine
Doxycyclin-Gabe (- Dox). Die RNA-Praparation und alyse mittels Northern Blot erfolgte 48 h spater.
(a) Detektion der sCAR-Fc-mRNA und CLSP-Fc-mRNA mittgdezfischer Sonde gegen IgG1-Ha) Detektion der CLSP-Fc-
mRNA mittels spezifischer Sonde gegen CLSE) Detektion von rtTA2M2-mRNA mittels spezifischer M2-Sonde;
(d) Ladekontrolle: Detektion voprAktin-mRNA

Die Analyse ergab einen deutlich positiven NachwieisCLSP-Fc- und sCAR-Fc-Transkription
im Falle der + Dox-Proben sowie keine bis abgeschv&Signale bei den — Dox-Proben. Damit
konnte die effiziente, Doxycyclin-abhangige Tramgskon von CLSP-Fc und sCAR-Fc bei
niedriger bis unterhalb der Nachweisgrenze befoheli, basaler Aktivitat des
Genexpressionssystems in Abwesenheit des Induktdgezeigt werden. Die in Relation zu den
sCAR-Fc-Banden etwas starkere Intensitat der CL&Bdnden deutet auf eine vergleichsweise
hohere Transkriptionsrate des CLSP-Fc im pAdG12r&sgionssystem hin.

Die Doxycyclin-unabhangige rtTAM2-Transkription konnte erwartungsgemaR in allen

pAdG1l2-transfizierten Versuchsansatzen nachgewieseden.

3.3.2 Translationsnachweis des CLSP-Fc und sCAR-Fsowie Darstellung
deren Dox-Abhangigkeit mittels Western Blot

Um die Doxycyclin-abhangige CLSP-Fc- und sCAR-F@fession sowie deren Regulierbarkeit
nachzuweisen wurde der Zellkulturiberstand von pAtlG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-
Fc transfizierten Zellen mittels Western Blot usterht. Dabei galt es auch die bezuglich seiner
antiviralen Funktion elementare Loslichkeit des €HSc und damit dessen suffiziente Abgabe

ins Zellkulturmedium erstmalig zu Gberprifen.
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Fur die Proteinanalyse wurden HEK 293T-Zellen a@f\Well-Platten ausgesat (4 x 10
Zellen/Well), am nachsten Tag mit pAdG12-CLSP-FevbpAdG12-sCAR-Fc (je 2 pg/Well)
transfiziert und mit unterschiedlichen Doxycyclim#zentrationen (0-10.000 ng/ml pro Tag)
kultiviert. Die Abnahme und Analyse der proteinfgah Zellkulturiberstdnde fand 48 h
posttransfektionell statt. Die Proteindetektionokgtfe mittels eines gegen den Fc-Teil des
humanen IgG1 gerichteten Antikorpers (sheep amtidnulgG-HRP) (Abb. 3.6).

Als Negativkontrolle fur den Protein-Blot wurde ataich ein Well pro Zellplatte mit pAdG12-
SCAR-FGunk (2 pg/Well) transfiziert und ebenfalls mit Doxydyc (1000 ng/ml pro Tag)
kultiviert. Hierbei handelt es sich um einen mitndgAdG12-sCAR-Fc fast identischen
Plasmidvektor, der sich von diesem lediglich duggte Punktmutation an Nukleotidposition 10
im sCAR-Fc-kodierenden Genabschnitt unterscheidgt Plasmidkarte mit Detailansicht im
Anhang). Aufgrund einer Deletion an besagter Stklexmt es zu einer Verschiebung des
Leserasters (frameshift) und konsekutiv zu einarhZeitigen Translationsabbruch. Es resultiert
ein trunkiertes sCAR-Fc-Protein aus lediglich 12 iAosduren, welches von dem verwendeten

Antikodrper nicht detektiert werden kann.

98 kDa ——

62 kDa ——
«— sCAR-Fc

49 kDa ——

0 10 100 1000 10.000 1000 ng/ml Doxycyclin
SCAR-FC trunk

Abb. 3.6: Expressionsnachweis von CLSP-Fc und sCAReRm Zellkulturiiberstand mittels Western Blot

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-$CBc oder pAdG12-sCAR-kg transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prézipitation). Die Kultivierung agte anschlieRend mit unterschiedlichen DoxycyElosen

(0-10.000 ng/ml). Die Zellkulturiiberstandsabnahme @roteinbestimmung durch Western Blot-Analyse lg@sci8 h spater.
Der Nachweis der IgG1-Fc-Doméne des CLSP-Fc und sE&Ra Zellkulturiiberstand erfolgte mittels sheepi Aamman IgG-

HRP (Amersham, Piscataway/US).

Die Analyse mittels Western Blot ergab einen dehtlpositiven Nachweis des CLSP-Fc im
Zellkulturiberstand und damit eine effiziente Tiatisn und Sekretion des Fusionsproteins in
das Kulturmedium. Dabei stellte sich sowohl die €S- als auch die sSCAR-Fc-Produktion
bei niedriger Basalaktivitat Doxycyclin-abhangig rdaBei steigenden Doxycyclin-
Konzentrationen konnten allerdings keine weserglicBEunahmen der Proteinmengen detektiert
werden, wahrend schon bei geringen Induktorkonagatren (10 ng/ml pro Tag) eine effektive
CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Synthese stattfand.
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Insgesamt lie3 sich aufgrund der starkeren Sigiemlgitéat der CLSP-Fc-Banden auf eine
vergleichsweise hohere Proteinexpression des CIlcSBeRlie3en, womit diesbezuglich die
Resultate des Northern Blots bestétigt wurden. FEwteinnachweis im Zellkulturiberstand der

mit pAdG12-sCAR-Fgunk transfizierten Zellen blieb erwartungsgeman aus.

Aufgrund seiner IgG1-Fc-Domaéne ist mit einer pasttslationalen Dimerisierung des CLSP-Fc-
Molekils zu rechnen. Die sich unter physiologischéedingungen ausbildenden
Disulfidbrickenbindungen werden unter reduzierendigienschaften des Western Blots wieder
gespalten. Der Nachweis des CLSP-Fc-Monomers ¢efolgei ca. 75 kDa. Unter nicht
reduzierenden Western Blot-Bedingungen konnte dhgsiplogisch vorkommende Form bei
ca. 150 kDa detektiert werden (Abb. 3.7).

188 kDa P
« 150 kDa

98 kDa P

« 75 kDa
Abb. 3.7: Nachweis des CLSP-Fc-Dimers im Zell-
kulturtiberstand mittels Western Blot

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc transfizie
(Methode: Calciumphosphat-Prézipitation). Die Kuéing
erfolgte anschliefend mit 1000 ng/ml Doxycyclin prag.
Die Abnahme des Zellkultur-Uberstandes und die
Proteinbestimmung mittels Western Blot geschah 4pater.
Der Blot wurde unter nicht reduzierenden (- DTT) und
reduzierenden (+ DTT) Bedingungen durchgefiihrt.
DTT +DTT A_ntikdrper: sheep anti human IgG-HRP (Amersham,
Piscataway/US)

62 kDa P

49 kDa P

3.3.3 Darstellung der Dox-abhangigen Expression unQuantifizierung des
CLSP-Fc und sCAR-Fc mittels ELISA

Um die Doxycyclin-abhangige CLSP-Fc- und sCAR-F@fession sowie deren Regulierbarkeit
exakt zu quantifizieren wurde der Zellkulturibenstaron mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-

SCAR-Fc transfizierten Zellen mittels ELISA untecht

Fur die Konzentrationsbestimmung beider Fusionspietwurde ein den Fc-Teil des humanen
IgG nachweisendes ELISA-Kit (Bethyl Lab Inc., Moaigery/US) verwendet. Die quantitative

Probenanalyse konnte Uber die Mitfilhrung eines Fg&standards und die Anfertigung einer

Kalibrierungskurve realisiert werden. Dabei wurdsowohl die Proben der Standart-
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Verdunnungsreihe als auch die zu untersuchendeteif#®roben in Doppelbestimmung
analysiert. Als Negativkontrolle und zur Ermittlungles Backgrounds fungierten
Zellkulturiberstande von mit pAdG12-sCARqh#k transfizierten Zellen.

Fur die Untersuchung der Doxycyclin-abhangigen Rerharkeit der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-
Expression wurden Transfektion und Probenzeitpumikhme wie unter 3.3.2 gewahlt
(Abb. 3.8).

2500
* ¥k ¥k * k ¥k
E 2000 | —=
? E S o 5
£ 1500 -
(11}
2
ET) O sCAR-Fc
E 1000 1 B CLSP-Fc
T
E 500
. 0 10 100 1000 10.000 ng'ml pro Tag
Doxycyelin

Abb. 3.8: Messung der Dox-regulierbaren CLSP-Fc/sCAHRFc-Expression mittels ELISA

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pA&=ECAR-Fc (je 2 pg/Well) transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prazipitation) und mit unterschadih Doxycyclin-Konzentrationen (0-10.000 ng/ml fiag) kultiviert. Die
Abnahme und Analyse der Zellkulturiiberstande im3& lerfolgte 48 h spater. (*** p < 0,001 fiir CLSP-Rs: sCAR-Fc-
Konzentration bei identischen Doxycyclin-Dosen)

Auch im ELISA zeigten beide Proteine eine deutlidbxycyclin-abhangige Expression sowie
nachfolgende Sekretion in den Zellkulturiberstame in Abwesenheit des Induktors
gemessene Basalaktivitat (CLSP-Fc: 38 +/- 1 nga@IAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) war um den
Faktor 42 bzw. 19 geringer als die Proteinexpresdimter der niedrigsten Doxycyclin-
Dosierung (10 ng/ml pro Tag). Entsprechend der lrgse aus dem Western Blot konnte selbst
bei geringen Induktorkonzentrationen (10 ng/ml grag) eine effektive Expression beider
Proteine nachgewiesen werden (CLSP-Fc: 1560 +/ngihl; sCAR-Fc: 946 +/- 51 ng/ml).
Diese war allerdings nur begrenzt steigerbar, sss danter hoheren Induktordosen keine
signifikanten Proteinmengenzunahmen mehr detekieriden. In jenem Bereich, vor allem
zwischen 100 und 10.000 ng/ml Doxycyclin pro Tagy waher eine weniger gute Doxycyclin-
regulierbare CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Sekretion aus den dem pAdGl12-Expressionssystem

transfizierten Zellen zu konstatieren und demzddigreits ein Maximalwertniveau erreicht.
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Bei diesem Versuchsansatz konnte nach 48 h eineimmabx Proteinausbeute von
1924 +/- 96 ng/ml (CLSP-Fc) bzw. 1506 +/- 21 ngfsCAR-Fc) erzielt werden. Insgesamt
zeigte sich eine um 22 — 39 % signifikant hoherg@ression des CLSP-Fc gegenuber dem
sCAR-Fc bei vergleichbarer Basalaktivitat.

In einem weiteren Expressionsexperiment wurdenGli8P-Fc- und sCAR-Fc-Produktion bei
konstanten Induktorkonzentrationen Uber 72 h vesigénd untersucht. Hierfur wurden HEK
293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesat (4 XZdlen/Well), am nachsten Tag mit pAdG12-
CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 pg/Well) trangfiz und mit 1000 ng/ml pro Tag
Doxycyclin  kultiviert. Die  Abnahme und Analyse derfusionsproteinhaltigen
Zellkulturiberstande fanddh 18, 24, 48 und 72 h posttransfektionell stalil{A3.9 a).
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Abb. 3.9: Messung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Expression Ub&2 h mittels ELISA

(&) HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pA@=HCAR-Fc (je 2 pg/Well) transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prazipitation) und mit 1000 ng/mb pfFag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme und Anatysder
Zellkulturiiberstande im ELISA erfolgte 0, 18, 28, 4dnd 72 h spater. (*** p < 0,001 fiir CLSP-Rs: SCAR-Fc-Konzentration
nach definierten posttransfektionellen Zeitintel@ (b) Darstellung der Negativkontrollen: Die Messung der
Zellkulturiiberstande mittels ELISA nach Transfektimit pAdG12-sCAR-Fgn (2 pg/Well) und konstanter Doxycyclin-Gabe
(2000 ng/ml pro Tag) erfolgte 0, 18, 24, 48, 7okttransfektionell.
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Bei dieser Expressionsanalyse konnten bereits p8sitransfektionell erste CLSP-Fc-/sCAR-
Fc-Mengen im Zellkulturmedium detektiert werden. Zeggte sich, dass zwischen 24 und 48 h
posttransfektionell die starkste CLSP-Fc- bzw. s&ARSekretion stattfand (durchschnittlich 91
bzw. 80 ng/ml pro h), wahrend anschlieRend, bisletzten Uberstandsabnahme nach 72 h, die
Hohe der Proteinsekretion wieder abnahm (durch#@hbhinur noch 28 bzw. 24 ng/ml pro h).
Auf weitere Messungen (> 72 h posttransfektionefljyde aufgrund des zu jenem Zeitpunkt
schon sehr dichten Zellwachstums und konsekutiverahme der Zellvitalitat verzichtet.

In diesem Versuchsansatz konnte nach 72 h eine nma#xi Proteinausbeute von
4088 +/- 88 ng/ml (CLSP-Fc) bzw. 2943 +/- 50 ng{slCAR-Fc) erzielt werden. Auch hier
zeigte sich eine um 24 — 64 % hohere ExpressionCl&-Fc gegenuber dem sCAR-Fc, so
dass insgesamt von einer deutlich besseren Expnsskiduzierbarkeit des entsprechenden
Zielgens im pAdG12-CLSP-Fc-Vektorkonstrukt auszegetst.

Ein Fusionsproteinnachweis im Zellkulturiiberstaed ihit pAdG12-sCAR-Fgnk transfizierten

Zellen blieb erwartungsgemal aus (Abb. 3.9 b).

3.4  Adenovirus-Inhibitions-Assay

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCARiRcBezug auf Adenovirusinfektionen
wurde im Rahmen eines Adenovirus-Inhibitions-Assay®rsucht.

Dabei wurde die Viruslast der Zellen nach dereekhbn mit einem replikationsdefizienten,
Luciferase-kodierenden Adenovirus-Vektor (AdVCMVDucwelcher als morphologischer
Vertreter des Ad-Subgenus C (Serotyp 5) CAR alsishimdungsrezeptor benutzt, jeweils mit
bzw. ohne fusionsproteinhaltigen Zellkulturiibersi&mvergleichend bestimmt.

Aufgrund der sterischen Inhibierung der AdenoviReszeptorbindungsstellen durch die N-
terminale D1-Doméane des sCAR-Fc bzw. der drei demuaologen IgV-Doméanen des CLSP-Fc
sollte die Zellinfektion bei Vorbehandlung mit dirsionsproteinhaltigen Zellkulturiberstanden
entsprechend geringer ausfallen (139, 199). Enidehd war hierbei die Frage, ob das CLSP-Fc
wegen der multiplen, antiadenoviral-wirksamen Ig¥ntinen eine vergleichsweise starkere
inhibitorische Wirkung aufweisen wurde.

Die nach Vektoraufnahme in der Wirtszelle synthetie Luciferase katalysiert die Umsetzung
des Substrats Luciferin. Die dabei entstehendetémlssion diente als Reporter fur die zellulare
Transduktion mit dem eingesetzten adenoviralen &fekihd war proportional zu der in die
Zellen gelangten Virusmenge. Der Nachweis der lanage-Expression erfolgte im

entsprechenden Assay mit dem Luciferase Detectibn K
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3.4.1 Prufung verschiedener Testsysteme und Optieiung der

Versuchsablaufe

FUr die Untersuchung der antiadenoviralen Wirksamttes CLSP-Fc und sCAR-Fc wurden
verschiedene Testsysteme erprobt und technisch&ufsblhinsichtlich der zuverlassigen
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse optimiert.

Variablen in der Versuchsanordnung waren beispilsvdie zu infizierende Zelllinie, die
Dauer der Inkubation mit viruspartikelhaltigen Zelkuriiberstdnden oder der Messzeitpunkt
nach der Infektion. Kriterien fur ein zufriedenseldes Versuchsprotokoll waren die Intaktheit
des Zellrasens und eine ausreichende Zellvitalé@n Messzeitpunkt, welche sich als
grundlegend fiir die Reproduzierbarkeit und danmat\daliditat der Ergebnisse darstellten.

Bei der sich durchgesetzten Methodik wurden zurta¢hiSK 293T-Zellen entweder mit
pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc bzw. pAdG12-sCARdmc transfiziert und mit
Doxycyclin kultiviert. Aus den Expressionsanalygsn Kap. 3.3.3) war bekannt, dass 48 h
posttransfektionell bereits hohe Protein-Wirkspiegereicht wurden, weshalb zu jenem
Zeitpunkt die Abnahme der Zellkulturiberstandetitatl. Diese wurden in einem weiteren
Schritt mit AdVCMVLuc prainkubiert und fur einen filderten Zeitraum auf Hela-Zellen
gegeben, welche aufgrund ihrer ausgepragten CoesAdenovirus-Rezeptor (CAR)-
Expression als besonders permissiv fir Adenovirefieg. 24 h postinfektios wurde die
Luciferaseaktivitat in den HelLa-Zellen gemessenbevalie Proben mit Zellkulturtiberstanden
aus den mit pAdG12-sCAR-fgk transfizierten Zellen als Negativkontrolle fungesr und
dementsprechend deren Infektion als maximal (=%p@ngenommen wurde.

Wahrend bzw. nach der Inkubation der Hela-Zellent nden viruspartikelhaltigen
Zellkulturiberstanden wurden die Beschaffenheit dekrasens und die Zellmorphologien in
regelmafigen Abstanden lichtmikroskopisch tUberpuiift im abschlieRenden Luciferase-Assay
nur unbeschadete Anséatze zu verwerten.

Die einzelnen Handlungsschritte bei der Durchfiigrder Adenovirus-Inhibitions-Experimente

sind im nachfolgenden Flie3diagramm nochmals sctisohaveranschaulicht (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung tiber den Ablawder Adenovirus-Inhibitions-Experimente

3.4.2 Antiadenovirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und GAR-Fc Im

Luciferase-Assay

Mit dem zuvor erarbeiteten Versuchsprotokoll wurdie antiadenovirale Wirksamkeit des
CLSP-Fc und sCAR-Fc initial Uberpruft und vergleold quantifiziert. Durch Variation der
Kontaktzeit des Virusgemisches mit der zu infizielen Hela-Zelllinie wurde hierbei dieser
Einflussfaktor parallel untersucht.

Zunachst wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platmusgesat (4 x 2@ellen/Well), am
nachsten Tag entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG1RR€Ec oder pAdG12-sCAR-kgnk
(e 2 pg/Well) transfiziert und mit Doxycyclin (100ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h

posttransfektionell wurden die fusionsproteinhaltig Zellkulturiberstande abgenommen,
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gepoolt und fur 30 min bei 4 °C mit AdVCMVLuc préubiert. Danach erfolgte die Gabe von
450 ul/Well der viruspartikelhaltigen Zellkulturiiséinde (150 Pa/Zelle) fur 1,5 h bzw. 24 h auf
tags zuvor ausgesate Hela-Zellen (1,8 XZHllen/Well; 24-Well-Platte). 24 h spater wurde die
Bestimmung der Luciferase-Aktivitat durchgefuhrbf 3.11).
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Abb. 3.11: Adenbitions-Assay mit CLSP-Fc und sCAR-Fc

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-$GAc bzw. pAdG12-sCAR-kg. transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prézipitation) und mit 1000 ng/mlidxyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkulturibé#sde geschah 48 h
posttransfektionell. Nach Prainkubation der Zelitilberstande mit AdVCMVLuc fiir 30 min bei 4 °C edi@ deren Gabe auf
HelLa-Zellen (= 150 VP/Zelle) fiir 1,5 h bzw. 24 bwieils Dreifachbestimmungen). Die Messung der lanage-Aktivitat wurde
24 h nach der Transduktion durchgefiihrt. (*** p ©@L; ** p < 0,01; * p < 0,05 fir die Reduktion déiruspartikelaufnahme:
Kontrolle vs. CLSP-Fc/sCAR-Fc bzw. CLSP-ks. sCAR-Fc)

Die Messung der Luciferase-Aktivitat ergab bei d&rSP-Fc-haltigen Proben eine Reduktion
der Viruspartikelaufnahme in die Zellen um 19,0 % 8,3 % (Inkubationszeit: 1,5 h) bzw.
19,4 % +/- 12,9 % (Inkubationszeit: 24 h) und ben 8 CAR-Fc-haltigen Proben um 41,6 % +/-
6,3 % (Inkubationszeit: 1,5 h) bzw. 24,5 % +/- Z44Inkubationszeit: 24 h). Hiermit konnte die
antiadenovirale Wirksamkeit der l6slichen Fusiooggine CLSP-Fc und sCAR-Fc bestatigt
werden. Dabei deutete sich eine vergleichsweiskes&Wirksamkeit des sCAR-Fc an.
Insgesamt stieg das Infektionsniveau Uber die zmeelde Dauer der Kontaktzeit mit dem
Viruspartikelgemisch erwartungsgemafd an, wahremdndebitorische Effekt der Proteine mit
zunehmender Dauer der Inkubationszeit bei abnehemnedéllvitalitdt tendenziell geringer
ausfiel. Aufgrund dieser Beobachtung wurde die b#ionszeit in den Folgeexperimenten auf

1,5 h limitiert.
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3.4.3 Dosis-Wirkungs-Experiment: konzentrationsabhégige, antiadeno-

virale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc im Lucitrase-Assay

In weiterfiUhrenden, dosisabhéngigen Experimentelitesalas Wirkungsverhaltnis beider
Proteine genauer quantifiziert werden. Um flr bdtdsionsproteine ein vergleichendes Dosis-
Wirkungs-Profil zu erstellen, wurden zunéchst CLSPsCAR-Fc-Konzentrationen im
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt und dnlgf3end definierte Proteinmengen im
Adenovirus-Inhibitions-Assay eingesetzt.

Fur die Dosis-Wirkungs-Experimente wurden HEK 293#llen auf 12-Well-Platten ausgesat
(4 x 10 Zellen/Well), am nachsten Tag entweder mit pAdG1BE-Fc, pAdG12-sCAR-Fc
oder pAdG12-sCAR-Fenk (je 2 pg/Well) transfiziert und mit Doxycyclin (20 ng/ml pro Tag)
kultiviert. 48 h posttransfektionell wurden die iussproteinhaltigen Zellkulturiberstande
abgenommen, gepoolt und nach Quantifizierung delSREEc-/sCAR-Fc-Konzentrationen
mittels ELISA auf 10, 100 und 1000 ng/ml verdinim. Anschluss wurden die Proben flr
30 min bei 4 °C mit AdVCMVLuc prainkubiert, um dam 450 pl/Well der
viruspartikelhaltigen Zellkulturiberstande (150 ¥®&le) fur 1,5 h auf tags zuvor ausgesate
HelLa-Zellen (1,8 x 1Xellen/Well; 24-Well-Platte) zu geben. 24 h spadolgte die Messung
der Luciferase-Aktivitat (Abb. 3.12).

Insgesamt vermochten sowohl die CLSP-Fc- als auehs@AR-Fc-haltigen Proben eine
signifikante Reduktion der Viruspartikelaufnahmedie Zellen zu bewirken. Es zeigte sich fir
beide Proteine eine, wenn auch teils moderate, [fupades antiadenoviralen Effekts in
Abhangigkeit von der eingesetzten ProteinkonzantratSignifikante Wirkungszunahmen bei
steigenden Wirkproteinkonzentrationen konnten taieftir das CLSP-Fc von 10 auf 100 ng/ml
und fir das sCAR-Fc von 100 auf 1000 ng/ml gemesszden.

FUr niedrige Fusionsprotein-Konzentrationen (10mipg/konnten lediglich geringe Effekte
erzielt werden (p-Werte Kontrolkes. 10 ng/ml: p = 0,1 fur CLSP-Fc; p < 0,05 fir sCARKF
Wahrend unter der getesteten Hochstkonzentratiarl@90 ng/ml das CLSP-Fc eine maximale
Inhibition von 19,5 % +/- 5,4 % erreichte, lag dehibitorische Maximaleffekt des sCAR-Fc
doppelt so hoch bei 40,7 % +/- 7,6 %. Damit begt@ti sich die in den Vorexperimenten

erzielten Ergebnisse des vergleichsweise hohertgadanoviralen Potentials des SCAR-Fc.
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Abb. 3.12: Adenovirus-Inhibitions-Assay mit CLSP-Fcund sCAR-Fc (Dosis-Wirkungs-Experimente)

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdGl12-$&CAc bzw. pAdG12-sCAR-kg. transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prézipitation) und mit 1000 ng/md pag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkuriiberstande und
Bestimmung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Konzentration mitlel$SA geschah 48 h posttransfektionell. AnschlieRamurden die
Proben auf 10, 100 und 1000 ng Fusionsprotein/madiret. Nach Prainkubation der ZellkulturiiberstamieAdVCMVLuc fir

30 min bei 4 °C erfolgte di&abe auf HeLa-Zellen (= 150 VP/Zelle) fir 1,5 hvgdls Mehrfachbestimmungen). Die Messung
der Luciferase-Aktivitdt wurde 24 h nach der Trand@n durchgefuhrt. (*** p < 0,001; * p < 0,05 fidie Reduktion der
Viruspartikelaufnahme: Vergleich unterschiedlickiérkprotein-Konzentrationen zueinander)
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3.5 Coxsackievirus-Inhibitions-Assay: Anticoxsackierale Wirk-

samkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc im Plague-Assay

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCARuF8ezug auf Coxsackievirus-Infektionen
wurde im Rahmen eines Coxsackievirus-Inhibitionsays untersucht.

Hierbei wurden fusionsproteinhaltige Zellkulturid#&nde zusammen mit Coxsackieviren der
Subgruppe B (CVB3) prainkubiert, auf viruspermissiHelLa-Zellen gegeben und die
Virusreplikation mittels Plaque-Assay quantifizieWegen des cytopathischen Viruseffektes
kommt es zur Lyse von infizierten Zellen und denemmittelbaren Nachbarzellen. Nach
Anfarbung des Zellrasens kdonnen die lytischen Baeein Form von nicht angefarbten Stellen
(sog. Plaques) ausgezahlt und als Mafl3 fur die Memgeinfektiosen Viruspartikeln im
Inkubationsaliquot (Angabe in PFU/ml = plaque fammiunits pro Milliliter Virusaliquot)
angenommen werden.

Aufgrund der sterischen Inhibierung der CVB-Rezdptwlungsstellen und zusatzlich des
irreversiblen Verlustes der Viruspartikelinfekitd$ durch Interaktion mit der N-terminalen
IgV-Doméane des sCAR-Fc sollte die Zellinfektion reEAR-Fc-haltigen Zellkulturiberstanden
bekanntermal3en geringer ausfallédb die drei homologen IgV-Doméanen des CLSP-Fc
ebenfalls ein anticoxsackievirales Potential besitavurde dabei analog erstmals Uberpruft.

Zur Untersuchung der anticoxsackieviralen Wirkungs dCLSP-Fc und sCAR-Fc wurden
zunachst HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten au&gés$ x 16 Zellen/Well), am néchsten Tag
entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc odedA2-sCAR-Fgunk (je 2 pg/Well)
transfiziert und mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tydgultiviert. 48 h posttransfektionell erfolgte
die Abnahme der Zellkulturiberstande. Das Virusadtgwurde jeweils mit CLSP-Fc-, sSCAR-
Fc-haltigen bzw. fusionsproteinfreien Zellkulturigt@&nden auf 0,005 moi bzw. 0,001 moi
verdinnt und 30 min bei 4°C prainkubiert. Anschéie@® wurde auf die tags zuvor ausgesaten
HelLa-Zellen (1 x 1©Zellen/Well, 6-Well-Platte) je 1 ml Prainkubat gégn und fir 30 min bei
37 °C belassen. Die Quantifizierung der CVB3-Raliin in den Zellen fand 24 h spater im
Plaque-Assay statt (Abb. 3.13). Fusionsproteinftgieerstande aus den mit pAdG12-sCAR-
Fcrunk transfizierten Zellen fungierten hierbei als Negaintrolle und dementsprechend wurde

die Infektion relativ zu diesen Proben dargestellt.
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Abb. 3.13: Coxsackievirus-Inhibitions-Assay

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-$CAc bzw. pAdG12-sCAR-Fg, transfiziert (Methode:
Calciumphosphat-Prézipitation) und mit 1000 ng/mbd giag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkuriiberstande
geschah 48 h posttransfektionell. Nach Prainkubatier Zellkulturiiberstande mit CVB3 (0,005 bzw. 0,00di) fiir 30 min bei
4 °C erfolgte die Gabe des Virusgemisches auf Hetled fiir 30 min bei 37 °C. Die Quantifizierung deyB3-Replikation
gelang 24 h spater mittels Plaque-Assay. (*** p,&0d fir CLSP-Fws. sCAR-Fc)

Die Auswertung des Plaque-Assays ergab, dass dadirst Einsatz verhaltnismafig geringer
Mengen Viruspartikel pro Zelle (0,005 bzw. 0,001imand unverdinnter CLSP-Fc-haltiger
Uberstande diese keine anticoxsackievirale Wirkaufyviesen. Daher entsprach die Anzahl der
jeweils ermittelten Plagues trotz maximaler CLSPKlenzentrationen der der in den
fusionsproteinfreien Anséatzen (SCARpk&) ermittelten. Hingegen konnte in allen Anséatzeh mi
SCAR-Fc-haltigen Zellkulturiberstdnden keine Viggikation mehr nachgewiesen werden
(PFU/mI = 0), welches einen effizienten anticoxsewikalen Effekt des sCAR-Fc bestétigt und
die Validitdt des Inhibitions-Assays untermauerufgkund dieses Ergebnisses erschien die
Durchfihrung weiterfihrender Experimente als nahgezeigt, da die Fragestellung bereits zu

diesem Zeitpunkt hinreichend beantwortet werdemkan
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4 Diskussion

4.1 Auswahl des pharmakologisch regulierbaren pAd®&2 als
Gen-Vektor

Basierend auf den Kenntnissen molekularbiologiséha@éufe der viralen Replikationszyklen
waren in den vergangenen Jahren zahlreiche molekuland biopharmakologische
Behandlungsansatze Gegenstand der Forschung. dnslees im Hinblick auf CVB-verursachte
Herzmuskelinfektionen konnten neue, hochspezifiscBebstanzgruppen experimentell
entwickelt und hinsichtlich ihres klinischen Anwemgjspotentials untersucht werden (83). Ziel
dieser Arbeit war es das neuartige Fusionsprot&iSFCFc bezliglich seines antiadenoviralen
und anticoxsackieviralen Potentials erstmalig zerfitiifen und bei entsprechender Datenlage
weiterfihrende tierexperimentelle Untersuchungemitieren.

Bei der experimentellen Erprobung neuer Biopharmalen sogenannten Biologics, nehmen
Gen-Vektoren eine wichtige Funktion ein. Sie erngbgin nach erfolgreicher Klonierung die
Amplifikation des gewinschten Genprodukts sowieRahmen vorin-Vivo-Anwendungen das
Erzielen hoher Wirkspiegel im Untersuchungssettii@er Transfer biopharmakologisch
wirksamer Nukleinsduren gelingt prinzipiell Gber tenschiedliche Methoden bzw.
Zellintegrationsmechanismen, wobei als Transpantd UGiragervehikel Ublicherweise Plasmide
oder virale Vektoren genutzt werden (228). Trarnsieplasmidbasierende Expressionssysteme,
wie sie in dieser Arbeit zum Einsatz kamen, ernabgin eine verhaltnismalig schnelle und fur
experimentelle Zwecke quantitativ ausreichende tdbusig von Proteinprodukten. Das uber das
pAdG12-Shuttleplasmid exprimierte Fusionsprotein SBEFc  konnte nach erfolgreicher
Transfektion aus eukaryotischen Zellen in hinreicte Menge erzeugt und durch seine
|6slichen Eigenschaften direkt aus dem Zellkultergband fur initialeln-Vitro-Inhibitions-
Experimente eingesetzt werden.

Zwar gelang es nach intramuskularer Injektion untbchlieRender Transfektion mittels
Elektroporation Uber Plasmid-exprimierte LRAs in Wdé&n CVB3-verursachte
Herzmuskelentzindungen zu verhindern bzw. abzusdimvd (139), jedoch weisen
Plasmidvektoren im Hinblick auf-vivo-Erprobungen entscheidende Defizite auf. Nachteild
Limitationen der Plasmidanwendung stellen zytotokxés und allgemein gewebeschadigende
Transfektionseinfliisse, niedrigere Transferrateml @mne daraus resultierende ineffektivere

Transgenexpression dar (229).
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Hingegen gelingt bei der Transduktion von Zielzelhaittels viraler Vektoren ein effektiverer,
vergleichsweise zellschonender Gentransfer. In dergangenheit konnte das pAdG12-
Plasmidvektorkonstrukt bereits erfolgreich in eirzelenoviralen Vektor (AdV) eingebracht und
im CVB3-Myokarditismausmodell angewendet werden).(8&it der transgenen Expression des
LRAs sCAR-Fc tber das AdV-vermittelte Genexpresssgstem AdG12-sCAR-Fc konnte so im
CVB3-Myokarditismausmodell neben der Reduktion kimdialen Infektion, Inflammation und
des Gewebeschadens auch eine Verbesserung hamasiyimamParameter nachgewiesen
werden (8%. Aus diesen Griindefandenparallel Vorarbeiten zur Konstruktion eines CLSP-Fc
exprimierenden AdV (AdG12-CLSP-Fc) statt (Daterhhigezeigt).

Neben der Auswahl des geeigneten Gen-Vektors kormagutiierbaren Expressionssystemen im
experimentellen wie im gentherapeutischen Konteme avichtige Bedeutung zu (213). Die
Expressionsregulation des Zielgens ermdglicht dasndgenprodukt innerhalb eines
therapeutischen Bereichs auszusteuern und soreitseits ausreichend hohe pharmakologische
Wirkspiegel zu erzielen, jedoch andererseits tdyasc Substanzeinflissen bzw. eventuell
auftretenden unerwiinschten Arzneimittelwirkunged tneaktionen entgegenwirken zu kdénnen.
Wichtige Eigenschaften eines extern regulierbareqpréssionssystems sind, neben einer
niedrigen Basalaktivitdt, eine effiziente Induzemkeit des Transgens und eine zeitnahe
Induktor-abhangige Systemregulation (212, 213). Dkesteren sollte der eingesetzte Induktor,
auch bei wiederholter Anwendung, eine bekanntermafige Vertraglichkeit aufweisen und
Uber eine einfache, moéglichst orale Applikationsfarerabreicht werden kdnnen (223-213).

Das fur die Experimente dieser Arbeit ausgewdhbarmakologisch-regulierbare Tet-On-
Expressionssystem pAdG12 weist in vielerlei Hinsigmwiinschte Eigenschaften auf. So
konnten Pinkertet al. selbiges Plasmid-Konstrukt in einen AdV einbawen hieriber eine
effektive Expression des LRA sCAR-Fc und desseraffeutisch wirksame AnwenduingVvivo
erzielen (85). DarUber hinaus war die transgenadsgon streng Induktor-abhangig und deren
Initiation gelang ausschliel3lich und effizient Uleg orale Zufuhr von Doxycyclin, wahrend sie
nach Absetzen des Induktors zeitnah eingestelldewur

Argumente flr die initiale Erprobung des neuartigéusionsproteins CLSP-Fc im
entsprechenden Shuttleplasmidvektor (pAdG12-CLSP-€igaben sich aus der zunachst
zellkulturexperimentell angelegten AufgabenstelluBg konnten nach Plasmidvektorherstellung
und erfolgreicher Transfektion unmittelbar vergtginde In-vitro-Expressionsanalysen und
Virus-Inhibitions-Experimente  durchgefihrt werdenhne zuvor eine zeitaufwandigere
Virusvektorherstellung in Kauf nehmen zu mussenan$fektionsnachteile wie geringere

Gentransferraten und zytotoxische Zelleffekte sprehierbei eine untergeordnete Rolle. Da die
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Vorziige eines viralen Vektors v. a. bei nachfolggnth-vivo-Anwendungen zum Tragen
gekommen waren, lieBen die experimentellen Erkessgnaus den Plasmid-Experimenten

retrospektiv betrachtet eine derartige Konstruktiod Verwendung nicht rechtfertigen.

4.2 Expression des CLSP-Fc und sCAR-Fc im Doxycyat
abhangigen pAdG12-Vektorsystem

In dieser Arbeit wurde nach erfolgreicher Vektorkbrung und Erarbeitung stabiler und
effektiver Transfektionsbedingungen die Expressittas CLSP-Fc in eukaryotischen Zellen
qualitativ und quantitativ erfasst. Parallel wurdier SCAR-Fc im gleichen Expressionssystem
eingesetzt und dessen Induktor-abhangige Regutleiba sowie dessen transgenes
Proteinexpressionsprofil mit dem des CLSP-Fc véergend untersucht.

Sowohl in der Northern Blot- als auch in der WestBlot-Analyse und dem ELISA ergab sich
eine verhaltnismaRig starkere Expression des CLSgegentber der des sCAR-Fc im pAdG12-
Expressionssystem, wobei fur beide Proteine eimicihhohe Basalaktivitat detektiert werden
konnte. Im ELISA wurde demnach bei unterschiedichimduktorkonzentrationen eine
vergleichsweise um 22 - 39 % hoher liegende Exmpesses CLSP-Fc ermittelt. Diese lag bei
der Untersuchung der Proteinsekretion unter kotestaimduktorkonzentrationen tber 72 h sogar
bei 24 - 64 % Uber dem sCAR-Fc-Niveau. Diese Mgbnession scheint durch eine effektivere
Transaktivierbarkeit des CLSP-Fc im pAdGl12-Expmasssystem zustande zu kommen.
Darlber hinaus ware eine effektivere Zellausschiegsund -sekretion des CLSP-Fc denkbar,
wodurch die besonders deutlichen Proteinkonzeatrstinterschiede bei der vergleichenden
Analyse der Zellkulturiiberstande mittels WesteratBIind ELISA mitbedingt sein kdnnten. So
wurden beispielsweise fur naturlich vorkommenddidte Spleil3varianten des humanen CAR
quantitative Unterschiede beziglich ihrer Sekretiate festgestellt (135). Hierbei scheinen
insbesondere  Unterschiede in  der  cytoplasmatischdproteinregion  zellulare
Proteintransportprozesse zu determinieren (171). 230

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrtemvitro-Expressionsanalysen konnte die in Abwesenheit
des Induktors gemessene Basalaktivitat (CLSP-Fct/38 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml)
durch Transaktivierung maximal um das 100-fache SEiEc) bzw. 60-fach (sCAR-Fc)
gesteigert werden. Bei ddn-vitro-Anwendung vergleichbarer plasmidgebundener Tet-On-
Systeme, welche dieselbe Transaktivatorkomponeiit@2i-M2 enthielten, wurde von teils
niedrigeren Backgroundaktivitditen und insbesondeom hoheren Transaktivierungsraten

berichtet (220, 221). So gelang es Urlingeal. die Transgenexpression auf das-fe&he der
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Basalexpression zu steigern. Andere Arbeitsgrugpegegen konnten lediglich eine 3,4-fache
Steigerung zur Basalexpression erreichen (231). dém urspringlichen Tet-On-Systemen,
welche die Transaktivatorkomponente rtTA enthielteonnte ebenfalls eine bis zu®fache
Steigerung zur Basalexpression erreicht werdenerdatigs mit deutlich hdheren
Basalexpressionslevel und hoheren Induktor-Dosen ibhsgesamt herabgesetzter Dox-
Sensitivitat des Systems (217, 221, 232).

Pinkert et al. gelang es Uber die Integration des in dieser Arlberwendeten AdG12-
Expressionssystems in einen adenoviralen VektoBdigalaktivitatin vitro im Northern Blot
und Western Blot sowien vivo im ELISA auf ein undetektierbares Minimum zu rei@uen (85).
Hierbei konnten vitro eine bis zu 2700-fache Expressionsmengenzunahnimadaet werden.
Eine Erklarung fir die geringere Basalaktivitat umessere Induzierbarkeit des sCAR-Fc im
adenoviralen Vektor AdG12 gegeniber der im Shd#tepid pAdGl2 scheinen die
dahingehend vergleichsweise positiven EigenschalésnVirusvektors zu sein. So ist zum einen
durch die AdV-vermittelte Zelltransformation eineeitaus effektivere und zellschonendere
Transgeneinschleusung sowie nachgeschaltete Rnabektion mdoglich, zum anderen scheint
diese einer strengeren Induktorabhéngigkeit zurliegen. Auch in der Vergangenheit erzielten
genomintegrierende Verfahren im Vergleich zu trantgn Transfektionsverfahren geringere
Basalaktivitaten (221, 232-235).

Bei den hier durchgefihrten Expressionsuntersuaktungelang es bereits mit geringen
Induktorkonzentrationen (10 ng/ml Dox) eine effektiProteinexpression zu bewirken. Jedoch
war die Doxycyclin-abhangige CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Sekre nur begrenzt steigerbar, so dass
unter hoheren Induktordosen (> 100 ng/ml Dox) kesmmifikanten Proteinmengenzunahmen
mehr detektiert wurden und daher in jenem Bereioh @eniger gute Systemregulierbarkeit zu
konstatieren ist. Hingegen st eine konzentratibhdagige Regulierbarkeit des
Proteinexpressionssystems bei kleineren, untertdgls Sattigungsbereichs des Systems
liegenden, Doxycyclin-Dosen (1-100 ng/ml) zu veremutDiese Beobachtungen entsprechen den
Ergebnissen aus anderbBmvitro-Expressionsstudien, bei denen ebenfalls Plasmidkaiktmit
der Transaktivatorkomponente rtTA®?2 Verwendung fanden und bei denen im Rahmen einer
insgesamt sigmoidal verlaufenden ExpressionskirtgtikKonzentrationsfenster der Doxycyclin-
regulierbaren Transgenexpression unter 100 ng/onTpg lag (220, 231).

Wahrend beiln-vitro-Experimenten mit dem adenoviralen Vektor AdG12 Ilgeiringen
Induktorkonzentrationen von 10 ng/ml Dox ledigliéh % der maximalen Proteinausbeute
erreicht werden konnte (224), betrug diese beim@®2l bereits Uber 80 % (CLSP-Fc) bzw.
60 % (sCAR-Fc). Demzufolge wies das plasmidgebuadErpressionssystem eine hodhere
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Doxycyclin-Sensitivitat auf, wohingegen der Adenogvektor eine vergleichsweise bessere
induktorabhangige Regulierbarkeit der Proteinexgogs fur die experimentell eingesetzten
Doxycyclin-Dosen (10-1000 ng/ml) zeigte (85).

Bei der hier durchgefiihrten Untersuchung der Pmetdretion unter konstanten
Induktorkonzentrationen (1000 ng/ml Dox) uber 72mittels ELISA konnten bereits 18 h
posttransfektionell erste CLSP-Fc-/sSCAR-Fc-Mengenellkulturmedium detektiert werden.
Es zeigte sich hierbei flr beide Proteine ein sigiader Kurvenverlauf der Proteinsekretion tber
die Zeit mit maximalen Sekretionsraten 24 bis 4&dch der Zelltransfektion (CLSP-Fc:
91 ng/ml pro h, sCAR-Fc: 80 ng/ml pro h). Trotz desgesamt veranderten Expressionsprofils
bei entsprechendem-vivo-Anwendungen gelang auch hier tUber den VirusvekidG12 ein
frihzeitiger Proteinnachweis im Serum transduzieM&use nur 16 h nach Induktorzugabe
(224). Limet al. konnten hingegen bei dar-vivo-Anwendung einer nicht-regulierbaren sCAR-
Fc-exprimierenden Plasmidvariante erst 3 Tage dachlransfektion ein SCAR-Fc-Anstieg im
Serum der Versuchsmause feststellen (139). Dideiengweise schnelle und ausreichend hohe
Transgeninduktion im pharmakologisch regulierbaphdG12/AdG12 stellt eine wichtige
Eigenschaft im Hinblick auf mégliche antivirale Aemdungen im CVB-Myokarditismodell dar,
da bei schnell replizierenden Viruspopulationen Rahmen eines akuten Infektionsprozesses
nur ein sehr kleines Zeitfenster fur die wirkundivolnhibierung einer systemischen
Virusausbreitung zur Verfligung stiinde (224).

Zusammenfassend betrachtet konnte Uber den phalogaah regulierbaren Plasmidvektor
pAdG1l2 eine effektive, Doxycyclin-abhangige und muhest fur kleinere Induktordosen
Doxycyclin-regulierbare Produktion des neuartigarsibnsproteins CLSP-Fc erreicht werden.
Beim parallelen Einsatz des sCAR-Fc im gleichenrEsgionssystem stellte sich eine signifikant
hohere CLSP-Fc-Sekretion bei vergleichbarer Basigltk dar. Auch wenn fir den Fall einer
In-vivo-Erprobung des CLSP-Fc in einem regulierbaren Egioassystem die Integration in
einen adenoviralen Virusvektor aus pharmakodyndmisSicht entscheidende Vorteile bote,
gelang es nichtsdestotrotz Uber den eingesetzteasmitlvektor ausreichend hohe
Fusionsproteinmengen fir anschlielende Virus-ltibis-Experimente und damit fur die

Beantwortung der zentralen Fragestellung zu erziele

4.3  Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc

Losliche Rezeptoranaloga (LRA) konnten in der Vaggnheit bereits erfolgreich im Rahmen

antiviraler Therapieansatze Verwendung finden (I88-193). Ihr Wirkungsprinzip beruht in
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erster Linie auf der kompetitiven Hemmung und stdren Inhibierung viraler
Rezeptorbindungsstellen und der damit verbundensgiveRtion der Virusanheftung und
nachfolgenden -aufnahme in die mdgliche ZielzeRér Viren der Picornafamilie konnte
dariiber hinaus durch Bindung mit LRAs, in Analogiam physiologischenUncoating-
Mechanismus der A-Partikelformation (181), eineevarsible Konformationséanderung der
Kapsidhille mit Verlust des viralen RNA-Genoms ukohnsekutiv der Partikelinfektiositat
nachgewiesen werden (134, 182, 187).

Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CARndiin seiner membranstdndigen Form
Coxsackieviren der Gruppe B (CVB) sowie diverseredaVirus (Ad)-Untergruppen (A, C-F)
als primarer Virusbindungs- bzw. Virusinternalisiegsfaktor (162-165). Ldsliche
Rezeptorvarianten des CAR, die charakteristischieaveékeine zelloberflachenverankernde
Transmembrandoméne aufweisen, zeigten antiviralgkpdtential gegen CVB und Ad (135,
195). Durch Kopplung l6slicher Varianten des hunma@&R-Proteins mit dem c-terminalen Fc-
Teil des humanen IgG1l gelang es winschenswerteifeagenschaften im Hinblick auf die
antivirale Wirkeffizienz weiter zu verbessern (198lehrere tierexperimentelle Untersuchungen
mit dem chimaren sCAR-Fc bewiesen, insbesonderBepnug auf CVB-Infektionen, einen
ausgepragten virusinhibitorischen Effekt (85, 1380).

Dem in entscheidenden Teilen der Sequenz und 8trildam CAR homolgen, ebenfalls
l6slichen CAR-Like-Soluble-Protein  (CLSP) konnte imitialen Experimenten eine
Bindungsfahigkeit und eine daraus resultierendeibitdrische Wirkung bezuglich Ad-
Infektionen nachgewiesen werden (199). Strukturdhmlichkeiten des CLSP mit der CVB-
bindenden D1-Doméane des CAR sowie Erkenntnissedausbeschriebenen Ad-Inhibitions-
Experimenten liel3en dartber hinaus eine anticoxsacale Proteinwirkung vermuten.

In dieser Arbeit wurde ein neues Fusionsproteirs, Be-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-
Protein (CLSP-Fc) konstruiert. Das antivirale Pat#ndes CLSP-Fc wurde erstmalig im
Hinblick auf CVB-Infektionen, aber auch im Bezugf dAdenovirusinfektionen tGberprift und
in vitro im Rahmen von Virus-Inhibitions-Experimenten veighende Daten mit dem bereits

etablierten sCAR-Fc erhoben.

4.3.1 Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc bei Adenuirusinfektionen

Nachdem im anfanglichen Ad-Inhibitions-Assay eineignsdikante Reduktion der

Viruspartikelaufnahme in die Zellen durch Préinkidoa der reportergentragenden AdVs mit
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CLSP-Fc-haltigen Zellkulturiberstanden bestéatigtdea konnte, erfolgte in dosisabhangigen
Experimenten eine weiterfihrende Quantifizierung deusinhibitorischen Wirkpotentials.
Hierbei zeigte sich unter den gewdahlten Testbedliggn eine Zunahme des antiadenoviralen
Effekts in Abhangigkeit von der eingesetzten CLPKIBnzentration. Wahrend unter den hier
verwendeten ProteinhGchstmengen von 1000 ng/mélemt CLSP-Fc eine maximale Reduktion
der Viruspartikelaufnahme von ca. 20 % (19,5 %5t4 %) erreichte wurde, war beim analog
eingesetzten sCAR-Fc der inhibitorische Maximakdffait ca. 40 % (40,7 % +/- 7,6 %) deutlich
hoher. Auch in den eingangs durchgefiihrten Ad-litbiiisexperimenten bestétigte sich
diesbeziiglich die Uberlegenheit des sCAR-Fc.

Die Hypothese, dass sich aufgrund der dreifachamtanen IgV-Domanen im CLSP, welche
jeweils strenge Sequenzhomolgie zur virusbindemibeioméane des CAR aufweisen (199), ein
verhaltnismaRig gréf3eres inhibitorisches Potertigeben kénnte, ist damit nicht zu bestatigen.
Grund hierfir mag die im CLSP-Fc fehlende D2-Domé&msin, welche nachweislich die
Bindungsfahigkeit der adenoviralen Fiberknopdomzma CAR beeinflusst. So konnte zwar in
zahlreichen Untersuchungen die D1-Domane des CAR pilimare Bindungs- und
Kontaktdomane fur die Ad-CAR-Interaktion identiri werden (183, 236, 237), jedoch wiesen
D2-defiziente CAR-Proteine eine deutlich reduzierteusaffinitat auf (186). Welche konkrete
Rolle die D2-Domaéne hierbei spielt, ob beispielseeails weitgehend unspezifischer Platzhalter
zwischen Zelloberflache und Viruskapsid oder alseebeim Virusinternalisierungsprozess
interagierende Struktur, ist bisweilen unklar. Adiegs legt die Beobachtung, dass eine
Zellinfektion nach stattgehabter Virus-Rezeptording auch tber D2-defiziente CAR-Proteine
unverandert erfolgen kann, eher einen Einflussfalltry D2-Domé&ne bei der Virusanheftung
nahe (186). Auf der anderen Seite zeigten Bindwmsénente mit rekombinant hergestelltem
SCAR bzw. seiner isoliert exprimierten D1-Domanasgs beide Proteinstrukturen im gleichen
Maf3e mit der Fiberknopdomane des Ad-Serotyps 5 JAdteragieren konnten. So wurden
hierbei annahernd gleiche bindungskinetische Pamm@ssoziations- und Dissoziations-
konstanten) ermittelt, sowie fur beide Struktur@meegleichermalien suffiziente inhibitorische
Wirkung inin vitro durchgefiihrten Infektionsexperimenten mit Ad5 Wadipermissiven CHO
Zellen nachgewiesen (237). Ahnliche Ergebnisse amituei der isolierten Verwendung der D1-
Doméane des CAR, welche HelLa-Zellen vor der Infektmoit Ad2 schutzte, erzielt (238). Im
Gegensatz zu Freimutlet al. schlussfolgerten andere Autoren, dass die adelevir
Fiberknopdoméne eine groRRere Affinitdt zu CAR inllmmembranstandiger Interaktions-
umgebung aufweisen wirde und daraus resultierente erergleichsweise geringere

Bindungsneigung von Ads zu sCAR bzw. entsprecheh&s vorlage (239).
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Ein weiterer Grund fur die verhaltnismallig gerimgantiadenovirale Wirkung des CLSP-Fc

gegeniber der des sCAR-Fc mag darin liegen, dats dusgepragter Sequenzhomologie der
drei IgV-Domanen des CLSP zu der virusbindendenDofrédne des mCAR bzw. der des

nahezu sequenzidentischen humanen CAR einige ABisSehtpositionen unterschiedlich besetzt
sind (Abb. 4.1).

CARDI 28 EEMI EKAKGETAYLPCKFTLSPEDQGELDI Ew@I s
CLSP-IgV1 EQTI QEVQGETVHLPCMFTLSPEDQGRELDI EWARS
CARDI 63 PADNQ[ENEANER] ' | @ YSsSGDKI| MDY YEDLKGRVHFTS
CLSP-IgV1 GPNNEAMDHY! 1 [ VDKI SEBEFYQDMRGRVNFTS
CAR-D1 98 NDLKSGDASI NVT QLSDI GTYQCHREVEAKMNMEGY AN
CLSP-Igvl NGI TSGEASI KI R QPADSGTYLCREVERTHMEGY AK
CAR-D1I 133 KKI HL VYV

CLSP-IgV1 TTVQLTYV

Abb. 4.1: Adenovirus-CAR-Interaktion - Sequenzvergéich CAR-D1 mit CLSP-IgV1

Die mit blau markierten AS-Reste zeigen die beildtaraktion des Ad12 mit der D1-Doméane des humaDAR involvierten
Sequenzbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste demleiehend dargestellten IgV1l-Domane des CLSP weisen
bindungsrelevante Sequenzabweichungen hin. [nagheO6Bet al., 2005; (177)]

Die AS-Sequenzen der Fiberknopdomé&nen verschiedesh&@erotypen variieren untereinander
stark. Die Sequenzabweichung der Fiberknopdomére idedieser Arbeit verwendeten

Adenovirusvektors (AdVCMVLuc, Vertreter des Ad-Semus 5) zu anderen Serotypen betragt
beispielsweise bis zu 66 % (240). Nichtsdestotriinnen nahezu alle Ad-Untergruppen,
abgesehen vom Ad-Subgenus C und von kurzfibrigerirétern der F-Gruppe, effektiv mit

CAR interagieren (162). Ermoglicht wird dies Ubernkervierte AS-Sequenzen mit hohem
Ubereinstimmungsgrad im Bereich der mit der D1-Doendn Wechselwirkung tretenden

Fiberknopanteile (240). So fuhrten Mutationen iresgin Bereichen bei durchgefiihrten
Bindungsexperimenten zu einer deutlichen Herabegtzander gar zum Verlust der viralen
Bindungsfahigkeit zu CAR (237, 240). Auf der ander8eite handelt es sich bei den
wechselwirkenden Zielstrukturen der D1-Domane eddenfim konservierte Regionen, die fur
die Rezeptor-Liganden-Interaktion eine entscheideRwlle spielen. Kristallstrukturanalysen
von Ad12-CAR-Komplexen legen hierbei u. a. einesnmedntaren Stellenwert der AS 77 (Ser)
und 85 (Tyr) der D1-Doméne nahe (236, 241), welnlger IgV1-Domane des CLSP durch Ala
bzw. Phe ersetzt sind. Auch wenn andere mutmall@®tidisselpositionen fir die Virus-

Rezeptor-Interaktion (AS 58, 72, 75, 82, 123, 1iP5dler IgV1-Domane identisch besetzt sind
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(199, 241), ist hierdurch bereits eine AbschwachdergLRA-Affinitat zur Fiberknofdomane der
Ads denkbar.

Im Rahmen der durchgefihrten Kristallstrukturanahyson Ad12-CAR-D1-Komplexen konnte
festgestellt werden, dass zeitgleich drei CAR-DXvianen mit dem trimaren adenoviralen
Fiberknop interagieren, wobei die Bindung jeweila der Schnittstelle zwischen den
benachbarten Knob-Monomeren erfolgt (236). Die AARED1-Bindung flhrt hierbei zu keiner
nennenswerten Konformationsanderung des Bindungslexes, wobei die proximal gelegene
D2-Domane des CAR nicht direkt mit dem FieberknopMechselwirkung tritt (239, 242). Diese
Beobachtung lasst als Wirkmechanismus analog zubD@hane im CAR auf die alleinige
Virusinteraktion der distal gelegenen IgV1l-Domame CLSP schlieRen. Somit hatten die
ebenfalls zur D1-Doméane des CAR sequenzhomolog&?®-lgind IgV3-Domanen keinen
zusatzlich begunstigenden Einfluss auf die Besegtxinaler Rezeptorbindungsstellen und damit
auf die virusinhibitorische CLSP-Funktion.

Mit dem in dieser Arbeit angewandten Messverfalyelang es fir das CLSP-Fc eine maximale
Reduktion der Ad-Partikelaufnahme in Ad-permisdiela-Zellen von ca. 20 % nachzuweisen.
Diese Ergebnisse decken sich mit den vorbeschregbeResultaten bezlglich des Ad-
inhibitorischen Effekts des CLSP aus der LiteraHier konnte ebenfalls bei der Prainkubation
von AdV-Partikeln mit CLSP-haltigen bzw. mit CLSRdtonsprotein (NusA-CLSFhaltigen
Zellkulturiberstanden und anschlieBenden Infekégpsrimenten (100 VP/Zelle) eine etwa
10 - 30%ige Reduktion der Virusvektoraufnahme intHKP-1-Zellen festgestellt werden (199).
Kawabata et al. zeigten hingegen auch, dass bei der direkten tiofekvon CLSP-
produzierenden SK HEP-1-Zellen, sogar mit einerfalth so hohen Menge an Viruspartikeln
(300 VP/Zelle), eine Reduktion der AdV-Partikelaalime von ca. 60 % und damit ein deutlich
starkerer antiadenoviraler Wirkeffekt zu erzielearwAuch in der hier vorliegenden Arbeit
wurde ein experimentelles Verfahren erprobt, in deamsgen CLSP-Fc-produzierende HEK
293T-Zellen direkt mit reportergentragenden AdViziart wurden. Jedoch zeigte sich hierbei,
dass die verwendete Zelllinie dem Zellstress bestétaus Transfektion, Transduktion und den
damit verbundenen Zellmediumswechseln nicht statidiAufgrund mangelnder und variabler
Zellvitalitat zum Messzeitpunkt und daraus resudtnel schwer reproduzierbaren Ergebnissen im
Luciferase-Assay wurden weitere Ad-Inhibitions-Expente nach dem in 3.4.1 eingehend
dargestellten Verfahren entwickelt. Ein moglicheru@l fur die Ergebniskonstellation des
gréReren virusinhibitorischen Effekts bei transgelctSP-produzierenden Zellen mag die hier
vorliegende verstarkte Bindung des CLSP an memtitadgie CAR-Proteine sein, welche tber
die Blockade zellularer Oberflachenstrukturen zzlsgdt die Virusanheftung verhindern kdnnte.
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So konnte mittels durchflusszytometrischer Analyseri CLSP-produzierenden Zellen eine
vergleichsweise hohere Rate an zelloberflachenzessen CLSP nachgewiesen werden als auf
den lediglich mit CLSP-haltigen Zellkulturiiberstamtkubierten Zellen (199). Der hierfur
zugrunde liegende Mechanismus der post- oder Beeisgischen Zelloberflachenassoziation
des CLSP ist bislang ungeklart.

Zusammenfassend betrachtet stellte sich in dendniehgefihrten Ad-Inhibitionsexperimenten
fur das CLSP-Fc eine ahnlich hohe antivirale Wikt wie fur das ungekoppelte CLSP heraus.
Dabei konnten die Ergebnisse von Kawabaa al. bezlglich des antiadenoviralen
Wirkpotentials des CLSP bestatigt werden (199). tbduwurde auch, dass das CLSP-Fc im
Vergleich zum sCAR-Fc bei den hier verwendeten maien Proteinkonzentrationen einen
signifikant geringeren virusinhibitorischen Effeldufwies. Grinde hierfir mdgen in der
fehlenden D2-Doméane und der zum Teil in bindungswaiten Bereichen abweichenden AS-
Sequenz des CLSP-Fc liegen, wodurch die Virus-LRMAat und damit das resultierende
antivirale Proteinpotential entscheidend zu GundeEnsCAR-Fc ausgestaltet zu sein scheint.

4.3.2 Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc bei Coxsekievirusinfektionen

Zur Uberprifung eines antiviralen Effektes des CIE8Ryegen CAR-bindende Coxsackieviren
wurden in dieser Arbeit CLSP-Fc-haltige Zellkultbaistande mit CVB3 inkubiert und die
Virusvermehrung auf permissiven Hela-Zellen mittélfaque-Assay quantifiziert. Hierbei
zeigte sich, dass selbst bei verhaltnismaRig geningruspartikelmengen (0,005/0,001 moi) und
maximalen CLSP-Fc-Konzentrationen (3500 ng/ml) €éias neuartige Fusionsprotein keine
anticoxsackievirale Wirkung nachgewiesen werdennkeanHingegen fuhrten sCAR-Fc-haltige
Zellkulturiberstande in allen Ansatzen zu einerIstahdigen Inhibierung der CVBS3-
Replikation.

Ein zentraler Erklarungsansatz fur die Wirkdiskrepaer beiden eingesetzten Fusionsproteine
scheint die Fahigkeit des sCAR-Fc zu sein, neberraersiblen kompetitiven Hemmung der
Virusrezeptorbindungsstellen eine irreversible Konfationsédnderung des Viruskapsids
herbeizufiihren (134, 136). Durch die so genanntaiikelformation, welche auch fir andere
Vertreter der Picornavirenfamilie beschrieben 41, 182), kommt es unter Freigabe des
viralen RNA-Genoms zum vollstandigen Verlust derugpartikelinfektiositat. Hieraus resultiert
ein besonders effektiver antiviraler Effekt fir LRAnit A-Partikel-induzierenden Eigenschaften

(182, 187). So konnte sowohl fur natirlich vorkonmahe wie auch rekombinant exprimierte
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SCAR- bzw. sSCAR-Fc-Varianten Uber diesen Mechanssene ausgepragte CVB-inhibitorische
Wirkung beobachtet werden (85, 135, 138, 139, 243).

Die A-Partikelbildung, welche wéahrend des viralemfektionsprozesses im Rahmen der
Virusinternalisierung an der Zielzelloberflache&lst, wird durch die spezifische Interaktion der
Virusoberflache mit entsprechenden Kontaktbereictiesr Rezeptors ausgeldst (181). Hierbei
bindet die distal gelegene D1-Doméne des CAR ingewmannten Canyon, eine jeweils die
Berthrungspunkte der 5-fach Symmetrieachsen dalewitVP1-Proteine umgebende Vertiefung
in der Viruskapsidhulle (s. Abb. 1.1). Durch dierd&-Rezeptor-Wechselwirkung kommt es
vermutlich unterhalb der Bindungstasche des Canyama Verlust eines VP1-assoziierten
"Pocketfaktors™ und konsekutiv zum Stabilitatsvetrides Virions (244).

Auch wenn hierbei alle auf3eren Virusproteine (VRP2, VP3) beteiligt sind, weil3 man
aufgrund kryoelektronenmikroskopischer Strukturgsah von CVB3-CAR-Komplexen, dass
die Kontaktaufnahme mit CAR Uberwiegend Uber bastinAS-Reste des VP1-Proteins erfolgt
(164, 245; s. Abb. 4.2 a).

Diese Schlusselregionen erwiesen sich innerhalb \deschiedenen CVB-Serotypen als
konservierte Areale vornehmlich im Zentrum des @any245, 246). Auf der Gegenseite
handelt es sich auch bei den bindungsinvolviert&Resten der D1-Domane um molekulare
Strukturen, welche ihrerseits bei CAR-Proteinerersthiedlicher Spezies hoch konserviert sind
(247). Aufgrund der Abweichung einiger bindungsvalg@er Schlisselaminoséauren in der
distalen IgV1-Domane des CLSP-Fc (Pos. 28, 29, ¥86)der AS-Sequenz der D1-Doméane des
SCAR-Fc ist ein Verlust der Bindungsfahigkeit uraralis resultierend die fehlende Fahigkeit
des CLSP-Fc zur A-Partikelinduktion denkbar (Abl2 B).

So fuhrten beispielsweise Virusmutationen im Bdreides am Unterrand des Canyons
befindlichen VP2-Proteins (N2165D) zu einer Reduktder CVB-CAR-Interaktion und damit
zur Abschwachung der Zellinfektion durch die bgené CVB3-Mutante (248). Die hierbei
beschriebene Mutation im VP2-Protein grenzt an A& Lys 2166 und Ser 2164, welche
mutmallich bei der Rezeptorbindung mit den AS GQuulad Met 30 der CAR-D1-Domane
elektrostatisch in Wechselwirkung treten (164). Riedie Virusbindung bedeutenden AS Glu
29 (polarer Rest) und Met 30 (unpolare Rest) deRIM-Domane sind in der IgV1-Domane
des CLSP-Fc durch GIn (elektroneutraler Rest) b&wmg (polarer Rest) ersetzt, wodurch das
Bindungsverhalten des CLSP-Fc maf3geblich beeinfiess konnte (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Coxsackievirus-CAR-Interaktion

(a) Interaktionsprofil der CVB3-Oberflache mit der CAR-IDbméane. Gezeigt sind die bei der Virus-Rezeptorbindung
unmittelbar beteiligten AS-Reste. Schematisch angetlést eine asymmetrische Virusuntereinheit maitndzentral gelegenen
Bindungscanyon. Die gestrichelten Linien markieren@renzen des Canyons. Farbcodierung der AS-Rest&irrsauer, blau
fur basisch, gelb fur polar, grin fir hydropholadh Heet al., 2001; (164)](b) Sequenzvergleich CAR-D1 mit CLSP-Ig\Rie

mit rot markierten AS-Reste zeigen die fur die laktéion von CVB3 mit der D1-Doméne des humanen CAR inigdkn
Proteinbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste wemghbindungsrelevante Sequenzabweichungen der Rpvfidne des CLSP
hin. [nach Coyne CRt al., 2005; (177)]

Diese Schlusselregionen erwiesen sich innerhalb \deschiedenen CVB-Serotypen als
konservierte Areale vornehmlich im Zentrum des @any245, 246). Auf der Gegenseite
handelt es sich auch bei den bindungsinvolviert&aResten der D1-Domane um molekulare
Strukturen, welche ihrerseits bei CAR-Proteinerersthiedlicher Spezies hoch konserviert sind
(247). Aufgrund der Abweichung einiger bindungsvalger Schlisselaminosauren in der
distalen IgV1-Domane des CLSP-Fc (Pos. 28, 29, ¥86)der AS-Sequenz der D1-Doméane des
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SCAR-Fc ist ein Verlust der Bindungsfahigkeit uraralis resultierend die fehlende Fahigkeit
des CLSP-Fc zur A-Partikelinduktion denkbar (Abl2 B).

So fuhrten beispielsweise Virusmutationen im Bdreides am Unterrand des Canyons
befindlichen VP2-Proteins (N2165D) zu einer Reduktder CVB-CAR-Interaktion und damit
zur Abschwachung der Zellinfektion durch die bgené CVB3-Mutante (248). Die hierbei
beschriebene Mutation im VP2-Protein grenzt an A& Lys 2166 und Ser 2164, welche
mutmallich bei der Rezeptorbindung mit den AS Quulad Met 30 der CAR-D1-Domane
elektrostatisch in Wechselwirkung treten (164). Riedie Virusbindung bedeutenden AS Glu
29 (polarer Rest) und Met 30 (unpolare Rest) deR@A-Domane sind in der IgV1-Domane
des CLSP-Fc durch GIn (elektroneutraler Rest) b&wmg (polarer Rest) ersetzt, wodurch das
Bindungsverhalten des CLSP-Fc maf3geblich beeinfiess konnte (Abb. 4.2).

Obwohl bei der CAR-CVB-Interaktion ausschliel3liadk ®1-Doméane des CAR den Kontakt zur
Virusoberflache herstellt, zeigten kryoelektroneknoskopische Aufnahmen, dass beim
isolierten Einsatz der CAR-D1-Domane (CAR-D1) keiBendung zur CVB3-Oberflache
detektiert werden konnte (164). Hingegen wieseneird-ragmente bestehend aus der D1- und
D2-Domadne des CAR (CAR-D1/D2) die Fahigkeit zur @&eang viraler
Rezeptorbindungsstellen auf. Unter den gewé&hlterterdachungsbedingungen zeigte das
vollstandige CAR-Molekll bestehend aus D1-, D2-anBmembran- und zytoplasmatischer
Doméne die effektivste Sattigung viraler Bindunglish (164). Die Art und Weise wie CAR
bzw. CAR-D1/D2 mit dem Virus interagierten unteiigch sich hierbei nicht voneinander.
Konsistent mit diesen Beobachtungen besallen CARGARA-D1/D2 eine vergleichsweise
starkere virusinhibitorische Wirkung im Plaque-Assait HeLa-Zellen als die alleinige CAR-
D1-Domane (164). Diese Erkenntnisse legen einetzlidée Funktion der CAR-D2-Domaéane
bzw. proximaler Rezeptoranteile nahe, welche agéndeninduzierter Veranderungen der
Tertiarstruktur des Virusrezeptors und sterischeachgelwirkungen zwischen benachbarten
C-terminalen Rezeptoranteilen der bivalent bindeand@R-Molekiile basieren konnte. Hieraus
ergabe sich eine sekundare Stabilisierung des NRereptor-Komplexes. So zeigten
kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen, dass nafdigter Virus-Rezeptorinteraktion eine
Achsabweichung des c-terminalen Anteils der CARHRInéne von ca. 125° vorliegt, welche
auf eine bindungsinduzierte Anderung der Tertiékstmr des CAR hinweist (164). Das CLSP-
Fc-Molekll besitzt lediglich drei zur CAR-D1-Doméat®mologe IgV-Domanen. Eine vom
ursprunglichen Rezeptormuster abweichende Tertigisir des CLSP-Fc ohne D2-Doménen-
ahnlichen Komponente kénnte somit bindungsrelevaiimfluss haben und die Affinitat des

LRA zur Zielstruktur deutlich herabsetzen. Het al. wandten jedoch bei ihren
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elektronenmikroskopischen Strukturanalysen der @AR-Bindungskomplexe
unterschiedliche Expressionsverfahren fur die eatdnden Testrezeptoren an, wodurch eine
Modifikation der bindungssensiblen N-terminalen Ddmane und daraus resultierend eine
Einflussnahme auf das beobachtete Bindungsverhaliem ausgeschlossen werden konnte
(164).

Die antivirale Wirktuberlegenheit des sCAR-Fc gedmiuder des CLSP-Fc kénnte dariber
hinaus auf dessen Eigenschaft beruhen, effektiverden Viruspartikeln um die Bindung zu
membranstandigen CAR-Proteinen zu konkurriererzedgten losliche Isoformen des CAR die
Fahigkeit mit der extrazellularen D1-Domane des &mem CAR zu interagieren (135). Hierbei
wies eine CAR-Isoform (CAR 2/7), welche lediglialn den ersten 70 AS mit der D1-Doméne
des humanen CAR Ubereinstimmte, die Eigenschaft zaudir nicht CVB3-Partikel binden zu
kénnen, wohl aber eine Bindungsfahigkeit zur CARIDdmane aufzuweiserAuch Hela-
Zellen, die mit der nicht-virusbindenden VariantRC 2/7 transfiziert wurden, zeigten einen,
wenn auch im Vergleich zu anderen virusbindendeofoimen (CAR 3/7, CAR 4/7)
abgeschwachten, Schutz vor CVB3-Infektionen (13Bjese Beobachtung legt nahe, dass
ahnlich der physiologischen CAR-CAR-Interaktion lete als Homodimerbildung tber die D1-
Doméanen membranstandiger CAR-Molekile im Rahmen Zelh Zell-Kontakten beschrieben
ist (174, 175), eine CAR-LRA-Interaktion ein zudd@tzer antiviraler Wirkmechanismus
l6slicher CAR-Proteine sein kdnnte. Hierbei wéarégaund der gesamtstrukturellen Abweichung
des CLSP-Fc sowie der teils abweichenden AS-SeqdenzgV1-Domane des CLSP-Fc zur
D1-Domane des sCAR-Fc bzw. zur D1-Doméne des marstiiadigen CAR (s. Abb. 4.3) eine

daraus resultierende Wirkuberlegenheit des sCARuRmostulieren.

CAR-D1 28 EEMI EKAKGETAYLPCKFTLSPEDQGRLDI EWLI S
CLSP-IgV1l EQTI QEVQGETVHLPCMFTLSPED GPLDI EWLRS
CAR-D1 63 PADNQKVNQMI L Y GRVHFTS
CLSP-IgV1l GP NNEAMDHMI L | | GRVNFTS
CAR-D1 98 NDLKSGDASI N T Q KAPGVAN
CLSP-IgV1l NGI TSGEASI K R L TABRGYV AK
CAR-D1 133 KKI HL VYV

CLSP-IgV1l TTVQLTYV

Abb. 4.3: CAR-CAR-Interaktion - Sequenzvergleich CAR-D1 mit CLSP-IgV1

Die mit griin markierten AS-Reste zeigen die beildemodimerbildung des humanen CAR (iber die D1-Domamearivierten
Sequenzbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste demleiehend dargestellten IgV1-Doméne des CLSP weisen
bindungsrelevante Sequenzabweichungen hin. [naghed6Bet al., 2005; (177)]
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Nichtsdestotrotz wies auch das CLSP insbesonderesdieer transgenen Expression in
Zellkulturen eine ausgepragte BindungsfahigkeiZelloberflachenstrukturen auf (199).

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse bezfiglies antiviralen Wirkpotentials des CLSP-
Fc bei CVB3-Infektionen lassen sich sehr wahrsdlofinauch auf andere CVB-Serotypen
(CVB1 bis 6) Uibertragen. Aufgrund struktureller tiastimmungen der verschiedenen CVB-
Serotypen in CAR-bindungsrelevanten Bereichen afted auch fur diese keine antivirale
Wirkung des CLSP-Fc zu erwarten (245, 246).

Zusammenfassend betrachtet stellte sich in  den higarchgefihrten CVB-
Inhibitionsexperimenten fir das CLSP-Fc keine amxsackievirale Wirkung dar. Trotz
ausgepragter Sequenzhomologie der IgV1l-Domane deSP<€c zur virusbindenden D1-
Domane des CAR/sCAR-Fc (> 50 % AS-Ubereinstimmumngymochte das neuartige
Fusionsprotein mit den hier eingesetzten Proteimmakonzentrationen nicht die
Zielzellinfektion  zu  reduzieren.  Punktuelle  Sequebweichungen im  Bereich
bindungsrelevanter Regionen der IgV1-Domane sovfferdnte Strukturmerkmale des CLSP-
Fc zum originaren Rezeptor konnten die im Vergletcin sCAR-Fc fehlende Fahigkeit zur
viralen A-Partikelinduktion erklaren und sowohl féme herabgesetzte oder fehlende Virus-
Rezeptoraffinitit wie auch flir eine verminderte dingsfahigkeit zu viralen

Zielzelloberflachenstrukturen verantwortlich sein.
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5 Zusammenfassung

Coxsackie- und Adenoviren sind als humanpathogemeg&r Verursacher zahlreicher, meist
harmlos verlaufender Infektionskrankheiten beim Btdren. Unter gewissen Umstanden
allerdings kann die lokale Immunabwehr des Wirtseridlunden werden und eine
lebensbedrohliche Erregerausbreitung mit gravierer@rganmanifestationen folgen (143, 145).
So werden beide Virusgruppen u. a. mit einer Réiqwglialer Erkrankungen in Verbindung
gebracht (2, 3). Allen voran das zur Gattung detefwiren gehdrende Coxsackievirus B3
(CVB3) steht nachweislich sowohl im kausalen Zusaminang mit akuten und chronischen
Myokarditisverlaufen als auch der dilatativen Kardyopathie (DCM) (5, 32, 56, 57). Auch
Adenoviren (Ad) konnte eine Assoziation mit Herzkrlmfektionen und DCM nachgewiesen
werden (4, 5, 60). Die als Inflammation des Herzkeiss definierte Myokarditis kann zu einer
schweren, teils irreversiblen Schadigung der kdditean Myokardstrukturen mit terminaler
Herzinsuffizienz fihren.

Antivirale Therapieansatze, wie sie momentan inEgrobung sind, bieten vielversprechende
Moglichkeiten das zumeist symptomatisch orientiefténische Behandlungsrepertoire zu
erweitern und damit eine dringend erforderlichezigje-antivirale Therapieoption zu liefern.
Molekulare und biopharmakologische Verfahren besitdahingehend ein groRes Potential, da
sie gezielt gegen definierte molekulare Struktuxemgehen und somit die Spezifitat und
Effizienz der Behandlung bedeutend erh6hen konBetsprechende Ansétze konzentrieren sich
neben dem Einsatz der posttranskriptionell wirksar@enregulation mittels RNA-Interferenz
(122, 123) auf die transgene Expression von léshichRezeptorproteinen (85). Der
Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) funigia seiner membranstandigen Form als
wichtiger primarer Virusbindungs- bzw. Internalisiegsfaktor fur zahlreiche humanpathogene
Adenoviren bzw. Gruppe-B-Coxsackieviren (162, 168).seiner I6slichen (solublen) Form
(sCAR) besitzt CAR ein ausgepragt antivirales Wtemtial. Durch sterische Inhibierung der
viralen Rezeptorbindungsstellen und zusatzlich imlleF der Coxsackieviren durch A-
Partikelformation kann er als losliches Rezeptdagan (LRA) die Infektidsitat der
Viruspartikel herabsetzen bzw. génzlich ausschd[t86, 136, 195). Eine weitere Verbesserung
der antiviralen Wirksamkeit konnte durch Kopplungt mer Fc-Domane des humanen IgG1
(sCAR-Fc) erreicht werden, welche zu einer Steiggruler Ldslichkeitseigenschaften und

Verlangerung der Halbwertszeit des Fusionsprotiginge (196).
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Ein in entscheidenden Teilen der Sequenz und Sirdldm sCAR ahnelndes, |6sliches Protein,
das CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP), wurde unlangsideckt und charakterisiert (199). Dem
scheinbar nur in Mausen und Ratten vorkommenden PCl®nnte bereits in ersten
Experimenten die Bindungsfahigkeit zu Adenovirerd wine daraus resultierende antivirale
Wirksamkeit nachgewiesen werden (199).

In dieser Arbeit wurde ein neues Fusionsproteirs He-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-
Protein (CLSP-Fc) konstruiert und in einen Doxyayckgulierbaren Plasmidvektor (pAdG12)
kloniert. Das antivirale Potential des CLSP-Fc kenarstmalig im Hinblick auf CVB- und
Adenovirusinfektionen Uberprift und vergleichendstdh mit dem bereits etablierten antiviral-
wirksamen sCAR-Fc erhoben werden.

Hierzu wurden beide rekombinanten Proteine im gkicExpressionssystem (pAdG12-CLSP-
Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc) eingesetzt und zunachstrdérduktor-abhéngige Regulierbarkeit
sowie das transgene Proteinexpressionsprofil velgdad untersucht. Dabei zeigte sich nach
Transfektion von 293-T-Zellen fur beide Fusionspnog eine effektive, Doxycyclin-abhangige
Expression und Sekretion in den Zellkulturibersta®#®i den durchgefihrtern-vitro-
Expressionsanalysen konnte die in Abwesenheit miisktors gemessene Basalaktivitat (CLSP-
Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) durbloxycyclinzugabe bis auf das 100-fache
(CLSP-Fc) bzw. 60-fach (sCAR-Fc) gesteigert werddder CLSP-Fc-produzierende
Plasmidvektor vermochte hierbei eine signifikanthéx@® Proteinmenge zu erzeugen.

Mit den fusionsproteinhaltigen Zellkulturiberstandevurden in vitro CVB3- und Ad5-
Inhibitions-Experimente durchgefihrt. Hierbei zeigich in Dosis-Wirkungs-Experimenten eine
Zunahme des antiadenoviralen Effekts in Abhangigkein der eingesetzten CLSP-Fc-
Konzentration. Wahrend unter den verwendeten Riodehstmengen von 1000 ng/ml mit dem
CLSP-Fc eine maximale Reduktion der Viruspartikklabme in HelLa-Zellen von ca. 20 %
(19,5 % +/- 5,4 %) erreicht wurde, war beim anadiggesetzten sCAR-Fc der inhibitorische
Maximaleffekt mit ca. 40 % (40,7 % +/- 7,6 %) delhl héher. In den zur Testung des
anticoxsackieviralen Potentials durchgefuhrten Bafdssays mit HeLa-Zellen zeigte sich, dass
selbst bei verhaltnismalig geringen Viruspartikelgen (0,005/0,001 moi) und maximalen
CLSP-Fc-Konzentrationen (3500 ng/ml) fir das negart Fusionsprotein keine
anticoxsackievirale Wirkung nachgewiesen werdennkeanHingegen fuhrten sCAR-Fc-haltige
Zellkulturiberstdnde in allen Ansatzen zu einer Istéahdigen Inhibierung der CVBS3-
Replikation.

Trotz ausgepragter Sequenzhomologie der IgV1-DondéseCLSP-Fc zur virusbindenden D1-
Doméane des CAR/sCAR-Fc scheinen punktuelle Segberegehungen im Bereich
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bindungsrelevanter Regionen der IgV1-Domane sovfferdnte Strukturmerkmale des CLSP-

Fc zum originaren Rezeptor das beobachtete Wirkatern zu erklaren. Somit ist zu

konstatieren, dass aller Voraussicht nach das ESPhei vergleichsweise geringer

antiadenoviraler Wirkpotenz und fehlender anticakeviraler Wirksamkeit gegeniber dem

etablierten Rezeptoranalogon sCAR-Fc als zukurdtitgsetzbares Pharmakon keinen Vorteil
erbringen wirde. Eine mogliche therapeutische Wastavicklung im untersuchten Kontext

stellt sich somit als nicht erforderlich heraus.cAwenn sich die Erwartung in die Entdeckung
und Entwicklung eines neuen, perspektivreichen LRésBehandlung von Coxsackievirus- und
Adenovirusinfektionen nicht erfullen liel3, so sefti diese Arbeit dennoch notwendigerweise
eine Lucke auf der systematischen Suche nach raetiral-wirksamen Molekulstrukturen.
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Abstract

Coxsackie- and adenoviruses cause numerous, fantis¢ part harmless illnesses in humans.
However, under certain conditions the local immdeéenses of the host can be overwhelmed
and a life-threatening increase of the pathogenocanr with grave organ manifestations (143,
145). Both virus groups are associated with a nurobeardiac illnesses, among others (2, 3).
Above all, the coxsackievirus B3 (CVB3), which b&ds to the genus of enteroviruses, has been
shown to play a causal role not only in acute ahbrmic myocardial disorders, but also in
dilated cardiomyopathy (DCM) (5, 32, 56, 57). Adeinases (Ad), as well, have been shown to
be associated with cardiac muscle infections an¥€, 5, 60). Myocarditis, which has been
defined as an inflammation of the heart muscle, regult in a serious, partially irreversible
damage of the contractile myocardial structuresdiley to terminal cardiac insufficiency.

Current antiviral therapeutic approaches offeraative opportunities for extending the mainly
symptom-oriented clinical treatment repertoire. dtnilar and bio-pharmacological procedures
have a great potential in this field since theyeardefined molecular structures and thus can
significantly increase the specificity and effiotgnof treatment. Corresponding approaches are
focused, on the one hand, on post-transcriptioredfigctive gene regulation by means of RNA
interference (122, 123) and, on the other, onrdiesgene expression of soluble receptor proteins
(85). In its membrane-bound form, the coxsackieviamd adenovirus receptor (CAR) is an
important primary virus binding factor and/or imalization factor for numerous human
pathological adenoviruses and group B coxsackiegsy162, 163)n its soluble form (sCAR)
CAR has a pronounced antiviral potential: by meahsteric inhibition of the viral receptor
binding sites and - in addition in the case of tosackieviruses - by means of A-particle
formation, it is able, as a soluble receptor anadogeduce the infectivity of the virus particles o
even overcome it completely (135, 136, 195). AHertimprovement of antiviral effectiveness
has been attained by coupling with the Fc domaihushan IgG1 (sCAR-Fc), which enhanced
the solubility properties and extended the ha#-bf the fusion protein (196).

Recently, a soluble protein was discovered andacharized which resembles sCAR in decisive
regions of its sequence and structure, the CAR-Bé&kRible-Protein (CLSP) (199). CLSP, which
apparently is present only in mice and rats, has Isdown in first experiments to have a binding
capacity for adenoviruses and, as a result, to aanantiviral effectiveness (199).

In the present investigation a new fusion proteas wreated, the Fc-coupled CAR-Like-Soluble-
Protein (CLSP-Fc), and cloned into a doxycyclingdtatable plasmid vector (pAdG12). For the
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first time the antiviral potential of CLSP-Fc wasasyzed with respect to CVB and adenovirus
infections, and comparative data obtained for theady established antiviral SCAR-Fc. To this
end the two recombinant proteins (CLSP-Fc and sCAR-were employed in the same
expression system and their inductor-dependantatgy capability and their transgene protein
expression profiles compared. After transfectior2®8-T-cells both fusion proteins showed an
effective doxycycline-dependant expression andesiecr in the cell culture supernatant. In the
in vitro expression analyses the backround activity medsureghe absence of the inductor
(CLSP-Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/mi)s increased by a factor of 100 for CLSP-
Fc and 60 for sSCAR-Fc on the administration of diygyine. Here, the CLSP-Fc producing
plasmid vector generated a significantly greateowamh of protein.

The following CVB3 and Ad5 inhibition experimentseme carried out with the cell culture
supernatants containing the fusion protein. Dospaese experiments showed that there was an
increase in the anti-adenoviral effect dependertherconcentration of the CLSP-Fc. Given the
highest protein amounts of 1000 ng/ml, with CLSPaFmaximum reduction of virus particle
uptake in HeLa cells of about 20 % (19.5 % +/- Gdwas achieved, whereas with analogously
employed sCAR-Fc the maximum inhibitory effect veésarly higher at about 40 % (40.7 % +/-
7.6 %). In the plaque assays conducted with Hellls der testing the anti-coxsackievirus
potential it was determined that even with compaeit low concentrations of virus particles
(0.005/0.001 moi) and maximal CLSP-Fc concentrati(8600 ng/ml) the new fusion protein
showed no anti-coxsackievirus effect. On the ottend, cell culture supernatant containing
SCAR-Fc resulted in all approaches in a compldtéition of CVB3 replication.

Despite a pronounced sequence homology of the lpstain of the CLSP-Fc with the virus-
binding D1 domain of the CAR/sCAR-Fc, it seems thatobserved lack of effectiveness can be
explained by local sequence divergences in bindehgyant regions of the IgV1 domain, as well
as by different structural properties between th8R-Fc and the original receptor. This leads to
the conclusion that in all probability, given thengparatively low anti-adenovirus effectivity and
the lack of anti-coxsackie virus effectivity, CL$-in comparison with the established receptor
analog sCAR-Fc offers no advantage as a pharmdcalogubstance. A possible further
therapeutic development within the context inveggd here is not required. While the hope of
discovering and developing a new promising fortteatment of coxsackievirus and adenovirus
infections has not been fulfilled, the present stigation has nonetheless performed necessary

work in closing a gap in the systematic searchnéaw effective anti-viral molecular structures.
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Notl

N
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Col E1 origin
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“
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Xbal
Kpnl SCAR unk v
sense 3’ ggtacc cagc ATG GCG CTC TGC TGT GCT TCG TGC TCC TGT GCG GAG TAG 5
AS Met Ala Leu Cys Cys Ala Ser Cys Ser Cys Ala Glu Stoppcodon
Kpnl sCAR

sense 3’ ggtacc cage ATG GCG CTC CTG CTG TGC TTC GTG CTC CTG TGC GGA GTA G...5

AS Met Ala Leu Leu Leu Cys Phe Val Leu Leu Cys Gly Val

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13

Vergleichssequenz aus pAdG12-sCAR-F¢
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