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1 Einleitung 
 

1.1 Virusassoziierte Myokarditiden und Kardiomyopathien 
  
Die Erkrankungsbezeichnung „Myokarditis“ steht für einen Sammelbegriff inflammatorischer 

Herzmuskelprozesse unterschiedlicher Ätiologie. Es gibt sowohl primär infektiöse (Viren, 

Bakterien, Einzeller, Pilze) als auch nicht-infektiöse (autoimmunologische, toxische) 

Krankheitsgenesen sowie idiopathische Formen (1). In den westlichen Industrieländern werden 

kardiotrope Viren, hierbei v. a. Coxsackieviren der Gruppe B (CVB), aber auch humanpathogene 

Adenoviren als häufigste Auslöser der Erkrankung angenommen bzw. als mit dieser im 

ursächlichen Zusammenhang stehend betrachtet (2-5). Heutzutage basiert die Diagnosestellung 

auf der Gesamtbeurteilung von anamnestischen und klinischen Kriterien, ergänzt durch 

bildgebende Untersuchungsverfahren und der invasiven Abklärung im Rahmen einer 

Endomyokardbiopsie (EMB) mit histologischer, molekularbiologischer und 

immunhistochemischer Analyse (6-10). 

Die klinische Manifestation gestaltet sich sehr variabel. Klinisch inapperenten Verläufen stehen 

moderat symptomatische Erscheinungsbilder bis hin zu schweren hämodynamisch relevanten 

Ausprägungsformen mit kardiogenem Schock und plötzlichem Herztod gegenüber (8, 11). Dabei 

sind Form und Ausmaß der myokardialen Störung abhängig von der Art des infektiösen Agens, 

dem Erkrankungsalter, den genetischen Dispositionen sowie der betroffenen kardialen Struktur 

(6). Hierbei werden myokardiale Läsionen im Zusammenhang mit viralen Myokarditiden durch 

zytolytische Virusmechanismen sowie die angeborene und adaptiv antiinfektiöse Immunantwort 

verursacht (6). 

Das Spektrum der Krankheitsdynamik ist ebenfalls vielgestaltig und reicht von akuten oder 

fulminanten Verläufen bis zu chronischen Ausprägungsformen und der möglichen Entwicklung 

einer inflammatorischen oder dilatativen Kardiomyopathie (DCM) (8, 12, 13).   

Bei der DCM handelt es sich um einen ätiologisch heterogenen, irreversiblen Strukturumbau des 

Herzgewebes, welcher mit kardialen Funktionsstörungen und einer schlechten Langzeitprognose 

der Betroffenen einhergeht (14). Im Vordergrund stehen eine links- oder biventrikuläre 

Dilatation und die Verschlechterung hämodynamischer Parameter aufgrund mangelnder 

systolischer Pumpleistung und diastolischer Relaxation (15). Im Gegensatz zur DCM steht bei 

der Pathologie der inflammatorischen Kardiomyopathie, neben der kardialen Dysfunktion, ein 



Einleitung 

 
 

2 

andauernder Entzündungsprozess zum Diagnosezeitpunkt im Vordergrund (13). Ein Großteil 

dieser infektiös vermittelten Kardiomyopathien entstammt einer viralen Genese (15). 

Antivirale Therapieansätze, wie sie momentan in der Erprobung sind, bieten vielversprechende 

Möglichkeiten das zumeist symptomatisch orientierte, klinische Behandlungsrepertoire zu 

erweitern und damit dringend erforderliche, gezielt-antivirale Therapiealternativen zu liefern. 

 

1.1.1  Epidemiologie 
 

Die tatsächliche Prävalenz der Myokarditis, respektive virus-indizierter Myokarditiden, ist nach 

wie vor schwer zu ermitteln (1). Auch aufgrund der häufig subklinischen Manifestation der 

Erkrankung sowie der Missinterpretation unspezifischer Krankheitssymptome mit zum Teil 

zurückhaltender Anwendung spezifischer Diagnosemöglichkeiten ist von einer höheren 

Betroffenenzahl als bisher angenommen auszugehen (1, 6).  

In Abhängigkeit von der untersuchten Studienpopulation und den zugrunde liegenden 

Diagnosekriterien konnten in autopsiebasierten Studien Häufigkeiten von 0,1 – 12 % festgestellt 

werden (16-20). Daten bezüglich der Neuerkrankungsrate zeigen ebenfalls eine große 

Variabilität und schwanken zwischen 1-10 pro 100.000 Einwohner/Jahr (21-23).  Bei bis zu  

43 % der an einem plötzlichen Herztod verstorbenen jungen Erwachsenen und Sportlern konnte 

eine Herzmuskelentzündung nachgewiesen werden (20, 24-27). Auch bei Kindern stellt diese 

eine häufige Ursache für plötzliche Herztode und Kardiomyopathien dar (28-30). Insgesamt wird 

das Auftreten einer Myokarditis während einer viralen Infektion auf 3-6 % geschätzt (31). Seit 

der Einführung EMB-basierter, molekularbiologischer Nachweismethoden wurde mit 

geographisch unterschiedlichen Häufigkeiten bei Patienten mit dem klinischen Verdacht einer 

Myokarditis oder DCM in bis zu 67 % der Fälle Virusgenom nachgewiesen (4, 32-35).  

Fallstudien legen nahe, dass etwa 12 % der Patienten mit klinischem Verdacht auf eine 

Myokarditis und 40 % mit biopsiebewiesener Myokarditis eine DCM entwickeln (23, 36, 37). 

Die alterskorrigierte Inzidenz für die DCM liegt beispielsweise in den USA bei 36 pro  

100.000 Einwohner/Jahr. Das prädominante Manifestationsalter befindet sich zwischen der 3. 

und 5. Lebensdekade, wobei Männer doppelt so oft betroffen sind wie Frauen (38). 30 % der 

untersuchten Herzinsuffizienzpatienten entwickeln ihre Erkrankung im Zusammenhang mit einer 

DCM. Damit ist sie die am häufigsten vorkommende Kardiomyopathie und neben der koronaren 

Herzkrankheit (KHK) die häufigste Ursache der Herzinsuffizienz überhaupt (39, 40). Ebenfalls 

stellt die DCM die häufigste Herzinsuffizienzentität da, welche eine Herztransplantationstherapie 

erforderlich macht (14, 23, 30). Neben primären, idiopathischen Formen der DCM und mit 



Einleitung 

 
 

3 

Gendefekten vergesellschafteten Varianten werden insbesondere virale Myokarditiden bzw. 

inflammatorische Kardiomyopathien als häufigste Ursache für die Ausprägung einer sekundären 

DCM betrachtet (15).  

Die aktuelle Inzidenz der durch Viren verursachten oder mitbedingten DCM ist nach wie vor 

nicht eindeutig etabliert (6). Gründe hierfür sind u. a. in den oft klinisch inapparenten Verläufen 

und der mangelnden diagnostischen Abklärung der Myokarditisfälle zu suchen. Vorherrschende 

Symptome der DCM treten mit einer variablen Verzögerung nach dem primären, entzündlichen 

Herzmuskelgeschehen auf und werden daher mit diesem nicht in Zusammenhang gebracht. Eine 

nachträgliche Zuordnung zu einem virusinduzierten Prozess gestaltet sich oft schwierig (6). 

Somit ist davon auszugehen, dass zusätzlich ca. 20-30 % der idiopathischen DCM-Formen, die 

insgesamt ca. 50 % der Fälle ausmachen, mit einem viralen Entstehungsmechanismus assoziiert 

sind (4, 38). 

 

1.1.2 Verlauf und Prognose 
 

Allgemein gilt, dass Patienten mit moderaten, klinisch weniger auffälligen Verläufen, aber auch 

jene mit initial fulminanter Krankheitspräsentation, in der Mehrzahl der Fälle eine folgenlose 

Ausheilung erfahren und eine gute Langzeitprognose besitzen (6, 41, 42). Hingegen zeigen 

verschiedene prospektive Studien, dass die 5- bis 10-Jahresüberlebensrate bei akuten, nicht-

fulminanten Myokarditiden lediglich zwischen 46 und 25 % liegt (41, 43-45). Auch im Rahmen 

einer großen Myokarditisbehandlungsstudie wurden 1- bzw. 5-Jahresüberlebensraten von nur  

80 % bzw. 44 % beobachtet (46).  

Von einer insgesamt schlechteren Prognose wird für Patienten mit fortbestehender ventrikulärer 

Dysfunktion und andauerndem Entzündungsprozess berichtet (41, 43, 47). Auch der Nachweis 

einer viralen Erregerpersistenz, insbesondere das Vorhandensein replikationsfähigen 

Virusgenoms, ist sowohl für Myokarditis- als auch DCM-Patienten ein negativer prognostischer 

Prädiktor (32, 34, 43, 44, 48). Kardiale Enterovirusinfektionen weisen mit einer Mortalität von 

bis zu 67 % hierbei eine besonders schlechte Prognose auf (41, 48-50). Fallstudien legen nahe, 

dass etwa 12 % der Patienten mit klinischem Verdacht einer Myokarditis und 40 % mit 

biopsiebewiesener Myokarditis eine DCM entwickeln (23, 36, 37). Die 5-Jahresüberlebensrate 

der DCM-Patienten liegt trotz Anwendung der gegenwärtigen Herzinsuffizienztherapie nur bei 

ca. 50 % (26, 45, 51). In 80 % der Fälle ist langfristig eine Herztransplantation erforderlich (8, 

23). Als häufige Komplikationen treten thrombembolische Ereignisse und lebensbedrohliche 

Herzrhythmusstörungen auf (15).  
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1.1.3  Ätiologie und Pathogenese 
 

Neben Enteroviren, insbesondere Coxsackieviren der Gruppe B (CVB) mit gesicherter 

Ätiopathogenese, wurden in den vergangenen Jahren auch Adenoviren, Erythroviren (Parvovirus 

B19), verschiedene Herpesviren (HHV-6, CMV, EBV, HSV), Hepatitis-C-Viren, Influenzaviren 

und HI-Viren als potenziell kardiotrope Erreger im menschlichen Herzen identifiziert (4, 33, 34, 

52-55).  

Während für zahlreiche Viren der ätiopathogenetische Krankheitskontext noch nicht vollständig 

geklärt ist, stehen die zur Gattung der Enteroviren gehörenden CVB-Viren nachweislich im 

kausalen Zusammenhang sowohl mit akuten und chronischen Myokarditisverläufen, als auch der 

inflammatorischen und dilatativen Kardiomyopathie (32, 34, 36, 56-59). Auch Adenoviren 

werden mit Herzmuskelinfektionen und DCM als im ursächlichen Zusammenhang stehend 

betrachtet (4, 5, 60, 61). Bei Neugeborenen und Kindern zählen Enteroviren und Adenoviren zu 

den am häufigsten auftretenden kardiotropen Viren (4, 61). Des Weiteren gelten in den 

westlichen Industrieländern Enteroviren auch bei Erwachsenen als wichtigster Auslöser für 

besonders schwere Myokarditiden und  DCM-Verläufe (6, 50, 62). So konnte mit entsprechender 

geographischer, zeitlicher und mengenmäßiger Variabilität bei 6,7 - 40 % der untersuchten 

Myokarditispatienten und 8 - 45 % der DCM-Patienten Enterovirusgenom aus gewonnenen 

Herzmuskelbiopsien nachgewiesen werden (32-34, 56, 57, 62). Der Adenovirusgenomnachweis 

erfolgte bei Myokarditispatienten in 8,1 - 23 % bzw. bei DCM-Patienten in 1,6 - 12 % der Fälle 

(4, 33, 34, 60). 

Anhand von Studien an Tiermodellen ist bekannt, dass es sich bei der Pathogenese der viralen 

Myokarditis um einen multifaktoriellen Prozess handelt, der vom Virusgenom, vom Wirtsgenom 

und der Umgebung, in der sie interagieren, abhängt (6).  

Der unterschiedliche Zelltropismus kardiotroper Viren bedingt unterschiedliche pathogenetische 

Prinzipien. Daraus resultieren unterschiedliche Prädilektionsstellen für die Virusinfektion am 

Herzen sowie differente Virulenz- und Invasivitätseigenschaften der Erreger (63-65). 

Verschiedene Virusvarianten und eine variable Viruslast mögen darüber hinaus die Heterogenität 

im Hinblick auf Krankheitspräsentation und Prognose viraler Herzmuskelerkrankungen erklären 

(6). Genetische Prädispositionen können die virale Immunität des Wirts zusätzlich beeinflussen 

und somit die Schwere und den Verlauf einer viralen Myokarditis mitbestimmen (6, 63, 66). 

Myokardiale Läsionen werden sowohl durch zytolytische Virusmechanismen als auch durch die 

angeborene und adaptive, antiinfektiöse Immunantwort verursacht (2, 6). 
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Die pathophysiologische Entwicklung der virusinduzierten Myokarditis besteht aus 

unterschiedlichen Phasen und ist derzeit für Enterovirusinfektionen am besten verstanden (2, 23, 

67). Zunächst gelangen kardiotrope Viren durch rezeptorvermittelte Endozytose in die 

Kardiozyten. Nach Replikation des Virusgenoms werden unter Zelllyse die neu gebildeten 

Virionen zur weiteren Ausbreitung freigesetzt (68). In der anschließenden Phase kommt es zur 

vermehrten Einwanderung von Makrophagen und natürlichen Killerzellen mit konsekutiver 

Freisetzung antiviraler Zytokine und Eliminierung virusinfizierter Zellen (12, 23, 69). Auf diese 

erste, angeborene Immunreaktion folgt im Rahmen der subakuten Phase die zweite adaptive 

Immunantwort mit der Infiltration des Myokards durch antigenspezifische, zytotoxische  

T-Zellen. Diese erkennen auf der Kardiomyozytenoberfläche über Major-Histokompatibilitäts-

Komplexe (MHC-1) präsentierte, degradierte Virusproteinfragmente, woraufhin sie die Lyse der 

virusinfizierten Herzzellen bewirken (70, 71). An dieser Stelle ist eine vollständige Eliminierung 

virusbeladener Kardiomyozyten und eine, von der Schwere des Myokardschadens abhängende, 

folgenlose Defektheilung möglich. 

Bei einem Ungleichgewicht zwischen Virusbeseitigung und immunologischer Reaktion kann es 

jedoch hiernach zu einer Chronifizierung des Entzündungsprozesses kommen. Inadäquate 

Verteidigungsmechanismen mit der Folge der Erregerpersistenz sowie andauernde  

T-Zellaktivierung mit teils überschießenden, autoimmunologischen Reaktionen erhöhen das 

Risiko einer folgenschweren, strukturellen Veränderung des Herzgewebes (23, 72-77). Die 

virusinduzierte Spaltung des zytoskelettalen, die Kardiomyozytenintegrität-vermittelnden 

Proteins Dystrophin, trägt zusätzlich zur Ausprägung einer Kardiomyopathie bei (63, 78). 

Interstitielle Fibrosierung und Remodelingvorgänge der extrazellulären Matrix führen darüber 

hinaus zur vermehrten Steifigkeit und irreversiblen Ventrikeldilatation (45, 79-82). Unter diesen 

Umständen kann als Endstadium eine sekundäre, infektionsbedingte DCM stehen. Das Vollbild 

dieser myokardialen Umbauprozesse ist funktionell durch mangelnde systolische Pumpleistung 

bei verzögerter und inkompletter diastolischer Relaxation des Myokards gekennzeichnet (15). 

 

1.1.4 Therapie 
 

Allgemein richtet sich die Behandlungsstrategie bei virusassoziierten Myokarditiden und 

Kardiomyopathien nach dem Schweregrad der klinischen Manifestation und diagnostischen 

Klassifikation der Erkrankung. In der klinischen Praxis steht das symptomatisch orientierte 

Behandlungsregime immer noch an erster Stelle. Kenntnisse bezüglich der zugrunde liegenden 

Pathomechanismen bei entsprechenden Ausprägungsformen mit schlechter Krankheitsprognose 
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legen den Bedarf gezielter antiviraler und antiinflammatorischer Therapiestrategien nahe (32, 34, 

41, 43). Aufgrund des spezifischen Interaktionspotentials mit definierten, für die Virusaufnahme 

und -vermehrung essentiellen Zielstrukturen nehmen molekulare und gentherapeutische 

Verfahren hierbei einen vielversprechenden Stellenwert ein (83). Gentherapeutische antivirale 

Behandlungsansätze konzentrieren sich u. a. neben dem Einsatz der posttranskriptionell 

wirksamen Genregulation mittels RNA-Interferenz auf die transgene Expression von löslichen 

Virusrezeptorproteinen (84, 85). 

 

1.1.4.1 Symptomatische Therapie 
 

Bei milden bis moderaten klinischen Symptomen und kaum beeinträchtigter linksventrikulärer 

Funktion brauchen Myokarditispatienten keine spezielle medizinische Behandlung. Dennoch, 

sollten EKG-Auffälligkeiten sowie erhöhte Herzenzymlevel bestehen bleiben, ist eine 

Hospitalisierung und eine Überwachung angezeigt, um lebensbedrohliche Komplikationen zu 

entdecken und ihnen vorzubeugen. Körperliche Aktivitäten sollten generell vermieden werden, 

bis die Infektion und der Entzündungsprozess am Herzmuskel abgeklungen sind (6). Bei 

schweren, renitenten ventrikulären Rhythmusstörungen oder AV-Blockierungen kann eine 

pharmakologische Therapie mit antiarrhythmischen Präparaten oder nach Ausschöpfung 

konservativer Maßnahmen eine Kardioverter-Defibrillator- (ICD) bzw. temporärere 

Schrittmacherimplantation indiziert sein (6). Liegt eine symptomatische Einschränkung der 

systolischen oder diastolischen Ventrikelfunktion vor, sollte eine Herzinsuffizienztherapie getreu 

entsprechender Behandlungsleitlinien eingeleitet werden (86). Auch die gegenwärtige 

Behandlung der DCM entspricht in erster Linie der symptomatischen Herzinsuffizienztherapie 

und beinhaltet, neben der ärztlichen Aufklärung bezüglich einer angepassten Lebensführung, 

sowohl pharmakotherapeutische Elemente als auch invasive Maßnahmen (15). Im 

therapieresistenten Endstadium der Erkrankung bleibt als Ultima ratio, sofern realisierbar, nur 

die Transplantation des geschädigten Organs (15).   

 

1.1.4.2 Spezifische Therapieoptionen 
 

Obwohl viele der Patienten, die sich mit moderater bis schwerer hämodynamischer 

Beeinträchtigung im Rahmen einer nicht-fulminanten, viralen Myokarditis präsentieren, sich 

innerhalb von Wochen bis Monaten unter der regulären Herzinsuffizienztherapie verbessern, ist 

insgesamt ihre Langzeitprognose nach wie vor schlecht (41, 43-45). Zahlreiche Studien belegen 

als negative prognostische Prädiktoren bei Myokarditiden und virusassoziierten 
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Kardiomyopathien, neben anhaltender ventrikulärer Dysfunktion, die Persistenz viraler Erreger 

und einen andauernden myokardialen Entzündungsprozess (32, 34, 41, 43, 44, 47, 48, 87). 

Gezielte antivirale bzw. antiinflammatorische Therapieoptionen sind anhaltend Gegenstand der 

Forschung und bereits in einigen randomisierten klinischen Studien erprobt worden.  

Dabei zeigte sich, dass eine immunsuppressive Therapie mit Glucocorticoiden teils in 

Kombination mit Azathioprin oder Cyclosporin bei Myokarditiden und inflammatorischen DCM 

keinen wesentlichen Vorteil brachte (46, 88). Ähnliche Resultate erzielte eine prospektive, 

placebokontrollierte Studie beim Einsatz intravenöser Immunglobuline bei Patienten mit neu 

aufgetretener DCM (89). In diesen Fällen verbesserten sich zahlreiche Patienten auch spontan 

ohne immunmodulatorische Therapie (46, 88, 89). Allerdings fand hier das Vorhandensein einer 

viralen Infektion keine Berücksichtigung. So weisen jüngere Daten aus Behandlungsstudien 

darauf hin, dass Patienten mit chronischem Erkrankungsprozess bei genauer Charakterisierung 

der Ziel-Kohorte und dem Ausschluss viraler Persistenz, im Zustand postviraler Inflammation, 

von einer immunsuppressiven Therapie profitieren (90-93). Währenddessen stellte der Nachweis 

viraler Persistenz eine der Schlüsselursachen für das Nichtansprechen auf eine 

immunmodulatorische Therapiestrategie dar (90).  

Weitere Therapieversuche wurden mit antiviral-immunmodulatorisch wirkenden Cytokinen, den 

Typ-1 Interferonen (INF-α/β), unternommen. INF-α/β ist in der Lage die Replikation zahlreicher 

kardiotroper Viren in vitro zu inhibieren. Auch in vivo konnte die antivirale Wirksamkeit in 

Bezug auf kardiotrope Viren bewiesen werden, wobei die Sensibilität verschiedener Viren und 

sogar die einzelner Virusstämme variierte und darüber hinaus vom infizierten Zelltyp abhing 

(94-100). In einer Phase-II-Studie an Patienten mit EMB-bewiesener, chronisch-persistierender 

enteroviraler oder adenoviraler Herzmuskelinfektion zeigte sich unter INF-β-Behandlung bei 

allen Patienten eine komplette Viruselimination begleitet von einer signifikanten Verbesserung 

der linksventrikulären Funktion, einer Abnahme der Ventrikelgröße sowie der klinischen 

Besserung von Herzinsuffizienzsymptomen und der deutlichen Abnahme von entzündlichem 

Zellinfiltrat (101). Dabei wurde die Medikation von allen Probanden gut vertragen und keiner 

der Patienten verschlechterte sich unter der Therapie. Während kardiale Entero- und 

Adenovirusinfektionen scheinbar gut auf INF-β-Behandlung ansprechen, gelang bei anderen 

viralen Erregern hiermit keine komplette Viruselimination (101, 102). In einer kleinen, offen-

etikettierten Studie an Patienten mit enteroviruspositiver DCM bei zunehmender 

hämodynamischer Verschlechterung gelang es nach halbjähriger Gabe von INF-α eine 

Verbesserung klinischer und hämodynamischer Parameter bei allen Probanden zu erreichen. 

Allerdings kam es hier nur in der Hälfte der Fälle zu einer Viruselemination (103). Ebenfalls 



Einleitung 

 
 

8 

konnte ein Behandlungserfolg im Rahmen einer randomisierten Studie mit Myokarditis- und 

DCM-Patienten erzielt werden, bei denen nach dreimonatiger Gabe von INF-α zusätzlich zur 

konventionellen Herztherapie eine signifikant höhere, stabil bleibende linksventrikuläre 

Funktionsverbesserung beschrieben wurde (104).  

Jedoch sind antivirale Therapiemaßnahmen nach wie vor begrenzt auf klinische Studien und 

spezialisierten Therapiezentren vorbehalten. Eine spezifische, anticoxsackievirale oder 

antiadenovirale Therapie ist derzeit nicht etabliert und ungebrochen von klinischer Relevanz. 

 

1.1.4.3  Präklinische Therapieansätze 
 

Basierend auf den Kenntnissen molekularbiologischer Abläufe der viralen Replikationszyklen 

waren in den vergangenen Jahren zahlreiche pharmakologische und molekulare 

Behandlungsansätze Gegenstand der Forschung. Insbesondere im Hinblick auf CVB-verursachte 

Herzmuskelinfektionen konnten neue, hochspezifische Substanzgruppen experimentell 

entwickelt und hinsichtlich ihres klinischen Anwendungspotentials untersucht werden (83). 

Mögliche Angriffspunkte für antivirale Wirkeffekte stellen neben dem Prozess der 

Virusanheftung und -internalisierung, virale Replikations- und Zellfreisetzungsvorgänge dar.  

So wurden eine Reihe niedermolekularer Pharmakosubstanzen gegen Picornaviridae erprobt, die 

entweder durch Bindung an das Viruskapsid die Virusaufnahme in die Zelle (z. B. WIN, 

Pleconaril) (105-111) oder durch Interaktion mit replikationsrelevanten Virusproteinen (111-

114) bzw. entsprechenden Zellproteinen (115-117) die Virusreplikation zu inhibieren 

vermochten. Nachteilige Eigenschaften bezüglich der biologischen Verfügbarkeit, des 

Nebenwirkungsprofils, der rapiden Entwicklung von Escape-Mutanten und die zum Teil geringer 

Wirkeffektivität limitieren allerdings ihre bisherige Einsatzfähigkeit bei myokardiale CVB-

Infektionen im Menschen (83).  

Eine andere vielversprechende Substanzgruppe stellen die biotechnologisch hergestellten 

Biologicals dar. Diese beinhalten zum einen kleine DNA- oder RNA-Moleküle, die durch 

spezifische RNA-Interferenz (RNAi) die Blockade und Degradierung der entsprechenden 

Zielstruktur herbeiführen und damit die für die Virusaufnahme oder -replikation elementaren 

Translationsprozesse in der Wirtszelle unterbinden (118, 119). Hierbei zeigten erfolgreiche 

Anwendungen von RNAi-Molekülen eine breite Wirksamkeit gegen zahlreiche humanpathogene 

Viren (119-121),  so auch bei Adenovirus- (122) und kardialen CVB-Infektionen (123, 124). 

Weitere Fortschritte auf diesem Gebiet konnten u. a. durch die virusvektorvermittelte, ektope 

Expression von short hairpin RNAs (shRNA) sowie die veränderte Auswahl und parallele 
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Kombination unterschiedlicher Interferenz-Zielstrukturen erzielt werden (84, 122, 123, 125-

127). Auch durch die RNAi-vermittelte Ausschaltung des für die Virusaufnahme in die Zelle 

erforderlichen Coxsackievirus- und Adenovirus-Rezeptors (CAR) konnten CVB- und 

Adenovirusinfektionen in vitro inhibiert werden (128, 129). Gegen eine perspektivreiche In-vivo-

Anwendung dieser Strategie spricht allerdings die Tatsache, dass bei der Gen-Inaktivierung des 

CAR auch andere physiologische Zellfunktionen betroffen sein könnten (130-133).  

Eine weitere Untergruppe biopharmakologischer Substanzen, die der löslichen Rezeptoranaloga, 

konzentriert sich ebenfalls auf die Verhinderung der Virusbindung und -aufnahme in die 

Wirtszelle (s. auch Kapitel 1.3). Durch Besetzung und sterische Inhibierung der viralen 

Rezeptorbindungsstellen sowie zusätzlich im Falle von CVB durch irreversible A-Partikel-

formation gelang es die Infektiosität der Viruspartikel erfolgreich herabzusetzen bzw. gänzlich 

auszuschalten (134-136). Die antivirale Effektivität dieser Strategie konnte in vivo mehrfach 

bestätigt werden (85, 137-139). Mit der transgenen Expression einer rekombinanten 

Rezeptoranalogonvariante (sCAR-Fc) über ein Doxycyclin-regulierbares Genexpressionssystem 

konnte im CVB3-Myokarditis-Mausmodell neben der Reduktion der kardialen Infektion, 

Inflammation und des Gewebeschadens auch maßgeblich eine Verbesserung hämodynamischer 

Parameter nachgewiesen werden (85).  

Ergänzt durch den Einsatz der mesenchymalen Stammzelltherapie (140) bietet sich ein breites, 

vielversprechendes Spektrum neuer antiviraler Therapieoptionen. Nichtsdestotrotz sind weitere 

Untersuchungen und Erkenntnisse hinsichtlich ihrer sicheren und effektiven klinischen 

Anwendbarkeit erforderlich. 

 

1.2  Coxsackieviren und Adenoviren 
 

1.2.1 Einteilung und Aufbau  
 

Bei Coxsackieviren, welche zur Familie der Picornaviridae und Gattung der säurestabilen 

Enteroviren gehören, handelt es sich um weltweit auftretende, unbehüllte Einzel(+)-Strang-

RNA-Viren mit einem kleinen Nukleokapsiddurchmesser von ca. 30 nm. Das Nukleokapsid 

besteht aus jeweils zwölf Pentameren, die ihrerseits aus fünf Protomeren der vier 

Strukturproteine VP1 bis VP4 zusammengesetzt sind (Abb. 1.1). VP1, VP2 und VP3 bilden 

dabei die Oberfläche des Virons, während VP4 auf der Innenseite des Viruskapsids lokalisiert 

und mit dem RNA-Genom assoziiert ist (141). An den Berührungspunkten der 5-fachen 

Symmetrieachse des VP1-Proteins liegt eine Vertiefung, der so genannte „Canyon“, über den das 
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Virus mit seinem zellulären Rezeptor interagiert (142). Variabilitäten in der dort befindlichen 

Aminosäuresequenz können zu unterschiedlichen Rezeptorprävalenzen führen. Basierend auf 

verschiedenen Organtropismen und Gewebeschädigungen in der Maus werden zwei 

unterschiedliche Gruppen klassifiziert: Gruppe-A-Coxsackieviren bestehend aus 23 (CVA1-22, 

24) und Gruppe-B-Viren aus 6 Serotypen (CVB1-6) (143).  
 

 

 

 

 

 

   a)                                                   b) 

 
 

Abb. 1.1: Strukturelle Eigenschaften von Picornaviren 
(a) Röntgenkristallstrukturanalyse eines Picornaviruskapsids am Beispiel von CVB3. [nach Muckelbauer JK et al., 1995; (142)] 
(b) Schematischer Aufbau eines Picornaviruspartikels bestehend aus zwölf identischen Pentameren, deren fünf kristallo-
graphische Untereinheiten (Dreiecke) jeweils die Kapsidproteine VP1-VP4 enthalten. Die Rezeptorbindungsstelle wird von einer 
kreisförmigen Vertiefung, dem sog. Canyon, gebildet (grauer Ring). [mod. nach Gonzalez-Mariscal L et al., 2009; (144)] 

 
 

Humane Adenoviren (Ad), welche zur Familie der Adenoviridae und Gattung der 

Mastadenoviren gehören, sind hingegen unbehüllte, doppelsträngige DNA-Viren (Abb. 1.2). Ihr 

lineares Genom wird von einem stabilen, ca. 60-90 nm im Durchmesser betragenden, 

ikosaederischen Kapsid umgeben, aufgrund dessen sie sich durch eine langanhaltende 

Infektiosität auch außerhalb des Wirtskörpers auszeichnen (145). Die Kapsidhülle besteht aus 

252 Kapsomeren (240 Hexone und 12 Pentone) (146). Hexone und Pentone, welche benannt sind 

nach der Anzahl der ihnen benachbarten Kapsomere, setzen sich aus drei bzw. fünf jeweils 

identischen Polypeptidketten zusammen (147). An jeder der zwölf Pentonbasen inseriert eine 

antennenartige, in Abhängigkeit von der Spezies längenvariable Fiber, welche aus drei 

glykosylierten Polypeptiden besteht und eine Verdickung an ihrem freien Ende, den Fiberknop, 

aufweist (148). Über diesen erfolgt die initiale Kontaktaufnahme des Virions mit Rezeptoren der 

Wirtszelloberfläche (149, 150). Eine Klassifikation der über 50 unterschiedlichen serologischen 

Ad-Subtypen in sechs Untergruppen (Humanes Adenovirus A-F) erfolgt vornehmlich aufgrund 

ihrer Hämagglutinationseigenschaften, ihres onkogenen Potentials sowie genomischer Merkmale 

(151).  
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Abb. 1.2: Strukturelle Eigenschaften von Adenoviren 
(a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme humaner Adenoviren. Die Visualisierung der Viruspartikel erfolgte 
mittels negativer Kontrastierungstechnik. (Quelle: Via www.mediendatenbank.de, Online im Internet unter URL: 
http://media.internisten-im-netz.de/mediadb/media/krankheitserreger/elektronenmikroskopie/adenovirus.jpg; Stand 07.01.2013) 
(b) Schematische Darstellung eines Adenoviruspartikels. (Quelle: Via Qbiogene Molecular Biology. Online im Internet: URL: 
http://www.qbiogene.com/adenovirus/about, Stand 07.01.2013) 

 
 
1.2.2 Infektionsverlauf 
 

Humane CV-Infektionen, welche endemisch auftretend als Schmier- oder Tröpfcheninfektionen 

übertragen werden und eine Inkubationszeit von einigen Tagen bis zu 3 Wochen besitzen, führen 

meist nur zu harmlosen, grippeähnlichen Beschwerden. Des Weiteren sind sie je nach Serotyp 

Auslöser zahlreicher eher unbedeutender Krankheitsbilder wie beispielsweise der Hand-Fuß-

Mund-Krankheit, Herpangina, epidemischer Pleurodynie oder einfacher Durchfallerkrankungen. 

Unter gewissen Umständen allerdings wird die lokale Immunabwehr des Wirts überwunden und 

eine lebensbedrohliche Ausbreitung mit Beteiligung von ZNS, Bauchspeicheldrüse, Leber, 

Lunge oder der des Herzens droht (143, 152). Insbesondere bei Neonaten kommt es in diesem 

Zusammenhang zu schweren Komplikationen mit hohen Mortalitätsraten (153). CVB, allen 

voran CVB3, sind typischerweise als kardiotrope Erreger häufig an Infektionen des Herzens 

beteiligt und in diesem Kontext entsprechend oft nachgewiesen worden (32, 56, 62).  

In Abhängigkeit der verschiedenen Gewebetropismen unterschiedlicher Serotypen lösen Ad, 

deren Übertragung oft endemisch auf fäkal-oralem Wege erfolgt, in der Regel milde 

respiratorische, gastrointestinale oder konjunktivale Infektionen aus. Allerdings kommt es in 

manchen Fällen, insbesondere bei Kindern und immunsuppremierten Personen, aufgrund 

Ausbreitung der Infektion zu disseminierten Verläufen oder zu schweren Organbeteiligungen 

wie von Lunge, Leber, Herz, Pankreas oder ZNS mit teils tödlichem Ausgang (154-158). Auch 

wird ein ursächlicher Zusammenhang zwischen Ad und Herzmuskelinfektionen bzw. DCM 

angenommen (4, 5, 60, 61). Trotz einer Reihe von verheißungsvollen Behandlungsansätzen 
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(159-161) steht eine etablierte spezifische antiadenovirale Therapie derzeit immer noch nicht zur 

Verfügung und prospektive, randomisierte Behandlungsstudien diesbezüglich fehlen (145).  

 

1.2.3 Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR)  
 

Generell erfolgt die Virusanheftung an die Wirtszelle, welche für die Initiation der Infektion 

einen obligatorischen Vorgang darstellt, über spezifische zelloberflächenständige Rezeptoren. 

Die unterschiedliche Ausstattung an Oberflächenrezeptoren ist daher eine wichtige Determinante 

bei der Permissivität von Zellen für spezielle Viren als auch dem viralen Gewebetropismus. Der 

Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) dient in seiner membranständigen Form 

nachweislich Coxsackieviren der Gruppe B und den Adenovirus-Subtypen A, C, D, E und F als 

primärer Virusbindungs- bzw. Virusinternalisierungsfaktor (162-165).  

 

1.2.3.1 Physiologische Zellfunktion 
 

CAR, der seit seiner Entdeckung 1997 in zahlreichen Spezies mit einem hohen Maß an 

Sequenzhomologie nachgewiesen werden konnte, ist ein einzelsträngiges Typ I 

Transmembranprotein und Mitglied der CTX-Unterfamilie innerhalb der Immunglobulin-

Superfamilie (IgSF) (163, 165-169). Er besitzt N-terminal zwei extrazelluläre, 

immunglobulinähnliche Domänen (D1, D2), welche über den alpha-helikalen Transmembranteil 

mit dem zytoplasmatischen C-Terminus in Verbindung stehen.  

Das humane CAR-Gen enthält sieben Exons und befindet sich auf Chromosom 21 (21q 11.2) 

(170). Das translatierte und glykosylierte humane CAR-Protein weist eine Molekülmasse von  

46 kDa auf (171). Die Expressionsstärke von CAR zeigt große Unterschiede zwischen und 

innerhalb verschiedener Organe und Gewebe sowie während der Entwicklung (130, 169, 172, 

173). In gesunden, adulten Herzen ist die CAR-Expression relativ niedrig und beschränkt auf 

interstitielle Zellen und subendotheliale glatte Muskelzellen, während explantierte Herzen von 

Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) eine hohe Expression von CAR in den 

Kardiomyozyten aufweisen (169).  

Beobachtungen, wie die der Homodimerbildung über die extrazelluläre D1-Domäne (174) oder 

der Lokalisation im Bereich von Zell-Zell-Kontakten wie beispielsweise Tight Junctions (175) 

und kardialen Disci intercalares (169, 176), legen neben der elementaren embryogenetischen 

Bedeutung für das Herz-Kreislaufsystem (130, 132, 133) physiologische Funktionen u. a. als 

Zelladhäsionsprotein nahe. So wiesen adulte CAR-Knockout-Mäuse Erregungsleitungsstörungen 

am Herzen auf, welche sich v. a. im Rahmen atrioventrikulärer Überleitungsstörungen 
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manifestierten (131). Das Fehlen von CAR während der frühen Mausembryogenese führte zu 

Herzanormalien mit letalem Ausgang (130). 

 

1.2.3.2 CAR als Virusrezeptor 
 

Sowohl Coxsackieviren der Gruppe B als auch die Adenovirus-Subtypen A und C-F interagieren 

jeweils mit spezifischen Berührungspunkten der extrazellulären, distal gelegenen D1-Domäne 

des CAR (177). 

Für alle CVB-Serotypen fungiert CAR als primärer Internalisierungsrezeptor (164). CVB2, 4 

und 6 nutzen ihn zusätzlich als Virusbindungsrezeptor, während die Serotypen 1, 3 und 5 den 

Decay-Accelerating Rezeptor (DAF, CD55) als Co-Rezeptor für den Schritt der Virusanheftung 

benötigen (178, 179). Im Rahmen des Internalisierungsprozesses bindet CAR mit seiner  

D1-Domäne im so genannten Canyon, wodurch die Vesikelendozytose von Virusbestandteilen 

eingeleitet wird (180). Hierbei kommt es unter Verlust des VP4-Strukturproteins  

[= A(lterations)-Partikel] und Freigabe des viralen RNA-Genoms zur irreversiblen 

Konformationsänderung des Viruskapsids (181). Die A-Partikelbildung, welche auch bei 

anderen Vertretern der Picornavirenfamilie weit verbreitet ist (141, 182), wird bei CVB 

ausschließlich durch CAR, jedoch nicht durch den Co-Rezeptor DAF, hervorgerufen (136). 

Auch ein Großteil der Adenoviren nutzt CAR als Virusbindungsrezeptor (162). Dabei wird die 

initiale Andockung des Virions an die Zielzelle über die hochaffine Bindung des adenoviralen 

Fiberknops mit der D1-Domäne des CAR vermittelt (183). Die nachfolgende 

Virusinternalisierung mittels rezeptorvermittelter Endozytose erfolgt über die spezifische 

Interaktion der viralen Pentonbasis mit membranständigen Integrinen (184, 185). 

Obwohl die Bindungsstellen für die adenovirale Fiberdomäne in der D1-Region des CAR liegt, 

können Ad nicht mit einem in der D2-Domäne deletierten CAR-Rezeptor interagieren (186). 

Daher scheint auch die D2-Domäne, zumindest als strukturelle Komponente bei der Virus-

Rezeptor-Interaktion eine signifikante Bedeutung zu haben. 

 

1.3 Lösliche Rezeptorproteine als antiviraler Therapieansatz 
 

Mit der Kenntnis und Identifikation bestimmter für die Virusaufnahme in die Wirtszelle essentieller 

Zelloberflächenrezeptoren wurde die Grundlage für eine gezielt-antivirale Therapiestrategie mittels 

löslicher (= solubler, s) Virusrezeptorvarianten geschaffen. Das Wirkungsprinzip der löslichen 

Rezeptoranaloga (LRA) beruht in erster Linie auf der kompetitiven Hemmung und sterischen 

Inhibierung viraler Rezeptorbindungsstellen und der damit verbundenen Prävention der 
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Virusanheftung und nachfolgenden -aufnahme in die mögliche Zielzelle. Für Viren der 

Picornafamilie konnte darüber hinaus durch Bindung mit LRAs, in Analogie zum 

physiologischen Uncoating-Mechanismus der A-Partikelformation (181), eine irreversible 

Konformationsänderung der Kapsidhülle mit Verlust des viralen RNA-Genoms und konsekutiv 

der Partikelinfektiosität nachgewiesen werden (134, 182, 187).  

Ausgehend von natürlich vorkommenden LRAs, denen meist durch Fehlen der für die 

Verankerung in der Zellmembran notwendigen Transmembrandomäne eine nach extrazellulär 

gerichtete Diffusion und Akkumulation ermöglicht ist, wurden in zunehmendem Maß 

gentechnologisch modifizierte, rekombinante oder transgen exprimierte LRA-Varianten erfolgreich 

entwickelt und hinsichtlich ihrer antiviralen Potenz erprobt.  

 

1.3.1 Antivirales Anwendungsspektrum 
 

Ein protektiver Effekt durch physiologisch vorkommende oder entsprechend modifizierte LRAs 

ist für eine Vielzahl von Viren beschrieben worden.  

So wurde beispielsweise eine gegen HI-Viren wirksame lösliche Variante des CD4-Oberflächen-

rezeptorproteins getestet (188, 189) und das Vorkommen von löslichen CCR5-Co-

Rezeptorvarianten als Möglichkeit für eine natürliche HIV-Immunität diskutiert (190). 

Lösliche Formen des Membrane Cofactor Proteins (sMCP, sCD46) konnten im gesteigerten 

Maße nach Kombination mit dem C-terminalen Anteil des C4b Binding Proteins (sCD46-C4bpα) 

unter Ausbildung einer homooktameren, spinnenartigen Raumstruktur Masernviren in vitro und 

in vivo erfolgreich neutralisieren (191, 192). So konnte das transgen exprimierte sCD46-C4bpα, 

nicht jedoch das monomere sCD46, exponierte Mäuse vor einer tödlichen Masernencephalitis 

bewahren (192).  

Auch beim Humanen Herpesvirus Typ 6 (HHV-6) konnte durch Einsatz von sCD46 eine 

Blockade der Virusbindung an die Zielzelloberfläche beobachtet werden (193). 

Sowohl gegen Adenoviren (139) als auch zahlreiche Familienvertreter der Picornaviridae (134, 

182, 187, 194) sind LRAs erfolgreich erprobt worden. Demnach vermochten lösliche Varianten 

des Intercellular Adhesion Molecules 1 (ICAM-1), die gegen humane Rhinoviren getestet 

wurden (182), ebenso wie lösliche Poliovirusrezeptoren (sPVR) bei Poliovirusinfektionen (187) 

die Virus-Rezeptorbindung und Zielzellinfektion in vitro wirkungsvoll zu verhindern und den für 

diese Virusfamilie typischen Mechanismus der A-Partikelformation zu induzieren. Selbiges 

gelang beim Einsatz löslicher CAR-Varianten gegen CVB (134, 136). LRAs gegen CVB 
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konnten bereits mehrfach in tierexperimentellen Untersuchungen ihre antivirale Wirkeffektivität 

unter Beweis stellen (85, 137-139). 

 

1.3.2 Soluble CAR (sCAR) 
 

Wie auch bei anderen Vertretern der Immunglobulin-Superfamilie existieren von CAR natürlich 

vorkommende, durch alternatives Spleißen entstandene, lösliche Rezeptorvarianten, denen ein 

antivirales Wirkpotential gegen CVB (135) und Ad (195) nachgewiesen werden konnte.  

Durch gentechnologische Kopplung der LRAs mit dem c-terminalen Fc-Teil des humanen IgG1 

gelang es wünschenswerte Proteineigenschaften im Hinblick auf die antivirale Wirkeffizienz 

weiter zu verbessern (196). Das neuartige Fusionsprotein sCAR-Fc, welches durch 

Disulfidbrückenbildung zwischen den Fc-Domänen zur Homodimerisierung neigt, weist neben 

gesteigerten Löslichkeitseigenschaften, einer deutlich verlängerten Halbwertszeit auch die 

Möglichkeit einer immunologischen Wirkkomponente auf, da Virus-Rezeptorkomplexe einer Fc-

Teil-vermittelten Phagozytose durch entsprechende Abwehrzellen zugeführt werden können 

(197). In-vivo-Experimente bei CVB3-induzierten Myokarditiden im Mausmodell zeigten dabei 

eine deutliche Wirküberlegenheit des sCAR-Fc gegenüber der Fc-gekoppelten, löslichen 

Variante des Decay-Accelerating Rezeptors (sDAF-Fc) (137, 138). Diese lässt sich zum einen 

durch eine vergleichsweise stärkere Bindungsaffinität des sCAR-Fc zu CVB3 (134) und zum 

anderen durch dessen exklusive Fähigkeit der A-Partikelinduktion (136) erklären.   

Mit der transgenen Expression von sCAR-Fc über ein Adenovektor-vermitteltes, Doxycyclin-

regulierbares Genexpressionssystem (AdG12) konnte neben der Vermeidung bzw. Reduktion der 

kardialen Infektion, Inflammation und des virusinduzierten Gewebeschadens auch erstmalig eine 

Verbesserung der aus klinischer Perspektive so bedeutenden hämodynamischen Parameter im 

CVB3-Mausmodell nachgewiesen werden (85). Hierbei gelang es durch streng Doxycyclin-

abhängige sCAR-Fc-Induktion wirksame Serumlevelkonzentrationen zu erreichen. Während bei 

präventiver Anwendung eine im Vergleich zur Kontrollgruppe unbeeinflusste kardiale 

Pumpleistung und histopathologische Gewebedarstellung bei den CVB3-exponierten 

Versuchstieren ermittelt werden konnte, vermochten peri- und postinfektiös induzierte sCAR-Fc-

Serumlevel immer noch, wenn auch geringergradige, therapeutische Effekte zu erzielen.  

Auch lösliche Hybridfusionsproteine wurden hinsichtlich ihrer antiviralen Aktivität untersucht 

sowie in vitro und in vivo erfolgreich angewendet (139). Die LRA-Chimäre hCAR-hDAF-Fc 

zeigte im hierfür verwendeten CVB3-Infektionsmodell den größten Protektiveffekt und bewirkte 

nach erfolgreicher Transfektion und transgener Expression sogar eine im Vergleich zum  
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sCAR-Fc höhere Überlebensrate der Versuchstiere. Eine Überlegenheit bezüglich des 

antiadenoviralen Potentials von hCAR-hDAF-Fc gegenüber sCAR-Fc zeigte sich ebenfalls im 

Rahmen von In-vitro-Inhibitionsexperimenten. 

Die Kombination von sCAR-Fc mit anderen anitiviralen Therapieansätzen scheint ein weiteres 

bisher wenig erforschtes Behandlungsspektrum zu eröffnen. In einer persistent CVB3-infizierten 

kardialen Fibroblastenzelllinie gelang es durch Kopplung von transgener sCAR-Fc-Expression 

mit siRNAs gegen die RNA-abhängige RNA-Polymerase des CVB3 synergistische Wirkeffekte 

zu erzielen (198). 

 

1.4 CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP)  
 

Unlängst wurde ein neues, in entscheidenden Teilen der Sequenz und Struktur dem CAR 

ähnelndes, lösliches Protein, das CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP), nachgewiesen und 

charakterisiert (199). Das scheinbar nur in Nagetieren wie Mäusen und Ratten, nicht aber in 

Menschen oder anderen Säugetieren vorkommende CLSP ist wie CAR Mitglied der CTX-

Unterfamilie innerhalb der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF).  

Initiale Infektionsexperimente mit Maus-CLSP (mCLSP) konnten die Bindungsfähigkeit zu 

Adenovirusvektoren (AdV) und einen hierüber vermittelten antiadenoviralen Effekt nachweisen 

(199). Weitere Untersuchungen bezüglich eines darüber hinausgehenden, anticoxsackieviralen 

Wirkpotentials sind bisher nicht durchgeführt worden und Gegenstand dieser Arbeit. 

 

1.4.1 Aufbau, Vorkommen und Funktion  
 

Aufgrund struktureller Analysen und phylogenetischer Betrachtungsaspekte ist das CLSP der 

CTX-Familie zuzuordnen und damit ebenso Bestandteil der IgSF (199). Des Weiteren zeigte sich 

unter den angewandten Analysemethoden sein alleiniges Vorkommen innerhalb der Klasse der 

Säugetiere bei der Ordnung der Nagetiere (Abb. 1.3). 

Vertreter der IgSF zeichnen sich untereinander durch ein hohes Maß an Sequenzhomologie aus. 

Große Strukturverwandtschaft des CLSP besteht somit nicht nur zum CAR, sondern auch zu 

anderen Mitgliedern der CTX-Familie wie beispielsweise dem CAR-Like-Membrane-Protein 

(CLMP) (201), dem Brain- and Testis-specific IgSF Protein (BT-IgSF) (202), dem Endothelial 

Cell Selective Adhesion Molecule (ESAM) (203), den Junctional Adhesion Proteinen A-C 

(JAM-A-C) (204) oder dem Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) (205). Gemeinsames 

Strukturmerkmal der u. a. an Zelladhäsionsprozessen beteiligten Proteinuntergruppe ist das 
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b) 

 

Abb. 1.3: Phylogenese des CLSP  in Säugetieren [nach Kawabata K et al., 2007; (199)]  
(a) Phylogenetischer Stammbaum der CAR-Gruppe. Es wurden Aminosäuresequenzen der IgV-Domänen des CAR, CLSP und 
CLMP in unterschiedlichen Wirbeltieren [m = (mouse) Maus, r = (rat) Ratte, h = (human) Mensch, b = (bovine) Rind,  
c = (chicken) Haushuhn] miteinander verglichen und anhand dessen ein phylogenetischer Stammbaum konstruiert [Statistische 
Verfahren: Neighbor-Joining-Methode (200), Angabe der Bootstrap-Mittelwerte aus 1000 Analyse-Wiederholungen an den 
Knotenpunkten]. Während scheinbar zeitlich nacheinander gelagerte Duplikationsprozesse der IgV-Domäne bei der Ordnung der 
Nagetiere zur Ausbildung des CLSP führten, fehlt, wie auch beim Vergleich der entsprechenden CLSP-Genloci (b) deutlich wird, 
bei Primaten und anderen Säugern das CLSP-Gen. CAR = Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor; CLSP = CAR-Like-
Soluble-Protein; CLMP = CAR-Like-Membrane-Protein  
 
 

Aufweisen von IgV-ähnlichen und IgC2-ähnlichen Domänen (166, 174, 206), welche der  

N-terminalen D1- bzw. D2-Domäne des CAR entsprechen (199) (Abb. 1.4). 

Das mCLSP-Gen befindet sich auf Chromosom 9 und codiert mit einer Länge von 1567 bp für 

ein 390 AS starkes Protein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 43.009 Da (199). 

mCLSP besitzt im Gegensatz zu mCAR keine Transmembrandomäne und weist daher 

Eigenschaften eines natürlich vorkommenden LRA auf. Es enthält drei homologe IgV-Domänen 

(IgV1-3), welche ihrerseits mit einer direkten AS-Sequenzidentität von über 40 % jeweils 

strenge Homolgie zur D1-Domäne des mCAR zeigen (Abb. 1.5). Eine ausgeprägt hydrophobe 

Proteinregion am N-Terminus legt das Vorhandensein einer Signalpeptidsequenz mit möglicher 

Schnittstelle zwischen Ser-19 und Val-20 nahe (199, 207).  
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Abb. 1.4: Schematischer Vergleich der 
Proteinstruktur von CAR, sCAR und CLSP  
 

Während der membranständige Coxsackievirus- 
und Adenovirusrezeptor (CAR) eine 
Transmembrandomäne (TM) und einen 
zytoplasmatischen Proteinanteil (ZD) aufweist, 
fehlen diese bei der löslichen Spleißvariante 
sCAR und dem strukturverwandten CAR-Like-
Soluble-Protein (CLSP). CLSP besitzt hingegen 
drei IgV-ähnliche Domänen (IgV1-3), welche 
signifikante Homologie zur extrazellulären, 
CVB- und Ad-bindenden D1-Domäne des 
CAR/sCAR aufweisen. [mod. nach Kawabata K 
et al., 2007; (199)] 
 

 

 
 
Abb. 1.5: Sequenzhomologie der D1-Domäne des Maus-CAR (mCAR) mit den IgV-Domänen (IgV1-3) des Maus-CLSP 
(mCLSP) [mod. nach Kawabata K et al., 2007; (199)] 

 
 
mCLSP-RNA-Nachweise in adulten, weiblichen Mäusen ergaben eine vergleichsweise hohe 

Gen-Expression in Gehirn und Ovarien. Während in Herz, Lunge, Nieren und Uterus noch 

geringe Transkriptionsraten ermittelt werden konnten, blieb der RNA-Nachweis in anderen 

Organen aus. Ein ubiquitär negativer Proteinnachweis im Western-Blot lässt hingegen auf ein 

insgesamt eher niedriges Proteinexpressionslevel in den untersuchten Mäusen schließen (199). 

Charakteristischerweise entstehen innerhalb der IgSF durch alternative Spleißvorgänge oder 

posttranslationale, proteolytische Proteinmodifikationen lösliche Rezeptorvarianten, die sich 

durch das Fehlen transmembraner Proteindomänen auszeichnen (208). Für den 

Entstehungsmechanismus des CLSP, dessen codierender DNA-Abschnitt in der Maus auf 

Chromosomen 9 lokalisiert ist, wohingegen sich das mCAR-Gen auf Chromosom 16 befindet, 

trifft dies jedoch nicht zu (199). Da nachweislich keine CLSP-Varianten mit zellmembran-

verankernder Domäne existieren und seine physiologische Funktion weiter ungeklärt ist, liegt die 

Vermutung nahe, dass es, ähnlich solubler Spleißvarianten des CAR (135), als primär lösliches 
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Protein eventuell Teil einer natürlichen antiviralen Wirtsabwehr bei Nagetieren sein könnte 

(199). 

 

1.4.2 CLSP im antiviralen Kontext 
 

Aufgrund der dreifach vorhandenen IgV-Domänen im mCLSP, welche signifikante 

Sequenzhomolgie zur virusbindenden D1-Domäne des mCAR aufweisen, wurden bereits initial 

im Rahmen der Proteinerstbeschreibung Ad-Inhibitions- und -Bindungs-Experimente 

durchgeführt (199).  

Hierbei konnte die Bindungsfähigkeit des mCLSP zu Adenovirusvektoren (AdV) mittels ELISA 

erstmals verifiziert werden. Eine resultierende inhibitorische Wirkung bezüglich Ad-Infektionen 

wurde daraufhin in Ad-permissiven, CAR-positiven und transgen mCLSP-produzierenden Zellen 

nachgewiesen. Während der Zelleintritt der eingesetzten reportergentragenden AdVs, welche 

CAR als Virusbindungsrezeptor nutzten, um bis zu 60 % reduziert werden konnte, war die 

Zellpermissivität für andere, CAR-unabhängige AdVs vergleichsweise unverändert. Diese 

Beobachtung bekräftigte die Annahme, dass das lösliche mCLSP mit dem 

zelloberflächenständigen mCAR um die Bindungsstellen entsprechender adenoviraler 

Fiberknopdomänen im Sinne eines LRA konkurriert.  

Bei der anschließenden Verwendung des Zellkulturüberstandes von transgen mCLSP-

produzierenden Zellen für Ad-Inhibitions-Experimente stellte sich ebenfalls eine Reduktion der 

Zielzellinfektion da. Diese fiel allerdings mit ca. 20 % deutlich geringer aus. Als Ursache für 

diese Beobachtung wurde eine partielle postsekretorische Bindung des mCLSP mit der 

Zellmembranoberfläche postuliert, deren Annahme durch durchflusszytometrische 

Untersuchungen bestärkt werden konnte. Nichtsdestotrotz vermochte auch der separate Einsatz 

von mCLSP bzw. eines neu konstruierten Fusionsproteins (NusA-mCLSP) in dosisabhängigen 

Experimenten, mit einer Reduktion der Virusvektoraufnahme von ca. 10 - 30 %, nur eine 

vergleichsweise abgeschwächte Wirkung zu erzielen. 

Wie auch für andere Virusarten und ihre löslichen Rezeptorvarianten beschrieben (209-211) 

vermag mCLSP in CAR-defizienten Zellen eine Virusinfektion zu fördern. So zeigten CAR-

negative, transgen mCLSP-produzierende Zellen bei Infektionsexperimenten verstärkte AdV-

Reportergenaktivität und Ad-DNA-Level (199).  

Strukturelle Ähnlichkeiten des CLSP mit der CVB-bindenden D1-Domäne des CAR sowie  

Erkenntnisse aus den beschriebenen Ad-Inhibitions-Experimenten lassen auch eine 

anticoxsackievirale Proteinwirkung vermuten. Analysen, die eine eventuelle Bindung bzw. 
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Inhibierung von CV durch CLSP untersuchen, wurden zuvor nicht durchgeführt und sind 

Gegenstand dieser Arbeit.  

 

1.5 Regulierbare Genexpressionssysteme  
 

Für eine effiziente und möglichst sichere Anwendung gentherapeutischer Verfahren spielen 

regulierbare Genexpressionssysteme eine wichtige Rolle. Die Expressionsregulation des 

Transgens ermöglicht es das Transgenprodukt innerhalb eines therapeutischen Bereiches 

auszusteuern und somit einerseits ausreichend hohe pharmakologische Wirkspiegel zu erzielen, 

jedoch andererseits toxischen Substanzeinflüssen bzw. eventuell auftretenden unerwünschten 

Arzneimittelwirkungen und Komplikationen entgegenwirken zu können. Wichtige Eigenschaften 

eines extern regulierbaren Expressionssystems sind, neben einer niedrigen Basalaktivität, eine 

effiziente Induzierbarkeit des Transgens und eine zeitnahe Induktor-abhängige Systemregulation 

(212, 213). Darüber hinaus sollte eine möglichst nebenwirkungsarme Einbringung in den 

Trägerorganismus realisierbar sein. Hierbei stellen v. a. virale Vektoren ein wirksames Mittel dar 

Fremd-DNA effizient und unter Berücksichtigung gewebespezifischer Aspekte einzuschleusen 

(214, 215). Die den In-vivo-Anwendungen vorgelagerten Zellkulturexperimente mit 

entsprechenden Plasmidkonstrukten sind Voraussetzung für eine weiterführende, 

zeitaufwändigere Integration des jeweiligen Genexpressionssystems in einen Virusvektor und 

liefern bereits grundlegende Erkenntnisse über die regulatorischen Eigenschaften des 

verwendeten Transgens bzw. seines exprimierenden Systems.   

 

1.5.1 Tet-On-System 
 

Das Tetrazyklin-regulierbare Genexpressionssystem (Tet-System), welches sich vom Tet-

Resistenzoperon des E. coli ableitet, basiert auf der reversiblen Tet-abhängigen Regulierbarkeit 

eines transkriptionalen Transaktivatorproteins (tTA) (216). Im Tet-On-System, in dem die 

Transgenaktivierung durch Zugabe des Tet-Derivats Doxycyclin (Dox) erfolgt, kommt eine 

modifizierte Transaktivatorvariante zum Einsatz. Das reverse Tet-abhängige 

Transaktivatorprotein (rtTA) besteht als chimäres Protein aus der C-terminalen Domäne des 

VP16-Proteins des Herpes-Simplex-Virus und der mutierten Variante des DNA-bindenden tet-

Repressors (tetR) (217). Letztere Teilkomponente bindet in Anwesenheit von Dox an eine 

spezifische Regulatorregion der DNA (Tet-responsives Promotorelement = TRE), bestehend aus 

einer sich siebenfach wiederholenden tet-Operator-Sequenz (tetO7) upstream eines minimalen 
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CMV-Promotors (CMVMin), wodurch die Transkriptionsaktivierung des Zielgens forciert wird. 

In erneuter Abwesenheit des Induktors Dox kommt es zu einer Loslösung des 

Transaktivatorkomplexes mit konsekutiver Drosselung der Zielgenexpression. 

Eine weitere Verbesserung bezüglich der Regulierbarkeit des Tet-On-Systems gelang durch die 

Kombination des tetR mit der KRAB (Kruppel-associated-Box)-Repressionsdomäne des 

humanen Kid-Proteins (218). Das entstandene Konstrukt des Dox-abhängigen transkriptionalen 

Silencers (tTS) bindet in Abwesenheit von Dox an die Regulatorregion tetO7 und reprimiert 

somit zusätzlich die Promotoren des Zielgens (219). Weitere Optimierungen der Induktor-

Sensitivität und Basalaktivität des Systems führten durch Verwendung modifizierter rtTA-

Mutanten (u. a. rtTA2s-M2) (220, 221) und abgewandelter TREs (222, 223) zu einer strengeren 

Regulierbarkeit der Zielgenexpression.   

 

1.5.2   pAdG12-Expressionssystem 
 

Das in dieser Arbeit verwendete pAdG12-Plasmidexpressionssystem enthält zwei in einem 

adenoviralen Shuttleplasmid befindliche Expressionskassetten (Abb. 1.5). Die erste Kassette 

kodiert für die kontinuierliche Expression des Dox-abhängigen Transaktivators rtTA2s-M2 und 

die zweite Kassette für die regulierbare Expression des Zielgens durch einen Dox-abhängigen 

TREtight1-Promoter, einem minimalen CMV-Promoter mit upstream befindlicher tetO7-

Regulatorregion. Die beiden Kassetten wurden in unterschiedlicher Orientierung zueinander in 

den Vektor kloniert, um eine mögliche Beeinflussung des TREtight-Promotors durch andere 

Promotorregionen, wie dem CMV-Promotor der rtTA2s-M2 Expressionskassette, zu minimieren. 

Über dieses System konnten wünschenswerte Eigenschaften wie eine hohe Dox-Sensitivität bei 

kaum zu detektierender Background-Aktivität sowie eine gute zeitliche und quantitative 

Induktor-abhängige Regulation erreicht werden (224). Das pAdG12-Plasmidvektorkonstrukt 

konnte bereits erfolgreich in adenovirale Vektoren eingebracht und gentherapeutisch im CVB3-

Myokarditismausmodell angewendet werden (85). 
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a) 

 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                       
                                                                                                       

                                                                                                          
b) 
 
 
Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Dox-regulierbaren Plasmidexpressionssystems pAdG12  
(a) In Abwesenheit des Induktors Doxycyclin (Dox) bleibt das kontinuierlich exprimierte, Dox-abhängige Transaktivatorprotein 
rtTA2s-M2 inaktiv. (b) In Anwesenheit von Dox bindet dieses am rtTA2s-M2 und führt über eine Konformationsänderung des 
Transaktivators zur spezifischen Kontaktaufnahme mit der Regulatorregion (tetO7) des TREtight1-Promotors und konsekutiv 
zur Expression des Zielgens. 
 
 
 

1.6 Zielstellung der Arbeit 
 

Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) fungiert in seiner membranständigen Form 

als wichtiger, primärer Virusbindungs- bzw. Internalisierungsfaktor für zahlreiche 

humanpathogene Adenoviren bzw. Gruppe-B-Coxsackieviren (162, 163). Er kann in seiner 

löslichen, solublen Variante (sCAR) durch sterische Inhibierung der viralen 

Rezeptorbindungsstellen und zusätzlich im Falle der Coxsackieviren durch A-Partikelformation 

die Infektiösität der Viruspartikel herabsetzen bzw. gänzlich ausschalten (135, 136, 195). Eine 

weitere Verbesserung seiner antiviralen Wirksamkeit konnte durch Kopplung mit der  

Fc-Domäne des humanen IgG1 (sCAR-Fc) erreicht werden, welche zu einer Steigerung der 

Löslichkeitseigenschaften und Verlängerung der Halbwertszeit des Fusionsproteins führte (196). 

Ein in entscheidenden Teilen der Sequenz und Struktur dem sCAR ähnelndes, lösliches Protein, 

das CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP), wurde unlängst entdeckt und charakterisiert (199). Dem 

scheinbar nur in Mäusen und Ratten vorkommenden CLSP konnte bereits in ersten 



Einleitung 

 
 

23 

Experimenten die Bindungsfähigkeit zu Adenoviren und eine daraus resultierende antivirale 

Wirksamkeit nachgewiesen werden (199). 

Ziel dieser Arbeit war es ein neues Fusionsprotein, das Fc-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-

Protein (CLSP-Fc) zu konstruieren und in einen Doxycyclin-regulierbaren Plasmidvektor zu 

klonieren. Darüber hinaus sollte das antivirale Potential des CLSP-Fc erstmalig im Hinblick auf 

CVB-Infektionen, aber auch im Bezug auf Adenovirusinfektionen überprüft und vergleichende 

Daten mit dem bereits etablierten antiviral-wirksamen sCAR-Fc erhoben werden. Hierzu sollten 

beide rekombinanten Proteine im gleichen Expressionssystem eingesetzt und dessen Induktor-

abhängige Regulierbarkeit sowie das transgene Proteinexpressionsprofil posttransfektionell 

vergleichend untersucht werden. Mit den fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberständen galt es  

in vitro CVB- und Ad-Inhibitions-Experimente durchzuführen. Mit den Ergebnissen dieser 

experimentellen Arbeit sollte abschließend die Frage beantwortet werden können, ob das 

neuartige Fusionsprotein CLSP-Fc das Potential besitzt als antivirale Therapieoption 

Verwendung zu finden und sich somit weitere Untersuchungen mit dem Ziel einer funktionellen 

Erprobungen im Tiermodell anschließen sollten.  
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2 Material und Methoden  
 

2.1 Material  

 

2.1.1 Chemikalien 
 

Substanz Hersteller/Vertrieb 

 

Agar NOBlE  DIFCO Laboratories, Lawrence/US 

Agarose  Biozym, Oldendorf/D 

Ampicillin  Sigma-Aldrich, München/D 

Bovine serum albumin (BSA)  Sigma-Aldrich, München/D 

Bromphenolblau  Sigma-Aldrich, München/D 

Calciumchlorid (CaCl2)  Sigma-Aldrich, München/D 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich, München/D 

Dithiothreitol (DTT)  Promega, Mannheim/D 

Doxycyclinehyclat  Sigma-Aldrich, München/D 

Eagle-Pulver  Invitrogen, Karlsruhe/D 

Ethanol absolut [96 % (w/v)] J.T. Baker, Philipsburg/US 

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6- Roth, Karlsruhe/D  

phenylphenanthridinumbromid) 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  Sigma-Aldrich, München/D 

Express Hyb - Hybridisierungslösung  Clontech, Mountain View/US 

Fetales Kälberserum (FKS)  Biochrom AG, Berlin/D 

Formaldehyd [37 % (w/v)]  Sigma-Aldrich, München/D 

Formamid  Fluka, Buchs/CH 

FUDR  Sigma-Aldrich, München/D 

Gentamycin  Biochrom AG, Berlin/D 

Glucose  Fluka, Buchs/CH 

Glycerol [60 % (v/v)]; Glycerin [60% (v/v)]  Fluka, Buchs/CH; Roth, Karlsruhe/D 

HEPES Sigma-Aldrich, München/D 

Isopropanol [99,8 % (v/v)] Roth, Karlsruhe/D 

Kaliumchlorid (KCl)  Merck, Darmstadt/D 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, München/D 

Kanamycin  Merck, Darmstadt/D 
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LB-top Agar  Sigma-Aldrich, München/D 

Magermilchpulver  Bio-Rad, Hercules/US  

Magnesiumchlorid (MgCl2)  Sigma-Aldrich, München/D 

Methanol  J.T. Baker, Philipsburg/US 

Milchpulver Fluka, Buchs/CH 

Mineralöl  Sigma-Aldrich, München/D 

MOPS (6-Morpholinpropansulfonsäure)  Fluka, Buchs/CH 

Natriumacetat  Sigma-Aldrich, München/D 

Natriumchlorid (NaCl)  Sigma-Aldrich, München/D 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Sigma-Aldrich, München/D 

Natriumhydrogencarbonate (NaHCO3) Merck, Darmstadt/D 

Natriumcitrat  Sigma-Aldrich, München/D 

Natriumhydroxid (NaOH)  Fluka, Buchs/CH 

Neutralrot  Merck, Darmstadt/D 

Nystatin  Invitrogen, Karlsruhe/D 

PBS Dulbecco’s (1x) w/o Ca & Mg  PAA, Pasching/A 

Penicillin  Biochrom AG, Berlin/D 

Phenol  Sigma-Aldrich, München/D 

Phenolrot Sigma-Aldrich, München/D 

Ponceau S Solution  Sigma-Aldrich, München/D 

Protease-Inhibitor  Sigma-Aldrich, München/D 

Salzsäure (HCl) Sigma-Aldrich, München/D 

Schwefelsäure (H2SO4) Sigma-Aldrich, München/D 

SDS  Sigma-Aldrich, München/D 

Sephadex G-50  Sigma-Aldrich, München/D 

Streptomycinsulfat  Biochrom AG, Berlin/D 

Trizma®-HCl  Sigma-Aldrich, München/D 

Trypanblau  Gibco, Karlsruhe/D 

Trypsin  Biochrom AG, Berlin/D 

Triton X 100  Sigma-Aldrich, München/D 

TRIzol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe/D 

Tween 20  Promega, Mannheim/D 

Wasser RNase frei (DEPC behandelt)    USB Coporation, Cleveland/US 
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2.1.2 Lösungen und Puffer 
 

Allgemeine Lösungen und Puffer 

 

2 x HBS: 280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 150 mM Na2HPO4, pH 7.05 

10 x TE-Puffer: 100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0  (autoklaviert)     
 

Lösungen und Puffer für die Gelelektrophorese 

 

50 x TAE: 2 M Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8.0   

DNA-Loading-Buffer (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen/D) 
 

Lösungen und Puffer für den Northern Blot 

 

10 x MOPS Puffer:  50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, 200 mM MOPS, pH 7.0   

10 x RNA-Ladepuffer: 720 µl Formamid, 80 µl gesättigte Bromphenolblau-Lösung, 180 µl 

 37%-ige (w/v) Formaldehyd-Lösung, 160 µl 10 x MOPS-Puffer, 1.5 µl 

 Ethidiumbromid ad 1.5 ml  A. bidest.  

20 x SSC: 3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat, pH-Wert 7. 

Waschlösung I: 0.1 x SSC, 0.1 % (v/v) SDS 

Waschlösung II: 2 x SSC, 0.05 % (v/v) SDS 
                                   

Lösungen und Puffer für den Western Blot 
 

1 x TBS: 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 

 pH 8.0   

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

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

Laufpuffer:  20 x NuPAGE Running Buffer (Invitrogen, Karlsruhe/D) 
 

Transferpuffer:  50 ml NuPAGE Transfer Buffer (Invitrogen, Karlsruhe/D), 200 ml 

 Methanol ad 1 l  A. dest. 

Stripping-Puffer:   15 g Glycine, 100 ml 10 % SDS, 1 ml Tween 20 ad 1 l  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 M./D 
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T4-DNA-Ligase  New England Biolab, Frankfurt M./D 

T4-DNA-Polymerase  New England Biolab, Frankfurt M./D 

Taq-Polymerase  Applied Biosystem, Carlsbad /US 

Trypsin  Biochrom AG, Berlin/D 
 

Alle Enzyme wurden mit den mitgelieferten Puffern entsprechend den Herstellerangaben 

eingesetzt und gelagert. 

 

2.1.4 Antikörper  
 

primäre Antikörper Hersteller/Vertrieb  

 

Goat anti-Human IgG  Bethyl Laboratories Inc., Montgomery/US 

Mouse anti-hCAR (RmCB) Upstate, Lake Placid/US 
 

sekundäre Antikörper Hersteller/Vertrieb  

 

Goat anti-Human IgG-HRP  Bethyl Laboratories Inc., Montgomery/US 

Goat anti-Human IgG-HRP  Amersham Biosciences, Piscataway/US 

Swine anti-Rabbit IgG-HRP  DAKO, Hamburg/D 

 

2.1.5 Molekulargewichtsstandards   
 

DNA-Größenstandards Hersteller/Vertrieb 

 

1 kb-DNA-Leiter  Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen/D 

DNA-Leiter Mix    Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen/D 

peq Gold o’range  Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen/D 
 

Protein-Größenstandard Hersteller/Vertrieb   
 

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogen, Karlsruhe/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-Fctrunk AmpR AG Fechner, Berlin/D   

pEGFP-C1 KanR AG Fechner, Berlin/D 
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pCRTOPO-CLSP-Fc   AmpR + KanR AG Fechner, Berlin/D 

pAdG12-CLSP-Fc  AmpR AG Fechner, Berlin/D 
 

Siehe auch Plasmidkarten im Anhang. 

 

2.1.7 Primer  
 

Bezeichnung Sequenz in 5`-3`-Richtung Beschreibung 
 

CLSP-Fc 1 gtg acg gag atc gaa gga g Sequenzierung von CLSP-Fc  

CLSP-Fc 2 atg tgc gtc ttc tcg gag a Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-Fc 3  ctc ttg gtg tcc aca tgt Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-Fc 4  tct ggg act cca gtt caa g Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-Fc 5  aat ggt cac acc gca cag agt Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-Fc 6  cag ata atg gtg agg tct cg Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-Fc 7  cat ata aat gta agt agt cg Sequenzierung von CLSP-Fc  

CLSP-Fc 8 tgg tac act agt agg aca t Sequenzierung von CLSP-Fc 

CLSP-1262as ggc cgc gcc cac cac tgt cag ctg  Herstellung CLSP-Sonde f. NB 

SV40polyAas gtt tca ggt tca ggg gga ggt Herstellung Fc-Sonde f. NB 

rtTA2-M2-BamHIas ctc gga tcc acc atg tca gag ctg gac aag  Herstellung M2-Sonde f. NB 

BA2307as  ctc ctt aat gtc acg cag ga        Herstellung β-Aktin-Sonde f. NB 
 

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

synthetisiert und in sterilem Aqua dest. gelöst (Konzentration 100 µM).   

 

2.1.8 Bakterienstämme und -medien 
 

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

 

F {lacIq Tn10 (TetR)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) F80lacZM15 lacX74 recA1 deoR 

araD139 (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
 

 

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

 

TetR ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 

relA1 lac Hte [F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (TetR) Amy CmR] 
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Bakterienmedien Hersteller/Vertrieb 

 

LB-Medium  Invitrogen, Mannheim/D 

LB-Agar  Invitrogen, Mannheim/D 

 

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

LB-Agar:  LB-Medium + Agar (15 g/l); pH: 7.00 (autoklaviert 20 min bei 121 °C) 

Selektionsmedien:  + 100 µg/ml Ampicillin, + 50 µg/ml Kanamycin 
 

2.1.9 Zelllinien und -medien 
 

Bezeichnung  Beschreibung  Kultivierungsmedium 

 

HEK 293T  humane embryonale Nierenzellen  DMEM (Gibco BRL/US)* 

HeLa  humane zervikale Adenokarzinomzellen DMEM (Gibco BRL/US)*  
 

Transfektionsmedium:  Opti-MEM® I- serumfreies Medium (Invitrogen, Karlsruhe/D) 

Trypsin/EDTA-Lsg.:   Trypsin 0.25 % (w/v), EDTA 0.2 % (w/v) (Invitrogen, Karlsruhe/D) 

Eagle-Overlay:  9.61 g Eagle-Pulver, 0.5 ml Nystatin, Penicillin 1 Mio IE, Streptomycin 

759 U/mg, 1.7 g NaHCO3 ad 750 ml H2O 
 

*DMEM: mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin supplementiert  

 

2.1.10  Viren und virale Vektoren 
 

AdVCMV-Luc (AG Fechner, Berlin/D) 

Coxsackievirus B3 (CVB3) (Prof. Zeichhardt, Berlin/D) 

 

2.1.11 Kits – Kommerzielle Testsysteme 
 

Bezeichnung  Hersteller/Vertrieb 

 

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems, Carlsbad/US 

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents  Amersham, Piscataway/US 

EndoFree® Plasmid Maxi Kit  Qiagen, Hilden/D 

Human IgG ELISA  Bethyl Lab Inc., Montgomery/US 

Calcium-Phosphat Transfektion-Kit  Stratagene, La Jolla/US 

Luciferase Detection Kit Roche, Mannheim/D 

Plasmid Minipräparation Kit  Peqlab Biotechnologie GmbH, 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 Hersteller /Vertrieb       

[32P]dCTP  Amersham, München/D 

Gene Construction Kit (Version 3.0) Textco BioSoftware, West Lebanon/US 

GraphPad Prism 5 (Version 5.00.288)  GraphPad Software Inc., La Jolla/US 

HybondTM N Nylonmembran  Amersham, Buckinghamshire/GB 

Hybridisierungsröhre  Biometra GmbH, Göttingen/D  

HyperfilmTM ECL Amersham, Piscataway/US 

Kodak Biomax MS Film  Integra Biosciences, Fernwald/D 

LipofectaminTM 2000 Invitrogen, Karlsruhe/D 

Luciferin  Promega, Mannheim/D 

dNTPs  Rapidozym, Berlin/D 

NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris Gel   Invitrogen, Karlsruhe/D 

Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips   Sarstedt AG & Co, Nümbrecht/D 

Pipettenspitzen für Accu-jet®pro - BD Falcon™   BD Biosciences, Franklin Lakes/US 

PVDF Membran  Bio-Rad, Hercules/US 

Reaktionsgefäß 0.5-2.0 ml Safe Lock  Eppendorf, Hamburg/D 

Reaktionsgefäß PCR  Eppendorf, Hamburg/D 

Whatman-Papier  Whatman International Ltd., Maidstone/GB 

Zellkulturflaschen - BD Falcon™   BD Biosciences, Franklin Lakes/US 

Zellkulturplatten - BD Falcon™ BD Biosciences, Franklin Lakes/US 

Zentrifugenröhrchen 15/50 ml - BD Falcon™ BD Biosciences, Franklin Lakes/US 
 

2.1.13 Geräte 
 

Gerätebezeichnung Hersteller/Vertrieb 

 

ABI Prism 310 Genetic Analyzer  + Software Perkin Elmer, Wellesley/US 

Accu-jet® pro Brand, Wertheim/D 

Agarosegel-Kammer Hoefer® HE 33 Pharmacia Biotech, Uppsala/S 

Anthos reader 2001  Anthos Labtec Instruments, Boston/US 

Axiovert 25 CFL Mikroskop  Zeiss, Jena/D 

Brutschrank Modell 5420  Labotect Labortechnik, Göttingen/D 

Centrifuge 5415 D, 5415 R, 5810 R Eppendorf, Hamburg/D 
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DNA Thermal Cycler  Perkin Elmer Cetus, Wellesley/US 

Eismaschine                                Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen/D 

Elektrophoreseeinheit PP3000  Biometra GmbH, Göttingen/D 

Elektrophoreseeinheit XCell SureLock™  Invitrogen, Karlsruhe/D 

Feinwaage BL 310  Sartorius, Göttingen/D 

Gene Amp® PCR System 9700  Applied Biosystems, Foster City/US 

Heizplatte + Magnetrührer IKAMAG® RH  Janke IKA-Labortechnik, Staufen/D 

Hybridisierungsofen Compact Line OV 4  Biometra GmbH, Göttingen/D 

Immunfluoreszenzmikroskop Olympus IX 50 Olympus, Hamburg/D 

Inkubator Modell C200 Labotect Labortechnik, Göttingen/D       

Kamera Coolpix 990  Nikon, Tokyo/Jap 

Lumat LB 9501  Berthold GmbH, Bad Wildbad/D 

Mikrowelle  Bosch, München/D 

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer  Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen/D 

Olympus BX60 Microscope  Olympus, Hamburg/D 

pH-Meter HI 8314 membrane pHmeter  HANNA Instruments, Woonsocket/US 

Pipetten (verschiedene Modelle) Eppendorf, Hamburg/D 

Sterilwerkbank The Baker Company, Sanford/US 

Strahlendetektor Bioscan QC 2000  Bioscan, Washington/US 

Thermomixer 5436 compact/comfort Eppendorf, Hamburg/D 

Transferpette® 12 Brand, Wertheim/D 

Transilluminator BioDoc Analyze  Biometra GmbH, Göttingen/D 

TRIO-Thermoblock  Biometra GmbH, Göttingen/D 

UV Stratalinker®1800  Stratagene, La Jolla/US 

UV-/Weißlicht-Leuchttisch NU-72 Konrad Benda, Wiesloch/D 

Vacusafe comfort INTEGRA Biosciences GmbH, Gießen/D 

Vortex-Genie 2  Scientific Industries, Bohemia/US 

Wasserbad  Memmert GmbH, Schwabach/D 

Zentrifuge Avanti™J-25  Beckman Coulter, Fullerton/US 

Zentrifuge Varifuge RF Heraeus Sepatech, Osterode/D 
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2.2 Arbeiten mit Bakterien 
 

2.2.1 Kultivierung von Bakterien 
 

Die Kultivierung von E. coli Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 37 °C im Inkubationsschüttler 

(225 rpm) als Übernachtkultur (18 - 24 h). Zur Herstellung der Selektionsmedien wurden die 

benötigten Antibiotika dem Medium in der gewünschten Konzentration (s. 2.1.8) zugegeben. Für 

die Selektion und kurzfristige Lagerung wurden LB-Agarplatten mit entsprechenden 

Antibiotikazusätzen verwendet.  

 

2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen 
 

Chemisch kompetente E. coli-Bakterien wurden nach der Calciumchloridmethode hergestellt 

(225). Die tiefgefrorenen E. coli-Bakterien wurden aus dem -80 °C Tiefkühlschrank entnommen, 

mit Hilfe einer Impföse auf einer Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert.  

5 ml LB-Medium wurden dann mit einer Einzelkolonie angeimpft und über eine weitere Nacht 

bei 37 °C im Brutschrank geschüttelt. Am folgenden Tag wurden 50 ml LB-Medium in einem 

Erlenmeyerkolben mit 500 µl dieser Vorkultur inokuliert und bei 37 °C bis zum Beginn der 

logarithmischen Wachstumsphase (OD600 von 0.5) schüttelnd vermehrt. Die Bakterienkultur 

wurde anschließend in ein 50 ml-Zentrifugen-Röhrchen überführt, für 10 min auf Eis inkubiert, 

bei 4°C zentrifugiert (4000 rpm, 5 min) und das Zellpellet in 10 ml kalter, 50 mM CaCl2-Lösung 

resuspendiert. Nach erneuter Inkubation für 15 min auf Eis wurden die Zellen bei 4 °C 

zentrifugiert (5000 rpm, 5 min) und das Pellet in 2 ml kalter 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert. 

Anschließend wurden die Zellen für 2 h auf Eis gestellt und mit 20%iger Glycerin-Lösung 

versetzt. Die nun kompetenten Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung in vorgekühlte 1,5 ml-

Röhrchen zu je 50 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 

 

2.2.3 Transformation chemisch kompetenter Zellen 
 

Zur Transformation von chemisch kompetenten Bakterien wurde ein 50 µl Zell-Aliquot E. coli 

Top 10 oder E. coli XL-Gold auf Eis aufgetaut, anschließend mit 25 µl des DNA-haltigen 

Ligationsansatzes vorsichtig vermischt und für 10 bzw. 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde 

der Ansatz für 30 s einem Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad ausgesetzt und im Anschluss für 

eine weitere Minute auf Eis inkubiert. Hiernach wurde die Zellsuspension in 250 µl (E. coli Top 

10) bzw. 900 µl (E. coli XL-10 Gold) vorgewärmten LB-Medium aufgenommen und für 30–60 
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min bei 37 °C (225 rpm) vorinkubiert. Die Zellsuspension wurde nun auf Agar-Platten mit 

gewünschtem Selektionsmedium ausplattiert und für 18–24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

 

2.2.4 Konservierung von Bakterienstämmen 
 

Für die Langzeitlagerung wurden Bakterienzellen in Form von Glycerinkulturen angelegt. 

Hierfür wurden 800 µl einer E. coli-Übernachtkultur mit 200 µl Glycerin (60 % (v/v)) versetzt 

und in einem Kryoröhrchen bei -80 °C gelagert. 

 

2.3 DNA-Arbeitstechniken 
 

2.3.1 DNA-Isolation aus Bakterien 
 

Die Isolierung von Plasmid-DNA zur Transfektion eukaryotischer Zellen für Analysezwecke 

oder Klonierungen wurde mittels kommerzieller Kits durchgeführt und geschah entsprechend 

des Bedarfs im kleineren Maßstab (Minipräparation) oder größerem Maßstab (Maxipräparation). 
 

Minipräparation: 

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab wurden 5 ml des gewünschten 

LB-Selektionsmediums in einem 15 ml-Röhrchen vorbereitet und anschließend mit einer 

entsprechenden E. coli-Bakterienkolonie beimpft. Aus 1,5 ml der Übernachtkultur (37 °C,  

225 rpm) wurde am nächsten Tag mit Hilfe des Plasmid-Minipräparations-Kits (Peqlab 

Biotechnologie GmbH, Erlangen/D) nach den Angaben des Herstellers die Plasmid-DNA 

gewonnen. 
 

Maxipräparation: 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in größeren Mengen wurden 250 ml des gewünschten LB-

Selektionsmediums in einem Erlenmeyerkolben vorbereitet und anschließend mit einer 

entsprechenden E. coli-Bakterienkolonie inokuliert. Aus der Übernachtkultur (37 °C, 225 rpm) 

wurde am nächsten Tag mit Hilfe des QIAEX®II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden/D) nach 

den Angaben des Herstellers die Plasmid-DNA gewonnen. Für die Isolierung von hochreiner 

DNA, wie sie beispielsweise für die Transfektion von eukaryotischen Zellen verwendet wird, 

wurde das EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden/D) getreu dem Hersteller-Protokoll 

eingesetzt. 

Die DNA-Konzentration und Qualität wurde abschließend sowohl photometrisch (s. 2.4.1) als 

auch gelelektrophoretisch (s. 2.4.2) bestimmt und gegebenenfalls die Proben mit sterilem A. dest. 

auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 
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2.3.2 DNA-Auftrennung in der Agarose-Gelelektrophorese 
 

In einer Gelmatrix wandern die negativ geladenen Nukleinsäuren nach Anlegen einer 

Spannungsquelle ihrer Größe entsprechend auf die Anode zu. Nach diesem Prinzip erfolgt im 

elektrischen Feld die Auftrennung der durch Restriktionsverdau (s. 2.3.4) oder PCR (s. 2.5) 

entstandenen DNA-Fragmente in Abhängigkeit ihrer Fragmentlänge.  

Für die Auftrennung der DNA wurden 1%-ige (w/v) Agarosegele hergestellt. Als Längenmarker 

kamen je nach Größe der zu trennenden DNA verschiedene DNA-Leiter zum Einsatz (1 kb-

DNA-Leiter: Fragmente > 1000 bp, DNA-Leiter Mix:  Fragmente < 500 bp, peq Gold o’range: 

Fragmente < 100 bp). 

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die entsprechende Menge an Agarose in 1 x TAE-Puffer 

gelöst und in der Mikrowelle für einige Minuten erhitzt. Nach dem Kochen ließ man das 

Gemisch auf ca. 55 °C abkühlen und gab dann eine Ethidiumbromid-Lösung (Endkonzentration 

ca. 0,005 % (v/v)) hinzu. Anschließend wurde das noch flüssige Gel in eine Gelkammer 

gegossen und ein Kamm zur Formung der Auftragstaschen eingesetzt. Nach dem Aushärten des 

Gels wurde der Kamm entnommen und die Kammer vollständig mit 1 x TAE-Puffer gefüllt, so 

dass das Gel vollständig mit Puffer bedeckt war. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Loading-

Puffer im Verhältnis 5:1 vermischt und in die Taschen aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 

140 V/200 mA über 30 bis 90 min. Anschließend wurde das Bandenmuster der aufgetrennten 

DNA-Fragmente durch Anregung des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid 

mittels eines UV-Transilluminators visualisiert und abfotographiert. Anhand des mitgeführten 

Längenmarkers war eine Größen- und Mengenabschätzung der einzelnen DNA-Fragmente 

möglich. 

 

2.3.3 DNA-Extraktion aus Agarosegel 
 

Die Reinigung von DNA-Fragmenten aus der Gelmatrix zur weiteren Verwendung im Rahmen 

von Ligationsansätzen erfolgte mit dem QIAEX®II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden/D).  

Dazu wurden die gewünschten DNA-Fragmente nach der Auftrennung in der Agarose-

Gelelektrophorese (s. 2.3.2) und Dokumentation des Bandenmusters mittels eines scharfen, 

sauberen Skalpells ausgeschnitten und entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt. Im 

Anschluss wurde die Extraktions-Ausbeute photometrisch quantifiziert (s. 2.4.1). 
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2.3.4 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
 

Restriktionsendonukleasen vom Typ II wurden sowohl eingesetzt um Plasmide anhand 

spezifischer Restriktionsmuster im so genannten „Testverdau“ zu identifizieren, als auch zur 

Herstellung definierter DNA-Fragmente für Klonierungsansätze.  

Typ II-Restriktionsendonukleasen erkennen spezifisch meist palindromische Tetra- bis 

Oktanukleotidsequenzen und hydrolysieren die doppelsträngige DNA innerhalb dieser 

Erkennungssequenzen. Dabei entstehen entweder glatte („blunt-ends“) oder 5´- bzw. 3´-

überhängende Enden („sticky-ends“). Ihre Aktivität wird in Units (U) angegeben, wobei 1 Unit 

der Menge eines Restriktionsenzyms entspricht, welche unter Standardbedingungen ein 

Mikromol (µmol) Substrat pro Minute umsetzt. 

Die Restriktionen wurden für alle Experimente nach den Angaben des Herstellers (New England 

Biolab, Frankfurt M./D) in den jeweils mitgelieferten Puffersystemen durchgeführt. Gemäß den 

Herstellerangaben wurde je 1 U Restriktionsenzym pro µg DNA eingesetzt. In Abhängigkeit der 

zu schneidenden DNA-Menge wurden Restriktionsansätze mit unterschiedlichem Volumen 

angesetzt (20 µl-Ansatz: 0,5-1 µg DNA, 100 µl-Ansatz: 2-10 µg DNA). Die Restriktionsansätze 

wurden zwischen 1 und 24 h bei empfohlener Temperatur inkubiert und anschließend 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 Rezirkularisierung des linearisierten Vektors mit seinen 

kompatiblen Enden gegenüber der Integration des Inserts begünstigt. Um dies zu vermeiden 

wurden die endständigen 5`-Phosphatgruppen dieser DNA-Restriktionsprodukte durch 

Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP = Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) entfernt.  

Hierzu wurden in einem ersten Schritt die Restriktionsendonukleasen aus den 

Restriktionsansätzen bei ihrer jeweiligen Denaturierungstemperatur für 20 min hitzeinaktiviert. 

Nach der Abkühlung auf Raumtemperatur wurden im nächsten Schritt 0,1 U CIP je µg DNA 

hinzugegeben und der Ansatz für 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die enzymatische 

Reaktion durch Zugabe von EDTA und 20-minütigem Erhitzen bei 75 °C gestoppt. Zur 

Entfernung der alkalischen Phosphatase wurde das dephosphorylierte Vektorprodukt 

gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarosegel extrahiert (s. 2.3.3) und quantifiziert  

(s. 2.4).  
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2.3.6  Ligation von DNA-Fragmenten 
 

Linearisierte DNA-Moleküle lassen sich durch die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen 

zwischen benachbarten 3`-Hydroxyl- und 5`-Phosphatenden miteinander verbinden. Die T4-

DNA-Ligase katalysiert die Verknüpfung unter Hydrolyse von ATP.  

Die Ligationsreaktionen wurden mit dem zur T4-DNA-Ligase mitgelieferten Puffersystem nach 

Angaben des Herstellers (New England Biolab, Frankfurt M./D) durchgeführt. Für 

Klonierungszwecke wurden 50 bis 70 ng des linearisierten Vektorplasmids mit 100 bis 200 ng 

des zu ligierenden DNA-Fragments (Insert) zusammenpipettiert (Vektorplasmid-Insert-

Verhältniss von 1:2 bis 1:3). Der Ligationsansatz wurde für mindestens 4 h bei RT oder über 

Nacht bei 16 °C inkubiert und entweder sofort zur Transformation chemisch kompetenter Zellen 

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

 

2.4 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 
 

2.4.1 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung 
 

Nukleinsäuren zeigen aufgrund der Purin- und Pyrimidinbasen in ihren Sequenzen ein 

Absorptionsmaximum von Strahlung im ultravioletten Bereich bei einer Wellenlänge von 260 

nm. Die Messung der Extinktion (OD) wässriger DNA- oder RNA-Lösungen bei 260 nm gegen 

Wasser als Referenz lässt näherungsweise folgende Beziehung zur Nukleinsäure-Konzentration 

zu:  Nukleinsäure-Konzentration (µg/ml) = Faktor x OD260 

Dabei beträgt der Faktor bei Doppelstrang-DNA 50, bei Einzelstrang-DNA 40 und bei RNA 33. 

Diese Angaben beziehen sich auf RNA-freie DNA bzw. auf DNA-freie RNA. Als 

Verunreinigungen treten häufig auch Phenolreste oder Proteine auf, die stark bei 280 nm 

absorbieren. Die Reinheit der Präparation lässt sich aus dem Quotienten von OD260/OD280 

abschätzen. Für eine hinreichende Reinheit der isolierten Nukleinsäuren gilt dabei folgender 

Richtwert: OD260/OD280 ≥ 1,8. Die DNA- und RNA-Konzentrationen der Proben sowie deren 

Reinheitsgrad wurden am NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen/D) gegen RNA-freies Wasser als Referenz getreu der Herstellerangaben 

gemessen und über die geräteeigene Computersoftware ausgewertet. 

 

2.4.2 Elektrophoretische Konzentrationsbestimmung 
 

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

untersuchenden Probe in der Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.3.2) analysiert. Zum Vergleich 
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wurde eine DNA-Referenz-Probe mit bekannter Konzentration aufgetragen und die 

Nukleinsäure-Konzentration anhand der Referenz-Probe abgeschätzt. Eine weitere Orientierung 

bezüglich der in der Probe enthaltenen DNA-Menge konnte durch die Inrelationsetzung zum 

mitgeführten Längenmarker gewonnen werden. 

 

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein mehrzyklisches Verfahren, durch das definierte 

Nukleotidsequenzen (Templates) in vitro mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase 

exponentiell vermehrt werden können. Der zu amplifizierende Bereich wird dabei von zwei dem 

Template komplementären Oligonukleotiden (Primern) determiniert (226). 

Die PCR-Technologie wurde zur Amplifizierung und zum Nachweis spezifischer DNA-

Abschnitte, aber auch zur Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden (s. 2.9.1.4) eingesetzt.  

Die Auswahl der geeigneten DNA-Polymerase und der entsprechenden PCR-

Reaktionsbedingungen erfolgte in Abhängigkeit von Primer-Längen, Basenzusammensetzung 

und von der Länge und Struktur des zu amplifizierenden Templates. Für Klonierungszwecke 

wurde Pfu-Polymerase eingesetzt, welche eine ausgeprägte Korrekturlesefunktion besitzt, die es 

ihr ermöglicht, DNA-Stränge mit einer geringeren Fehlerrate zu synthetisieren. PCR-Reaktionen 

zum Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen erfolgten mittels Taq-Polymerase. Die 

Enzyme wurden jeweils in den mitgelieferten Puffer-Systemen nach Herstellerangaben (Applied 

Biosystems, Carlsbad/US) eingesetzt.  

Die PCR erfolgte im Thermocycler Gene Amp® PCR System 9700. Die Zusammensetzung 

eines typischen Reaktionsansatzes, sowie die Reaktionsbedingungen sind in den Tabellen 2.1 

und 2.2 angegeben. 

 
Tab. 2.1: Beispiel für einen 50 µl- PCR-Reaktionsansatz 

Reagenzien Reaktionsvolumen (50 µl-Ansatz) 

10 x Polymerasepuffer 5 µl 

MgCl2 5 µl 

dNTPs (2,5 mM) 4 µl   

Forward-Primer (100 µM) 1 µl 

Reverse-Primer (100 µM) 1 µl 

DNA-Template (0,1-0,5 µg) x µl 

DNA-Polymerase (2,5-5 U/µl)                      1-0,5 µl 

A. dest. (RNA-frei) auf 50 µl auffüllen 
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Tab. 2.2: PCR-Reaktionsbedingungen 

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur Zeit Zyklus 

Initiale Denaturierung von Template-DNA  95 °C 4 min 1 

Denaturierung von Template-DNA 95 °C 30 s 2-30 *3 

Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 50-68 °C *1 30 s 2-30 *3 

Elongation/DNA-Synthese 72 °C 0,5-4 min *2 2-30 *3 

Finale Elongation 72 °C 10 min 31 

Kühlung 4 °C ∞ 32 
 

*1  Die Wahl der Annealing-Temperatur orientierte sich an der Primer-spezifischen Schmelztemperatur. 
 

*2  Die Elongationszeit wurde in Abhängigkeit der DNA-Template-Länge gewählt. 
 

*3  Die Anzahl der Zyklus-Wiederholungen wurden entsprechend der gewünschten DNA-Menge variiert 
(25-30 Wdh.). 

 

2.6 Sequenzierung von DNA 
 

Das im Rahmen dieser Arbeit klonierte Plasmid-Konstrukt pAdG12-CLSP-Fc wurde durch 

Sequenzierung der Expressionskassette auf mögliche Mutationen überprüft. 

Zunächst wurde die Amplifizierung der zu untersuchenden DNA-Sequenz mit dem Big Dye 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad/US) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurde 1 µg DNA mit 2 µl Sequenzierungspuffer und 0,25 

µl Sequenzierungsprimer (100 µM) versetzt und der Ansatz mit RNA-freiem A. dest. auf  10 µl 

aufgefüllt. Nachdem das Reaktionsgemisch 4 min bei 98 °C im Thermocycler Gene Amp® PCR 

System 9700 erhitzt worden war, wurden 2 µl Big Dye Terminator Prämix zugegeben und die 

PCR-Reaktion über 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 
 

Tab. 2.3: Reaktionsbedingungen für die Sequenzierungs-PCR 

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur Zeit 

Denaturierung von Template-DNA 96 °C 10 s 

Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 50 °C  5 s 

Elongation/DNA-Synthese 60 °C 4 min 

Kühlung 4 °C ∞ 

 

Im Anschluss an die PCR-Reaktion musste die DNA für die nachfolgende Sequenzierung 

aufgearbeitet werden. Dazu wurden 90 µl RNA-freies A. dest., 10 µl 3 M Natriumacetat-Lösung 

(pH 4,8) und 250 µl Ethanol (96 % (w/v)) zum PCR-Ansatz gegeben und für 15 min bei 14.000 

rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das DNA-Pellet mit 400 µl Ethanol  (70 % 
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(v/v)) gewaschen und erneut bei 14.000 rpm für 5 min zentrifugiert. Abschließend wurde das 

Pellet bei 56 °C im Thermoblock getrocknet und in 30 µl RNA-freiem A. dest. gelöst. Die 

Sequenzierung und Auswertung erfolgten über den Gene Analyzer ABI 310 Kapillar-

Sequenzierautomaten unter Verwendung der ABI DNA Sequencing Analysis Software. 

 

2.7 Plasmid-Konstruktion 

 

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

Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf ihre Korrektheit überprüft. 
 

pCLSP 
 

Dieses Plasmid enthält die kodierenden Konsensussequenzen für das aus der Hausmaus (Mus 

musculus) stammende CLSP. Dabei wurde die angeforderte Sequenz aus der Genom-Datenbank 

des National Center for Biotechnology Information (NCBI) entnommen (Locus: AB 262662) 

und deren Produktion über die Firma Gene Art (Regensburg/D) in Auftrag gegeben.  
 

pCRTOPO-CLSP-Fc  

  

Dieses Plasmid diente als Zwischenklonierungsprodukt für die Konstruktion des 

pharmakologisch regulierbaren pAdG12-CLSP-Fc und wurde aus den beiden 

Ausgangsplasmiden pCLSP und pCRTOPO-sCAR-Fc kloniert. 

Hierbei wurde zunächst die cDNA für CLSP aus pCLSP sowie die cDNA für sCAR aus  

pCRTOPO-sCAR-Fc jeweils mit BamHI und KpnI geschnitten. Die Restriktionsprodukte 

wurden in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 2.3.2), aus dem Gel extrahiert (s. 2.3.3) 

und quantifiziert (s. 2.4.1). Im anschließenden Schritt fand die Ligation (s. 2.3.6) der CLSP 

cDNA mit dem TOPO-Vektor statt, womit die kodierende Sequenz für das CLSP-Fc-

Fusionsprotein entstand. 
 

pAdG12-CLSP-Fc 
 

Um das Fusionsprotein CLSP-Fc in einen pharmakologisch regulierbaren Plasmid-Vektor für die 

folgenden Expressions- und Virus-Inhibitions-Experimente einzusetzten, wurde die CLSP-Fc 

cDNA in das Doxycyclin-regulierbare AdG12-Vektor-Konstrukt kloniert. 

Dafür wurde zunächst die cDNA für CLSP-Fc aus pCRTOPO-CLSP-Fc, sowie die cDNA für 

sCAR-Fc aus pAdG12-sCAR-Fc jeweils mit KpnI und MluI geschnitten. Die 

Restriktionsprodukte wurden in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 2.3.2), aus dem 

Gel extrahiert (s. 2.3.3) und quantifiziert (s. 2.4.1). Im abschließenden Schritt fand die Ligation 

(s. 2.3.6) der CLSP-Fc cDNA mit dem AdG12-Vektor-Konstrukt statt. 
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pCRTOPO-sCAR-Fc, pAdG12-sCAR-Fc und  pAdG12-sCAR-Fctrunk 

 

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

Fechner, Berlin/D) zur Verfügung gestellt wurden. 
 

Die Planung der Plasmidkonstrukte und deren Darstellung als Vektorkarte sowie nachfolgende 

Restriktionsanalysen wurden unter Zuhilfenahme der Plasmidkonstruktions-Software Gene 

Construction Kit 3.0 (Textco BioSoftware, US) vorgenommen. 
 

2.8 Zellbiologische Methoden 
 

2.8.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
 

Die Arbeit mit HEK 293T- und HeLa-Zellen wurde unter sterilen Bedingungen in einer dafür 

standartisierten Sterilwerkbank durchgeführt. Die Zellen wurden in antibiotikahaltigem Medium 

(s. 2.1.9) in 25 cm2 bzw. 75 cm2 großen Zellkulturflaschen kultiviert und im Inkubator gelagert 

(bei 37 °C; 5 Vol% CO2). Je nach gewünschter Zelldichte wurden die Kulturen nach 2-3 Tagen 

ausgezählt (s. 2.8.3) und in einem Verhältnis von 1:5 bis 1:30 passagiert (s. 2.8.2). 
 

2.8.2 Trypsinierung adhärent wachsender Zellen und Zellpassagierung 
 

Die Anheftung adhärent wachsender Zellen an die Oberfläche eines Zellkulturträgers sowie der 

Zell-Zell-Kontakt werden über Oberflächenproteine vermittelt. Trypsin als proteolytisch 

wirkendes Enzym spaltet hydrolytisch Peptidbindungen nach bestimmten Aminosäureresten 

innerhalb der Proteinstruktur und führt somit zur Lösung der Zellen aus ihrem Verband. EDTA 

als Chelatbildner fördert ebenfalls über die Bindung von zweiwertigen Ca2+- und Mg2+-Ionen die 

Zellablösung. 

Zur Ablösung und Passagierung von HEK 293T- und HeLa-Zellen wurde zunächst das alte 

Medium aus der Kulturflasche vorsichtig abgesaugt, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und 2 ml 

Trypsin/EDTA-Lösung hinzupipettiert. Nach anschließender Inkubation bei 37 °C für ca. 3-5 

min wurde die Trypsinierungsreaktion durch die Zugabe von 10 Vol% FKS-haltigem Medium 

gestoppt. Die abgelösten Zellen wurden nun in dem eingesetzten Medium resuspendiert und je 

nach gewünschter Zelldichte wurde ein Teil dieser Stammlösung in eine neue Zellkulturflasche 

ausgesät und mit frischem Medium auf das Ausgangsvolumen verdünnt. 
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2.8.3 Bestimmung der Zellzahl 
 

Zur Bestimmung der Zellzahl und dem Anteil lebensfähiger Zellen wurden diese mit einer 

Trypanblau-Lösung angefärbt und in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop 

ausgezählt. Trypanblau färbt lediglich tote Zellen aufgrund ihrer defekten Membranstruktur. 

Dafür wurden 150 µl der als Stammlösung angefertigten Zellsuspension mit 150 µl Trypanblau-

Lösung und 150 µl 1 x PBS vorsichtig vermischt und ein Tropfen auf die Zählkammer 

übertragen. Es wurden jeweils alle 4 Großquadrate (Q) ausgezählt und die Zellzahl nach 

folgender Formel berechnet: 
 

Zellzahl (Zellen/ml) = [Q1 + Q2 + Q3 + Q4 / 4] x Verdünnungsfaktor x 104 . 
 

2.8.4 Konservierung und Reaktivierung von Zellkulturen 
 

Konservierung von Stammkulturen 
 

Die Zellen wurden zunächst in einer 75 cm2-Kulturflasche bis zu einer Konfluenz von 70-80 % 

kultiviert, trypsiniert (s. 2.8.2) und in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 

dann in ein 15 ml-Zentrifugen-Röhrchen überführt und bei 4 °C zentrifugiert (1.200 rpm, 5 min). 

Das Zellpellet wurde im Einfriermedium (95 Vol% FKS, 5 Vol% DMSO) resuspendiert. 

Anschließend wurden 1 ml-Aliquots in Cryo-Röhrchen gefüllt und sofort in einer Einfrierbox 

unter kontrollierter Abkühlung (1 °C/min) für mindestens 16 h bei -80 °C gelagert und danach in 

flüssigem Stickstoff (-196 °C) aufbewahrt. 
 
Reaktivierung konservierter Kulturen 
 

In ein 15 ml-Röhrchen wurden 10 ml kaltes Kulturmedium (4 °C) gegeben, das bei 37 °C 

aufgetaute Zell-Aliquot direkt hinzupipettiert und vorsichtig durchmischt. Die Zellsuspension 

wurde nun bei 4 °C zentrifugiert (1200 rpm, 5 min). Anschließend wurde das Zellpellet in 5 ml 

vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert, in eine 25 cm2-Zellkulturflasche überführt und bei 

37 °C inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums und die Zellen 

wurden bis zum Erreichen der gewünschten Dichte weiter inkubiert. 
 

2.8.5 Transiente Zell-Transfektion  
 

Als transiente Transfektion wird das zeitweilige Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische 

Zellen bezeichnet. Dafür stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung.  
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Für die Transfektion wurden die Zellen am Vortag auf den entsprechenden Zellplatten (6-Well- 

bzw. 12-Well-Platten) ausgesät (6 × 105  bzw. 4 × 105 Zellen/Well) und bis zum Erreichen der 

gewünschten Zelldichte (90%ige Konfluenz) zugewartet. 

 

2.8.5.1 Calciumphosphat-Methode 
 

Bei der Transfektion der Zellen mit Calciumphosphat wird die Plasmid-DNA mit 

Calciumchlorid (CaCl2) und einem Phosphatpuffer (2 × HBS) vermischt um DNA-

Calciumphosphat-Kopräzipitate zu bilden. Diese treten dann mit der Zelloberfläche in Kontakt, 

werden über Endozytose aufgenommen und gelangen anschließend in den Zellkern. 

Vor Beginn der Transfektion wurde der pH-Wert des HBS-Puffers kontrolliert und 

gegebenenfalls auf 7,05 eingestellt. Um Kontaminationen der Versuchsansätze zu vermeiden, 

wurden sowohl der HBS-Puffer als auch die eingesetzte CaCl2-Lösung zuvor sterilfiltriert. Je 

nachdem, ob auf 6-Well- oder 12-Well-Platten transfiziert wurde, enthielt ein 

Transfektionsansatz pro Well 1,5-2,5 µg Plasmid-DNA, 150 bzw. 300 µl CaCl2 -Lsg. (0,25 M) 

und 150 bzw. 300 µl  2 x HBS-Puffer. Dabei wurden zuerst die Plasmid-DNA und die CaCl2 -

Lsg. miteinander vermischt und anschließend 2 x HBS tropfenweise dazugegeben. Nach 1 min 

Inkubationszeit wurde das Gemisch ebenfalls tröpfchenweise vorsichtig auf die Zellen pipettiert 

und nach 18 h Inkubation (37°C, 5 Vol% CO2) das Medium behutsam gewechselt, sowie 

Transfektionsausbeute und Zellvitalität bestimmt. 

 

2.8.5.2 Transfektion mit Lipofectamin 2000 

 

Bei der Transfektion mit Lipofectamin 2000 beruht der erwünschte Gentransfer auf der 

Lipofektion, bei der die DNA mit Liposomen bzw. Vesikeln aus kationischen Lipiden 

komplexiert, welche endozytotisch in die Zelle aufgenommen werden. Beim Zerfall des 

Endosoms penetriert die DNA ins Zytoplasma und gelangt in den Zellkern. 

Vor der Transfektion wurde das Zellkulturmedium gegen serum- und antibiotikafreies Medium 

(Opti-MEM® I) ausgetauscht. Für eine 12-Well-Platte wurden je Well 1,5 µg Plasmid-DNA 

benötigt. Diese wurde in 100 µl serumfreiem Medium gelöst. In einem weiteren Reaktionsgefäß 

wurden 5 µl Lipofectamin 2000 in 100 µl serumfreiem Medium gelöst. Nach 5 min wurde das 

Lipofectamin zu der DNA gegeben und der Ansatz für 20 min bei RT inkubiert. Anschließend 

wurde das Gemisch vorsichtig tropfenweise auf die Zellen pipettiert und nach 4-6 h Inkubation 

(37 °C, 5 Vol% CO2) das serumfreie Medium gegen Vollmedium ausgetauscht. Nach ca. 18 h 

konnten Transfektionsrate und Zellvitalität bestimmt werden. 
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2.9 Transkriptions- und Expressionsanalysen 
 

2.9.1 Northern Blot 
 

Beim Northern Blot handelt es sich um eine molekularbiologische Methode zur Übertragung 

(Blotten) der in der Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf ein geeignetes Trägermaterial. 

Auf diesem ist die spezifische Markierung von RNA-Sequenzen durch die Hybridisierung mit 

komplementären Gensonden möglich.  

 

2.9.1.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen 
 

Die Isolation der Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte nach dem Prinzip der „Single-

Step“-Methode (227). Dafür wurde TRIzol® Reagent verwendet, eine monophasische Lösung 

aus Phenol und Guanidinisothiocyanat (GITC). GITC führt als chaotrope Substanz zur 

Auflösung geordneter Wasserstoffbrückenbindungen und hydrophober Wechselwirkungen in 

Proteinstrukturen, wodurch diese damit denaturiert werden. Die Denaturierung 

membranständiger Proteine führt über die Lyse von Zell- und Kernmembranen zur Freisetzung 

der RNA-Moleküle und gleichzeitig zur wirksamen Inhibierung RNA-spaltender Enzyme 

(RNasen). Das enthaltene Phenol bewirkt im sauren Milieu, dass sich denaturierte Proteine und 

kleinere DNA-Fragmente aus dem Lysat nach Zentrifugation von den in der wässrigen Phase 

enthaltenen RNA-Molekülen trennen lassen. 

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurde 48 h nach erfolgter Zelltransfektion das Medium von den 

Kulturplatten abgesaugt und die Zellen mit 1 × PBS gewaschen. Anschließend wurde 1 ml 

TRIzol® Reagent-Lsg. pro Well auf die Zellen gegeben, durch Auf- und Abpipettieren 

durchmischt und das Zelllysat in 1,5 ml Reaktionsröhrchen überführt. Die RNA wurde dann 

nach den weiteren Angaben des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe/D) isoliert und anschließend 

in 30 µl DEPC-Wasser gelöst und 10 min bei 60 °C inkubiert. Die Konzentration und der 

Reinheitsgrad der RNA-Proben wurde abschließend photometrisch bestimmt (s. 2.4.1).  

 

2.9.1.2 RNA-Auftrennung in der Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese  
 

Die Auftrennung der Gesamt-RNA nach ihrer Länge erfolgte elektrophoretisch unter 

denaturierenden Bedingungen in einem Agarose/Formamid-Gel. 

Zur Herstellung des Gels wurde 1 % (w/v) Agarose in 5/6 Volumenteilen 1 × MOPS-Puffer in 

der Mikrowelle aufgekocht, auf ca. 60 °C abkühlen gelassen und dann 1/6 Volumenteile 37%ige 

(w/v) Formaldehyd-Lsg. (Endkonzentration: 2,2 M) hinzugefügt. Anschließend wurde das noch 
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flüssige Gel in die zuvor gründlich gesäuberte Gelkammer gegossen und nach vollständiger 

Auspolymerisierung mit dem späteren Laufpuffer (1 × MOPS-Puffer) überschichtet. Es wurden 

zunächst jeweils 10 µg der präparierten Gesamt-RNA-Probe (s. 2.9.1.1) mit 5 µl 

Ethidiumbromid- und Formamid-haltigen RNA-Ladepuffer (s. 2.1.2) vermischt, für 5 min auf 65 

°C erhitzt und anschließend unmittelbar auf Eis gelagert. Nun wurden die Proben auf das Gel 

aufgetragen und die Trennung der RNA erfolgte solange, bis die Bromphenolblau-Markerbanden 

des Ladepuffers bis zu 2/3 das Gel durchwandert hatten über etwa 1 h bei 140 V. Anschließend 

wurden die RNA-Moleküle durch Anregung des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes 

Ethidiumbromid im UV-Transilluminator visualisiert. Durch Überprüfung der 28S- und 18S-

rRNA-Bande konnte eine mögliche Degradierung der Proben abgeschätzt werden. 
 

2.9.1.3 RNA-Transfer auf Nylonmembranen mittels Kapillar-Blot 
 

Der Transfer der in der Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese aufgetrennten RNA (s. 2.9.1.2) 

erfolgte in diesem Fall auf eine positiv geladene Nylonmembran. Hierfür wurde die Methode des 

Kapillar-Blots verwendet (s. Abb. 2.1). Dabei wird der Transfer der Nukleinsäuren durch eine 

gerichtete Ionenwanderung mittels Kapillarkräften bewirkt.  

 

 
Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Blots (mod. nach Sipo, Isaac: „Entwicklung und Charakterisierung von 
Tamoxifenregulierbaren onkolytischen adenoviralen Vektoren zur Behandlung von Tumorerkrankungen Antivirale Strategien als 
gentherapeutische Behandlungsoption bei Coxsackievirus-Infektionen im kardialen System“. Diss. Freie Universität Berlin, 2006) 

 

Für diesen Blot wurde Whatman-Papier in 10 x SSC-Puffer eingelegt und auf einem glatten 

Untergrund positioniert, wobei die Enden des Whatman-Papieres in eine mit 10 x SSC-

Transferpuffer gefüllte Schale eingetaucht wurden. Auf diese Vorrichtung wurde das zuvor über 

2 x 30 min mit 10 x SSC-Puffer äquilibrierte, zurechtgeschittene Agarosegel gelegt und an allen 

Seiten mit Plastikfolie isoliert. Diese diente dazu, einen Flüssigkeitsstrom außerhalb des Gels 

Gewicht  

Metallplatte  
Block aus Zellstoff  

Nylonmembran  
Plastikfolie  
Agarosegel  
Glasplatte  

Whatman -Papier  

Transferpuffer (10 x SSC)  
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vorzubeugen. Nun wurden der ebenfalls mit Transferpuffer angefeuchtete Nylonmembran-Filter 

sowie ein feuchtes und ein trockenes, zugeschnittenes Whatman-Papier luftblasenfrei auf das Gel 

geschichtet. Zum Abschluss wurde ein Stapel trockener Papiertücher aufgelegt und der Blot mit 

einem Gewicht beschwert. Dieser Aufbau wurde über Nacht belassen. Der vollständige Transfer 

der Nukleinsäuren auf die Membran wurde am nächsten Tag mit dem Transilluminator überprüft 

und die Positionen der 18S- und 28S-rRNA markiert. Nach anschließender Trocknung der 

Membran für 30 min an der Luft wurden durch zweimaliges UV-Crosslinking (λ = 254 nm;  

120 mJ/cm2) die Nukleinsäuren kovalent an die Membran gebunden. 

 
2.9.1.4 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden 
 

Die Herstellung radioaktiv markierter, linearisierter DNA-Fragmente, die später als 

Hybridisierungs-Sonden zur Detektion entsprechender RNA-Transkriptate verwendet wurden, 

erfolgte mittels PCR (s. 2.5). Dabei fand die Synthese eines komplementären DNA-Stranges 

unter dem Einsatz radioaktiv markierter Nukleotide statt.  

Hierfür wurden mit dem β-strahlenden Phosphorisotop 32P markierte Cytidintriphosphat-

Bausteine (32P-dCTP) und entsprechende antisense-Primer nach folgendem Protokoll verwendet: 
 

 

 

 

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

Reagenzien Reaktionsvolumen (25 µl-Ansatz) 

10 x Taq-Polymerasepuffer 2,50 µl 

MgCl2 2,50 µl 

dNTPs ohne dCTP (1 mM) 0,50 µl 
32P-dCTP (10 µCi/µl) 5,00 µl 

Antisense-Primer (100 µM) 0,30 µl 

DNA-Matritze (0,25-0,75 µg) x    µl 

Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,25 µl 

A. bidest. (RNA-frei) auf 25 µl auffüllen 
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Tab. 2.5: PCR-Reaktionsbedingungen für die Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden 

Abfolge der Reaktionsschritte Temperatur Zeit Zyklus 

Initiale Denaturierung von Template-DNA  94 °C 2 min 1 

Denaturierung von Template-DNA 96 °C 30 s 2-33 

Annealing/Bindung von Primern an Template-DNA 56 °C  30 s 2-33 

Elongation/DNA-Synthese 72 °C 90 s 2-33 

Finale Elongation 72 °C 5 min 34 

Kühlung 4 °C ∞ 35 

 

Die Reinigung der PCR-Produkte von nicht inkorporierten Radionukleotiden erfolgte über 

Dextrangelfilter-Säulen. Dafür wurde Sephadex G-50 in A. dest. gelöst und luftblasenfrei in eine 

Pasteurpipette geschichtet. Die radioaktiven Fragmente wurden dann hinter Plexiglasschutz auf 

die Säule pipettiert und mit 1 ml A. dest. überschichtet. Die ersten ca. 500 µl Eluat wurden 

verworfen. Von den nächsten 10 Fraktionen zu je 50 µl wurde die Radioaktivität mittels 

Strahlendetektor (Bioscan QC 2000) gemessen. Anschließend wurden die Fraktionen mit der 

höchsten Strahlenaktivität vereinigt und für die RNA-Hybridisierung genutzt (s. 2.9.1.5). 

 

2.9.1.5 RNA-Hybridisierung mit markierten DNA-Sonden 
 

Durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen lagern sich die radioaktiv markierten 

DNA-Sonden an komplementäre Abschnitte der einzelsträngigen, auf die Membran geblotteten 

RNA-Moleküle an (Hybridisierung). Die Hybridisierung ist umso exakter, je länger die Sonden-

Sequenz und je genauer die Komplementarität erfüllt ist.  

Die Nylonmembran wurde in den zuvor mit 1%igem SDS und A. bidest. gereinigten 

Hybridisierungsröhren mit 5-10 ml erwärmter ExpressHyb – Hybridisierungslösung für 30 min 

bei 68 °C im Hybridisierungsofen erwärmt. Anschließend wurden 300 µl der entsprechenden 

radioaktiv markierten und aufbereiteten DNA-Sonden (s. 2.9.1.4) dazugegeben und die 

Membran für 1 h bei 68 °C hybridisiert. Danach wurde die Membran für 15 min in 10 ml 

Waschlösung I (s. 2.1.2) bei RT und anschließend zweimal für 20 min in jeweils 10 ml 

Waschlösung II (s. 2.1.2) bei 50 °C gewaschen. Zum Schluss wurde die feuchte Membran 

entnommen und in Klarsichtfolie eingeschlagen. 

Zur Rehybridisierung der markierten Membran wurden die DNA-Sonden mit Hilfe eines 

Wasserbades bei 95-98 °C durch 10-minütiges Schwenken in 0,5%igem SDS vom Filter gelöst. 

Nach diesem als „Strippen“ bezeichneten Vorgang konnte die Membran anschließend für weitere 

Hybridisierungen genutzt werden.  
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2.9.1.6 Nachweis der DNA/RNA-Hybridisierungsprodukte 
 

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

vorbehandelte, in Klarsichtfolie eingeschlagene Membran (s. 2.9.1.5) in eine Röngenfilmkassette 

eingelegt und nach Auflegen eines Filmes entsprechend der Signalintensität  für 1 h bis hin zu 

mehreren Tagen bei -80 °C inkubiert. Nach Entwicklung des Röntgenfilms erfolgte seine 

Auswertung visuell. Bei positivem Nachweis des entsprechenden RNA-Transkriptats konnten 

zusätzlich semiquantitative Aussagen über die vergleichende Betrachtung der Signalintensitäten 

getroffen werden.  

 

2.9.2 Western Blot 
 

Beim Western Blot handelt es sich um eine molekularbiologische Methode zur Übertragung 

(Blotten) der in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf ein geeignetes Trägermaterial. 

Nach dem Proteintransfer lassen sich diese mittels spezifischer Antikörper nachweisen und 

partiell quantifizieren. 

48-72 h nach erfolgter Zelltransfektion wurden die proteinhaltigen Zellkulturüberstände 

entweder bei -20 °C eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt untersucht oder direkt in der 

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.  

 

2.9.2.1 Protein-Auftrennung in der SDS-PAGE 
 

Die elekrophoretische Auftrennung der Proteine erfogte in einem SDS (Natriumdodecylsulfat)-

haltigen Polyacrylamid-Trenngel. SDS überdeckt als anionisches Tensid die Eigenladung der 

Proteine, so dass diese eine konstante, negative Ladungsverteilung aufweisen und im 

denaturierten, reduzierten Zustand vornehmlich nach ihrer Größe getrennt werden können. 

Um eine schärfere Bandentrennung zu erreichen wurde ein 2-Komponenten-SDS-Gel bestehend 

aus Trenn- und Sammelgel verwendet. Die Matrix im Sammelgel besitzt größere Poren und 

einen anderen pH-Wert als das Trenngel. Darin wandern die Proteine mit höherer 

Geschwindigkeit und ohne eine Auftrennung als scharfe Bande zu erfahren in einem Gebiet 

hoher Feldstärke. Mit Erreichen der Grenzfläche zum Trenngel wird ihre Laufgeschwindigkeit 

drastisch verringert und erfolgt nun in Abhängigkeit von ihrer Größe.  

Es wurden jeweils 25 µl Zellüberstand mit 5 µl  4 x Ladepuffer (s. 2.1.2) versetzt, für 5 min in 

siedendem Wasser denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Die Trennung der Proben erfolgte in 

einem 4-12%igem SDS-Fertig-Gel (NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel) in 1 x Laufpuffer  

(s. 2.1.2) für 2,5-3 h bei 120 V. Parallel wurden 7,5 µl eines Protein-Größenmarkers (SeeBlue® 
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Plus2 Pre-Stained Standard: 3-188 kDa) mit aufgetragen. Zum Nachweis des CLSP-Fc- und 

sCAR-Fc-Proteins in seiner nicht-reduzierten, dimerischen Form wurde zum einen auf die 

Proteindenaturierung im Wassserbad verzichtet, zum anderen DDT-freier Ladepuffer verwendet.  

 

2.9.2.2 Protein-Transfer auf Nylonmembranen  
 

Der Protein-Transfer erfolgt elektrophoretisch, wobei ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel 

gerichtetes elektrisches Feld die negativ geladenen Proteine in Richtung Anode auf die Membran 

wandern lässt, an der sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften bleiben. 

Für den Protein-Blot auf eine Nylonmembran wurde diese zuvor für 10 s in Methanol 

geschwenkt und anschließend mit A. dest. gespült. Um ein Austrocknen des Trenngels während 

des Transferprozesses zu verhindern, wurden Schaumstoff-Schwämmchen und Whatmanpapier 

gründlich in Transferpuffer (s. 2.1.2) eingeweicht. Für den Blot-Aufbau wurde das Sammelgel 

vom Trenngel entfernt und in einem möglichst luftblasenfreien „Blot-Sandwich“ bestehend aus 

Schaumstoff, Whatman-Papier, Gel, Nylonmembran, Whatman-Papier, Schaumstoff eingebettet. 

Diese Anordnung wurde so in eine Blotapparatur mit Transferpuffer eingespannt, dass das Gel 

zwischen Anode und Membran lag. Die Übertragung der Proteine erfolgte bei 200 mA für  

1,5-2 h. Um eine Überhitzung der Apparatur zu vermeiden wurde während des Blotvorganges 

von außen ein Eispacket angebracht. Bei der Entnahme der Nylonmembran wurden zunächst die 

Größemarker-Banden mit Kugelschreiber markiert. Anschließend wurde der Erfolg des 

Transfers durch Schwenken der Nylonmembran in Ponceau S Solution überprüft, welche eine 

reversible Anfärbung der Proteine erlaubte. Das Entfärben und Lagern bei 4 °C der feucht zu 

haltenden Membran erfolgte in TBST-Puffer (s. 2.1.2). Die Membran wurde nun für den 

immunochemischen Proteinnachweis (s. 2.9.2.3) am darauf folgenden Tag vorbereitet. 

 

2.9.2.3 Immunochemischer Protein-Nachweis 

 

Die Visualisierung der geblotteten Proteine gelingt mittels Immundetektion. Hierbei bindet 

zunächst ein Primärantikörper epitopspezifisch an das membrangebundene, nachzuweisende 

Protein. Ein sekundärer, enzymgekoppelter Markierungsantikörper bindet anschließend am Fc-

Teil des ersten Antikörpers und ermöglicht nach Substratzugabe einen dektierbaren Stoffumsatz. 

Der Nachweis von CLSP-Fc und sCAR-Fc gelang durch den ausschließlichen Einsatz eines 

HRP-gekoppelten, sekundären Antikörpers, da dieser direkt an den Fc-Teil der Fusionsproteine 

binden konnte. 
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Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen der Membran wurde diese nach dem Blot-

Vorgang (s. 2.9.2.2) über Nacht bei 4 °C in einem 5 % Milchpulver/TBST-Gemisch blockiert. 

Danach wurde die Membran dreimal für je 10-20 min in TBST-Puffer schüttelnd gewaschen. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem HRP-konjugierten, sekundären Antikörper. Dieser 

wurde verdünnt in 5 % Milchpulver/TBST (1:100-1:500) und für 1 h bei RT mit der Membran 

schüttelnd inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde in drei 10-20 minütigen Waschschritten 

mit einem möglichst großen TBST-Volumen entfernt. Für die Detektion der Proteinbanden 

wurde das ECL-Plus-Reagenz gemäß den Herstellerangaben (Amersham, Piscataway/US) 

verwendet. Dabei wird das enthaltene Substrat Luminogen durch die HRP unter Licht-Emmision 

(Chemolumineszenz) oxidiert. Mit diesem Licht wurde ein HyperfilmTM ECL belichtet, womit 

der visuelle Nachweis und die partielle Quantifizierung der Proteine gelangen.  

Nach Entfernung („Strippen“) der detektierenden Antikörper kann die Membran erneut für den 

immunochemischen Proteinnachweis eingesetzt werden. Hierfür wurde die Membran zuvor mit 

Stripping-Puffer für 1 h bei 55 °C im Wasserbad inkubiert. 

 

2.9.3 ELISA 
 

Der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ermöglicht den Nachweis und die 

Quantifizierung von Proteinen mittels spezifischer Antikörper. Im sogenannten „Sandwich-

ELISA“ wird eine Mikrotiterplatte zunächst mit einem ersten coating-Antikörper beschichtet. 

Dieser bindet spezifisch nach Inkubation mit antigenhaltigen Proben das nachzuweisende 

Protein, welches sich dann nach Zugabe eines weiteren, enzymgekoppelten Antikörpers durch 

Umsatz eines chromogenen Substrats detektieren lässt. Für quantitative Nachweise wird eine 

Verdünnungsreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen durchgeführt, anhand derer die 

Erstellung einer Kalibrierungskurve und die Ermittlung der Probenkonzentrationen gelingt.  

Zur Quantifizierung von CLSP-Fc und sCAR-Fc wurde ein den Fc-Teil des humanen IgG 

nachweisendes ELISA-Kit verwendet (s. 2.1.11). Es wurde nach dem Herstellerprotokoll 

verfahren (Bethyl Lab Inc., Montgomery/US). Die genaue quantitative Probenanalyse konnte 

durch Mitführung eines IgG-Fc-Standards realisiert werden, wobei sowohl die Proben der 

Standart-Verdünnungsreihe als auch die verdünnten Proteinproben unbekannter Konzentration in 

Doppelbestimmung untersucht wurden. Als Negativkontrolle und zur Ermittlung des 

Backgrounds wurden Zellüberstände von mit pAdG12-sCAR-Fctrunk transfizierten Zellen 

eingesetzt.   
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2.10 Virologische Methoden 
 

2.10.1 Adenovirus-Inhibitions-Assay 
 

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc in Bezug auf Adenovirusinfektionen 

kann im Rahmen eines Adenovirus-Inhibitions-Assays untersucht werden. Man bestimmt hierbei 

vergleichend die Viruslast der Zellen nach deren Infektion mit Luciferase-kodierenden 

Adenovirus-Vektoren jeweils mit bzw. ohne Fusionsprotein-haltiger Zellüberstände. Das Enzym 

Luciferase katalysiert die Oxidation des Substrats Luciferin unter Abgabe eines Photons in Form 

einer messbaren Biolumineszenz und wurde somit als Reporter für Infektionen mit adenoviralen 

Vektoren verwendet.  

 

2.10.1.1 Infektion von Zellkulturen mit adenoviralen Vektoren 

 

Es wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am nächsten 

Tag entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc oder pAdG12-sCAR-Fctrunk  

(je 2 µg/Well) transfiziert (s. 2.8.5.1) und mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h 

posttransfektionell wurden die fusionsproteinhaltigen Zellüberstände abgenommen, gepoolt und 

für 30 min bei 4 °C mit AdVCMVLuc preinkubiert. Danach erfolgte die vorsichtige Gabe von 

450 µl/Well der viruspartikelhaltigen Zellüberstände (150 Pa/Zelle) für 1,5 h bis 24 h auf tags 

zuvor ausgesäte HeLa-Zellen (1,8 × 105 Zellen/Well; 24-Well-Platte). 24 h später wurde die 

Luciferase-Aktivität gemessen (s. 2.10.1.2). 

Für die Dosis-Wirkungs-Experimente wurden hingegen 48 h posttransfektionell die 

Zellüberstände abgenommen, gepoolt und nach Quantifizierung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-

Konzentrationen im ELISA (s. 2.9.3) auf 10, 100 und 1000 ng/ml verdünnt. Im Anschluss 

wurden die Proben für 30 min bei 4 °C mit AdCMVLuc preinkubiert, um danach 450 µl/Well 

der viruspartikelhaltigen Zellüberstände (150 Pa/Zelle) für 1,5 h auf HeLa-Zellen  

(1,8 × 105 Zellen/Well; 24-Well-Platte) zu geben. 24 h später erfolgte die Messung der 

Luciferase-Aktivität (s. 2.10.1.2).  

Während bzw. nach der Inkubation der HeLa-Zellen mit dem Viruspartikel-Fusionsprotein-

Gemisch wurde die Beschaffenheit des Zellrasens und die Zellmorphologien in regelmäßigen 

Abständen mikroskopisch überprüft, um im abschließenden Luciferase-Assay nur unbeschadete 

Ansätze zu verwerten.  

 

 



Material und Methoden 

51 
 

2.10.1.2 Bestimmung der Viruslast im Luciferase-Assay 
 

Die nach Adenovirus-Vektoraufnahme in der Wirtszelle synthetisierte Luciferase kann 

anschließend nach Zugabe des Substrats Luciferin dieses in einer ATP-abhängigen Reaktion 

umsetzen. Die dabei entstehende Lichtemission wird von einem Luminometer detektiert und ist 

proportional zu der zuvor in die Zellen gelangten Virusmenge. 

Der Nachweis der Luciferase-Expression erfolgte mit dem Luciferase Detection Kit 

entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Roche, Mannheim/D). Nach vorsichtiger 

Abnahme des Mediums und Waschen der HeLa-Zellen mit 1 x PBS wurden diese mit 250 µl 

Lysispuffer/Well lysiert. Hierbei wurden die Zellen einige Minuten mit dem tensidhaltigen 

Lysispuffer bei RT inkubiert und anschließend durch kräftiges Auf- und Abpipettieren gelöst 

und vollständig in Reaktionsgefäße überführt. Danach erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 

10 °C (13.000 rpm, 30 s). Nun wurden jeweils 10 µl des Überstandes mit 50 µl Luciferase-

Substrat vermischt und die Luciferase-Aktivität durch Messung der Lumineszenz (Einheit: RLU) 

im Luminometer über ein Messintervall von 20 s unmittelbar bestimmt. Als Leerwert wurden 

zuvor RLU-Werte von nicht befüllten Messröhrchen ermittelt. Die Infektion der Hela-Zellen mit 

Fusionsprotein-freien Überständen aus der Zelltransfektion mit pAdG12-sCAR-Fctrunk wurden 

dabei als maximal (= 100 %) betrachtet. 

 

2.10.2 Coxsackievirus-Inhibitions-Assay 
 

Um die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc in Bezug auf 

Coxsackievirusinfektionen zu untersuchen, wurden fusionsproteinhaltige Zellüberstände 

zusammen mit Coxsackieviren (CVB3) preinkubiert, auf HeLa-Zellen gegeben und die 

Virusreplikation mittels Plaque-Assay quantifiziert. Hierbei wird die zelllysierende Eigenschaft 

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

 

2.10.2.1 Anzucht von Coxsackieviren 
 

Zur Anzucht der Coxsackieviren (CVB3) wurde ein gelagerter Virusstock als Ausgangsmaterial 

benutzt. 24 h vorher wurden HeLa-Zellen in eine Zellkulturflasche (150 cm2) ausgesät, so dass 

Tags darauf ein konfluenter Zellrasen gewachsen war. Der Virusstock (1 ml) wurde nun mit  

19 ml FKS-freiem Medium vermischt und auf den konfluenten Zellrasen gegeben, von dem 

zuvor das Kultivierungsmedium entfernt worden war. Nach einer Inkubationszeit von 30 min im 

Brutschrank (bei 37 °C, 5 Vol% CO2) wurde das virushaltige Medium abgenommen und 40 ml 

frisches Medium mit 2 Vol% FKS auf die Zellen gegeben. Nach kompletter, virusbedingter 
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Zelllyse, die nach etwa 6 bis 8 h eintrat, wurde die Kulturflasche samt Virus/Zelllysat bei -20 °C 

eingefroren. Am Folgetag wurde die Flasche bei RT aufgetaut und das Zelllysat mit einem 

Mörser durch mehrmaliges Auf- und Abziehen weiter zerkleinert. Anschließend wurden die 

Zelltrümmerreste bei 4 °C abzentrifugiert (3.000 rpm, 20 min), das Viruslysat aliquotiert und bei 

-80 °C gelagert. 

 

2.10.2.2 Infektion von Zellkulturen mit Coxsackieviren 

 

Zur Untersuchung der anticoxsackieviralen Wirkung des CLSP-Fc und sCAR-Fc wurden 

zunächst HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am nächsten Tag 

entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc oder pAdG12-sCAR-Fctrunk (je 2 µg/Well) 

transfiziert (s. 2.8.5.1) und mit Doxycyclin (1.000 ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h 

posttransfektionell wurden die Zellüberstände abgenommen und gepoolt. Für die Infektion der 

Zellkultur wurde ein Virusaliquot unmittelbar vorher aus dem Gefrierschrank entnommen und 

zügig bei 37 °C aufgetaut. Je nach Konzentration des Virusaliquots (Angabe in pfu/ml) und der 

gewünschten Ratio zwischen Viruspartikeln und zu infizierenden Zellen (moi = multiplicity of 

infection) wurde das Virus jeweils mit CLSP-Fc-, sCAR-Fc-haltigen bzw. fusionsproteinfreien 

Zellüberständen auf 0,005 moi bzw. 0,001 moi verdünnt und 30 min bei 4 °C preinkubiert. Nun 

wurde auf die tags zuvor ausgesäten, konfluent wachsenden HeLa-Zellen (1 x 106 Zellen/Well, 

6-Well-Platte) nach der Abnahme des Zellkulturmediums vorsichtig je 1 ml Preinkubat pipettiert. 

Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde der Virusüberstand abgesaugt und die Zellen mit 

frischem Medium überschichtet. Die Quantifizierung der CVB3-Replikation in den Zellen fand 

24 h später im Plaque-Assay statt (s. 2.10.2.3). 

Die Angabe „moi“ ergibt sich aus der zu infizierenden Zellzahl und der Konzentration des 

verwendeten Virus. Die Virus-Konzentration wird in pfu (= plaques forming units)/ml 

angegeben, wobei ein Plaque einem infektiösem Viruspartikel entspricht. Somit ergibt sich bei 

einer moi von 1 eine Gabe von einem infektiösen Viruspartikel pro Zelle der Zellkultur; analog 

dazu entsprechen 0,001 moi einem Viruspartikel auf 1000 Zellen.  

 

2.10.2.3 Bestimmung der Coxsackievirus-Konzentration im Plaque-Assay 
 

Um die Quantifizierung der Coxsackievirus-Replikation unter dem Einfluss von CLSP-Fc bzw. 

sCAR-Fc vergleichend zu ermitteln, wurde diese im Plaque-Assay bestimmt. Aufgrund des 

zythopathischen Virus-Effekts kommt es zur Lyse von infizierten Zellen und deren 

unmittelbaren Nachbarzellen. Nach Fixierung und Anfärbung des Zellrasens werden Lyse-
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Areale als Plaques demarkiert. Diese werden ausgezählt und dienen als Maß für die Menge bzw. 

Konzentration an infektiösen Viruspartikeln in der in Verdünnungsstufen aufgebrachten Probe. 

Hierbei kommt es, anders als bei der Virus-PCR, ausschließlich zum Nachweis des meist 

deutlich geringeren Anteils der effektiv-infektiösen Viruspartikel. 

Bereits vor der Inokulation des Virus-Fusionsprotein-Gemisches mit der Zellkultur wurde der 

Agar-Overlay, bestehend aus zwei Lösungen, vorbereitet. In Lösung A wurde 0,32 g Agar mit  

10 ml A. dest. gemischt und in einem Topf mit Wasser über einem Bunsenbrenner für 15 min 

gekocht, bis sich der gesamte Agar aufgelöst hatte. Für Lösung B wurden 30 ml Eagle Overlay  

(s. 2.1.8) mit 4 ml FKS vermischt und im Wasserbad auf 41,5°C erwärmt. Nun wurden beide 

Lösungen miteinander gut vermischt und im Wasserbad bei 41,5 °C für weitere 30 min 

temperiert. Nach Entfernung des Virus-Fusionsprotein-Gemisches von den HeLa-Zellen  

(s. 2.10.2.2) wurden die Zellen mit 2 ml Agar-Overlay überschichtet und nach Erkalten und 

Verfestigung des Overlay 24 h im Brutschrank inkubiert (bei 37 °C, 5 Vol% CO2). Zum 

Anfärben des Zellrasens wurde 0,02 g Neutralrot in 50 ml PBS gelöst, filtriert und jeweils 2 ml 

auf den Agar-Overlay pipettiert. Nach einer weiteren Inkubation bei 37 °C im Brutschrank für 

2,5-4 h wurde die Färbelösung vorsichtig abgesaugt. Anschließend konnten die Plaques 

ausgezählt und die Virus-Konzentration wie folgt berechnet werden: 
 

gezählte Plaques / Inokulationsvolumen [ml] x Virusverdünnung = pfu/ml. 

 

2.11 Statistische Evaluierung 
 

Alle Versuchsansätze waren voneinander unabhängig und wurden unter Annahme einer 

Normalverteilung der Messergebnisse mit dem ungepaarten, zweiseitigen Student-t-Test 

verglichen. Die Unterschiede zwischen zwei Versuchsansätzen wurden als signifikant betrachtet, 

wenn die p-Werte sich kleiner als 0,05 erwiesen. 

Die Berechnung der statistischen Parameter erfolgte unter Verwendung der Computersoftware 

GraphPad Prism 5 (Version 5.00.288, GraphPad Software Inc., 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 pAdG12-Expressionssystems (s. Kap. 1.5.2) begründet sich auf einer Reihe 

erwünschter Eigenschaften. Zum einen konnte das Konstrukt in der Vergangenheit bereits in 

adenoviralen Vektoren eingebaut und damit eine effiziente Expression des Transgens und 

Anwendbarkeit in vivo erzielt werden (85). Zum anderen war die transgene Expression streng 

Induktor-abhängig. Deren Initiation gelang ausschließlich und effizient über Zufuhr von 

Doxycyclin, während sie nach Absetzen des Induktors zeitnah eingestellt wurde.  

Neben der niedrigen Basalaktivität sind die gute Regulierbarkeit des Expressionssystems sowie 

dessen Integrationsfähigkeit in einen adenoviralen Vektor wichtige Eigenschaften im Hinblick 

auf möglicherweise folgende, funktionelle Erprobungen im Tiermodell.  

 

3.1.1 Klonierung von pAdG12-CLSP-Fc 
 

Um das mCLSP (im Weiteren CLSP genannt) mit der Fc-Domäne des humanen IgG1 zu 

verknüpfen und das neuartige Fusionsprotein (CLSP-Fc) über einen pharmakologisch 

regulierbaren Plasmidvektor exprimieren zu können, waren zwei Klonierungsschritte 

erforderlich.  

Zunächst wurde aus den beiden Ausgangsplasmiden pCLSP und pCRTOPO-sCAR-Fc das 

Zwischenklonierungsprodukt pCRTOPO-CLSP-Fc gebildet. Hierfür wurden beide 

Ausgangsplasmide jeweils mit den Restriktionsenzymen BamHI und KpnI geschnitten und die 

CLSP-cDNA aus dem pCLSP mit dem TOPO-Vektor ligiert. Somit entstand das 

Zwischenklonierungsprodukt pCRTOPO-CLSP-Fc mit der kodierenden Sequenz für das CLSP-

Fc-Fusionsprotein. Im anschließenden Klonierungsschritt wurden pCRTOPO-CLSP-Fc und 

pAdG12-sCAR-Fc mit den Restriktionsenzymen KpnI und MluI geschnitten und die cDNA des 

CLSP-Fc aus dem pCRTOPO-CLSP-Fc in das Doxycyclin-regulierbare pAdG12-

Vektorkonstrukt eingebracht. Hierfür wurden die entsprechenden Fragmente zum 

Klonierungsendprodukt, dem pAdG12-CLSP-Fc, ligiert (Abb. 3.1). Zur Plasmid-Konstruktion 

siehe auch Kapitel 2.7. 
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3.1.2 Sequenzverifizierung des pAdG12-CLSP-Fc 
 

Für die nachfolgenden Proteinexpressionsanalysen und Virus-Inhibitions-Experimente war die 

erfolgreiche Klonierung und Validierung des pAdG12-CLSP-Fc von elementarer Bedeutung.  

Um den korrekten Fragmenteinbau und die Expressionskassette auf mögliche Mutationen zu 

überprüfen, wurde zunächst eine Restriktionsanalyse des Plasmids durchgeführt. Dabei konnten 

auf Basis der vorliegenden Plasmidkartierung geeignete Restriktionsenzyme ausgewählt und die 

zu erwartenden Fragmentlängen errechnet werden. In der anschließenden Agarose-

Gelelektrophorese gelang es, das ermittelte, plasmidspezifische Bandenmuster aufzuzeigen und 

die Korrektheit der Klonierungsschnittstellen des pAdG12-CLSP-Fc darzulegen (Abb. 3.2).  

Eine Übersicht über die einzelnen Restriktionsenzym-Schnittstellen im Plasmid pAdG12-CLSP-

Fc ist aus der Abb. 3.3 zu entnehmen. 

 
 

  a)          b)         c)        d)   
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Restriktionsanalyse des Vektor-Plasmids pAdG12-CLSP-Fc.  
Testverdau von pAdG12-CLSP-Fc mit (a) MluI und NotI (erwartete Fragmentlängen: 6827/2023/780 bp), (b) Xbal (erwartete 
Fragmentlänge: 9630 bp) (c) MluI und KpnI (erwartete Fragmentlängen: 7672/1958  bp), (d) EcoRI und BamHI (erwartete 
Fragmentlängen: 6423/1266/1178/763, beachte Bandenfusion der beiden mittleren Fragmente aufgrund ähnlicher Längen)   
 
 
Des Weiteren wurde zur exakten Verifizierung der Insertionsstelle diese einer vollständigen 

Sequenzanalyse unterzogen. Aufgrund der Insertlänge von knapp 2000 bp (1958 bp) kamen acht 

Primer (CLSP-Fc 1-8) zum Einsatz, mit denen in der PCR die entsprechenden Abschnitte 

zunächst amplifiziert und hiernach sequenziert wurden. Dabei konnte die Richtigkeit der 

Basenabfolge im Bereich der Klonierungsschnittstellen sowie des CLSP-Fc-kodierenden
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Abb. 3.3: Sequenzierung des CLSP-Fc im Vektor-Plasmid pAdG12-CLSP-Fc 
oben: Plasmidkarte des pAdG12-CLSP-Fc mit Darstellung der Restriktionsenzym-Schnittstellen; unten: Elektropherogramme der 
drei Klonierungsschnittstellen (MluI, BamHI, KpnI) mit vergleichender Darstellung der entsprechenden Plasmid-
Mustersequenzen - Plasmid-Sequenzierung mittels Gene Analyzer ABI 310 und Auswertung unter Verwendung der ABI DNA 
Sequencing Analysis Software (Perkin Elmer, Wellesley/US) 
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Plasmidabschnittes anhand des Abgleichs mit der vorliegenden Plasmid-Mustersequenz 

bewiesen werden. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch die Bestätigung der drei Klonierungsschnittstellen 

KpnI, MluI und BamHI.  

Demzufolge konnten Mutationen in Bereichen des einklonierten CLSP-Fc sicher ausgeschlossen 

werden und das pAdG12-CLSP-Fc für nachfolgende Experimente Verwendung finden.  

 

3.2 Zelltransfektionsexperimente mit pAdG12-CLSP-Fc, 

pAdG12-sCAR-Fc und pEGFP-C1 
 

Die effektive Einschleusung (= Transfektion) der pAdG12-Shuttleplasmide in eukaryotische 

Zellen war wichtige Vorraussetzung für nachfolgende Proteinexpressionsanalysen und Virus-

Inhibitions-Experimente. Um diesbezüglich vergleichende Daten für das neu zu untersuchende 

CLSP-Fc zu erheben, wurden nachfolgende Untersuchungen parallel mit dem bereits etablierten 

antiviral-wirksamen sCAR-Fc durchgeführt.  

Der Transfektionserfolg ist stets von einer Vielzahl von Faktoren abhängig. Um eine möglichst 

hohe ektope Proteinexpression des CLSP-Fc und sCAR-Fc-Proteins zu erreichen, wurde eine 

hohe Transfektionsrate bei andauernder, ausreichender Zellvitalität angestrebt. Hierfür wurden in 

dieser Arbeit unterschiedliche chemische Transfektionsmethoden (Calciumphosphat-

Präzipitation, Lipofectamin 2000) und Rahmenbedingungen erprobt. Zur Beurteilung der 

Zielvorgaben wurden initial Zellen mit dem Indikator-Plasmid pEGFP-C1 transfiziert. Hierbei 

handelt es sich um ein für das grün fluoreszierende Protein (GFP) kodierende Plasmid. 

Fluoreszenzmikroskopisch konnte somit die Transfektionsrate posttransfektionell anhand der 

Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen abgeschätzt werden. Des Weiteren erfolgte die 

Einschätzung der Zellvitalität über lichtmikroskopische Begutachtung der Zellmorphologien. 

Unter Variation der zu transfizierenden Zelllinie (HeLa, HEK 293T), der Transfektionsmethode 

(Calciumphosphat-Präzipitation, Lipofectamin 2000), der Zelldichte zum Zeitpunkt der 

Transfektion (60-100%ige Konfluenz) sowie der Dauer bis zum posttransfektionell 

durchgeführten Mediumwechsel (16-25 h posttr.) und der eingesetzten Plasmid-DNA-Menge  

 (1-3 µg/Well) konnten mit folgenden Parametern die höchsten Transfektionsraten und die beste 

Zellvitalität zum Zeitpunkt der Proteinernte nach 2 bis 3 Tagen erzielt werden: HEK 293T, 

Calciumphosphat-Präzipitation, 90%ige Konfluenz, Mediumwechsel 18 h posttransfektionell, 

1,5-2,5 µg DNA/Well (Tab. 3.1, 3.2).  
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Diese als Standartbedingungen erarbeiteten Transfektionsparameter wurden in den darauf 

folgenden Experimenten beibehalten. Mit ihnen konnten konstante Transfektionsraten von  

80-90 % erzielt werden (Abb. 3.4).  

 

Transfektionsmethode 
Zelldichte bei 
Transfektion 

Transfektionsrate nach 
18 h 

Zellvitalität                
nach 48 h    nach 72 h 

  60 % 50 % + - 
  80 % 80 - 90 % + + + + + Calciumphosphat 
100 % 60 - 70 % + + + 
  60 % 30 % + - 
  80 % 40 - 50  % +  +  Lipofectamin 2000 
100 % 60 - 70  % +   - 

 

Tab. 3.1:  Empirische Daten zur Zelltransfektion: Variation der  Transfektionsmethode und Zelldichte 
Die Transfektion von HEK 293T-Zellen erfolgte jeweils mit 2 µg DNA/Well pEGFP-C1 unter Variation der 
Transfektionsmethode (Calciumphosphat-Präzipitation, Lipofektamin 2000) und der entsprechenden Zelldichte zum 
Transfektionszeitpunkt. Der Mediumwechsel und die fluoreszenzmikroskopische Beurteilung der Transfektionsrate wurden 18 h 
posttransfektionell durchgeführt. Die lichtmikroskopische Beurteilung der Zellvitalität geschah 48 und 72 h posttransfektionell. 
 
 

 

Tab. 3.2:  Empirische Daten zur Zelltransfektion: Variation der  Zelllinie 
Die Zelltransfektion erfolgte jeweils mit 2 µg DNA/Well pEGFP-C1 unter Variation der zu transfizierenden Zelllinie (HEK 
293T-Zellen, HeLa-Zellen). Als Transfektionsmethode wurde die Calciumphosphat-Präzipitation gewählt. Die Konfluenz der 
Zellen zum Transfektionszeitpunkt betrug 80 %. Der Mediumwechsel und die fluoreszenzmikroskopische Beurteilung der 
Transfektionsrate erfolgte 18 h posttransfektionell. Die lichtmikroskopische Beurteilung der Zellvitalität geschah 48 und 72 h 
posttransfektionell. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  aa))                                                                                                        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      bb))  

Abb. 3.4: Foto-Zelltransfektion 
Die Transfektion (Methode: Calciumphosphat-Präzipitation) von HEK 293T-Zellen erfolgte mit 2 µg DNA/Well pEGFP-C1. Die 
Konfluenz der Zellen zum Transfektionszeitpunkt betrug 90 %. Mediumwechsel und Fotografie: 18 h posttransfektionell. Die 
somit erzielte Transfektionsrate betrug 80-90 %. (a) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; (b) Durchlichtmikroskopische 
Aufnahme 

Zelllinie Transfektionsrate 
nach 18 h 

Zellvitalität                           
nach 48 h           nach 72 h 

HEK 293T 80 - 90 % + + + + + 
HeLa 60 % + +  +  
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3.3 Charakterisierung der Expression des CLSP-Fc und des 

sCAR-Fc im pAdG12-Vektorkonstrukt  

 

Nachdem stabile und effiziente Transfektionsbedingungen erarbeitet wurden, konnte im 

folgenden Schritt die Expression beider rekombinanter Proteine bezüglich ihrer Doxycyclin-

abhängigen Regulierbarkeit und ihres quantitativen Charakters vergleichend untersucht werden.  

Dabei galt es besonders die bereits bekannten, erwünschten Eigenschaften der sCAR-Fc-

Expression im pAdG12-Expressionssystem auch für das CLSP-Fc zu überprüfen. Die 

Expressionsanalysen fanden sowohl auf Transkriptionsebene mittels Northern Blot als auch auf 

Proteinebene durch Western Blot und ELISA statt. Zur internen Transfektionskontrolle wurde 

bei den folgenden  Transfektionsexperimenten jeweils ein Ansatz pro Zellplatte mit der gleichen 

Menge des GFP-kodierenden Indikatorplasmids pEGFP-C1 transfiziert.   

 

3.3.1 Transkriptionsnachweis des CLSP-Fc und sCAR-Fc sowie Nachweis 

deren Dox-Abhängigkeit mittels Northern Blot 
 

Um zunächst die Expression des CLSP-Fc und sCAR-Fc auf Transkriptionsebene nachzuweisen 

wurde die mRNA beider Proteine mittels Northern Blot-Hybridisierung detektiert.  

Hierfür wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am 

nächsten Tag mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 µg/Well) transfiziert und 

ohne bzw. mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) kultiviert. Zur Negativ- und internen 

Transfektionskontrolle im  Northern Blot, wurde parallel ein Well pro Zellplatte mit dem GFP-

kodierenden Plasmid pEGFP-C1 (2 µg/Well) transfiziert. Die Isolierung der Gesamt-RNA fand 

48 h posttransfektionell statt. Dabei wurden je zwei Wells gepoolt und von den so gewonnenen 

Proben Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Die Transkriptatanalyse erfolgte mittels 32P-markierten, spezifischen Antisense-

Hybridisierungssonden gegen IgG1-Fc bzw. CLSP. Zusätzlich wurde die rtTA2s-M2-mRNA, 

deren Sequenz sich auf den pAdG12-Plasmidvektoren befindet und für das Doxycyclin-bindende 

Transaktivator-Protein rtTA2s-M2 kodiert, detektiert. Der Nachweis der β-Aktin-mRNA diente 

zur Ladekontrolle (Abb 3.5). 
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          pAdG12-sCAR-Fc                    pAdG12- CLSP-Fc               pEGFP-C1   

 

 

 

 
Abb. 3.5: Nachweis der CLSP-Fc- und sCAR-Fc-mRNA mittels Northern Blot (Doppelbestimmung) 
HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-sCAR-Fc, pAdG12-CLSP-Fc oder pEGFP-C1 (je 2 µg/Well) transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation). Anschließend erfolgte die Gabe von 1000 ng/ml Doxycyclin pro Tag (+ Dox) bzw. keine 
Doxycyclin-Gabe (– Dox). Die RNA-Präparation und -Analyse mittels Northern Blot erfolgte 48 h später.  
(a) Detektion der sCAR-Fc-mRNA und CLSP-Fc-mRNA mittels spezifischer Sonde gegen IgG1-Fc; (b) Detektion der CLSP-Fc-
mRNA mittels spezifischer Sonde gegen CLSP; (c) Detektion von rtTA2s-M2-mRNA mittels spezifischer M2-Sonde;  
(d) Ladekontrolle: Detektion von β-Aktin-mRNA  

 
 
Die Analyse ergab einen deutlich positiven Nachweis der CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Transkription 

im Falle der + Dox-Proben sowie keine bis abgeschwächte Signale bei den – Dox-Proben. Damit 

konnte die effiziente, Doxycyclin-abhängige Transkription von CLSP-Fc und sCAR-Fc bei 

niedriger bis unterhalb der Nachweisgrenze befindlicher, basaler Aktivität des 

Genexpressionssystems in Abwesenheit des Induktors aufgezeigt werden. Die in Relation zu den 

sCAR-Fc-Banden etwas stärkere Intensität der CLSP-Fc-Banden deutet auf eine vergleichsweise 

höhere Transkriptionsrate des CLSP-Fc im pAdG12-Expressionssystem hin.  

Die Doxycyclin-unabhängige rtTA2s-M2-Transkription konnte erwartungsgemäß in allen  

pAdG12-transfizierten Versuchsansätzen nachgewiesen werden. 

 

3.3.2 Translationsnachweis des CLSP-Fc und sCAR-Fc sowie Darstellung 

deren Dox-Abhängigkeit mittels Western Blot 
 

Um die Doxycyclin-abhängige CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Expression sowie deren Regulierbarkeit 

nachzuweisen wurde der Zellkulturüberstand von mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-

Fc transfizierten Zellen mittels Western Blot untersucht. Dabei galt es auch die bezüglich seiner 

antiviralen Funktion elementare Löslichkeit des CLSP-Fc und damit dessen suffiziente Abgabe 

ins Zellkulturmedium erstmalig zu überprüfen.  
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Für die Proteinanalyse wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 

Zellen/Well), am nächsten Tag mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 µg/Well) 

transfiziert und mit unterschiedlichen Doxycyclin-Konzentrationen (0-10.000 ng/ml pro Tag) 

kultiviert. Die Abnahme und Analyse der proteinhaltigen Zellkulturüberstände fand 48 h 

posttransfektionell statt. Die Proteindetektion erfolgte mittels eines gegen den Fc-Teil des 

humanen IgG1 gerichteten Antikörpers (sheep anti human IgG-HRP) (Abb. 3.6).  

Als Negativkontrolle für den Protein-Blot wurde zusätzlich ein Well pro Zellplatte mit pAdG12-

sCAR-Fctrunk (2 µg/Well) transfiziert und ebenfalls mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) 

kultiviert. Hierbei handelt es sich um einen mit dem pAdG12-sCAR-Fc fast identischen 

Plasmidvektor, der sich von diesem lediglich durch eine Punktmutation an Nukleotidposition 10 

im sCAR-Fc-kodierenden Genabschnitt unterscheidet (vgl. Plasmidkarte mit Detailansicht im 

Anhang). Aufgrund einer Deletion an besagter Stelle kommt es zu einer Verschiebung des 

Leserasters (frameshift) und konsekutiv zu einem frühzeitigen Translationsabbruch. Es resultiert 

ein trunkiertes sCAR-Fc-Protein aus lediglich 12 Aminosäuren, welches von dem verwendeten 

Antikörper nicht detektiert werden kann. 

 
 

 

 

 
← CLSP-Fc  

 

98 kDa –––

62 kDa –––

49 kDa –––  
 

 

← sCAR-Fc  

    0        10      100    1000     10.000    1000          ng/ml Doxycyclin  
 

sCAR-Fc trunk  
 
 

 

Abb. 3.6: Expressionsnachweis von CLSP-Fc und sCAR-Fc im Zellkulturüberstand mittels Western Blot  
HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc oder pAdG12-sCAR-Fctrunk transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation). Die Kultivierung erfolgte anschließend mit unterschiedlichen Doxycyclin-Dosen   
(0-10.000 ng/ml). Die Zellkulturüberstandsabnahme und Proteinbestimmung durch Western Blot-Analyse geschah 48 h später. 
Der Nachweis der IgG1-Fc-Domäne des CLSP-Fc und sCAR-Fc im Zellkulturüberstand erfolgte mittels sheep anti human IgG-
HRP (Amersham, Piscataway/US). 

 
 
Die Analyse mittels Western Blot ergab einen deutlich positiven Nachweis des CLSP-Fc im 

Zellkulturüberstand und damit eine effiziente Translation und Sekretion des Fusionsproteins in 

das Kulturmedium. Dabei stellte sich sowohl die CLSP-Fc- als auch die sCAR-Fc-Produktion 

bei niedriger Basalaktivität Doxycyclin-abhängig dar. Bei steigenden Doxycyclin-

Konzentrationen konnten allerdings keine wesentlichen Zunahmen der Proteinmengen detektiert 

werden, während schon bei geringen Induktorkonzentrationen (10 ng/ml pro Tag) eine effektive 

CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Synthese stattfand.  
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Insgesamt ließ sich aufgrund der stärkeren Signalintensität der CLSP-Fc-Banden auf eine 

vergleichsweise höhere Proteinexpression des CLSP-Fc schließen, womit diesbezüglich die 

Resultate des Northern Blots bestätigt wurden. Ein Proteinnachweis im Zellkulturüberstand der 

mit pAdG12-sCAR-Fctrunk transfizierten Zellen blieb erwartungsgemäß aus. 

 

Aufgrund seiner IgG1-Fc-Domäne ist mit einer posttranslationalen Dimerisierung des CLSP-Fc-

Moleküls zu rechnen. Die sich unter physiologischen Bedingungen ausbildenden 

Disulfidbrückenbindungen werden unter reduzierenden Eigenschaften des Western Blots wieder 

gespalten. Der Nachweis des CLSP-Fc-Monomers erfolgte bei ca. 75 kDa. Unter nicht 

reduzierenden Western Blot-Bedingungen konnte die physiologisch vorkommende Form bei  

ca. 150 kDa detektiert werden (Abb. 3.7). 
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Abb. 3.7: Nachweis des CLSP-Fc-Dimers im Zell-
kulturüberstand mittels Western Blot 
 

HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc transfiziert 
(Methode: Calciumphosphat-Präzipitation). Die Kultivierung 
erfolgte anschließend mit 1000 ng/ml Doxycyclin pro Tag. 
Die Abnahme des Zellkultur-überstandes und die 
Proteinbestimmung mittels Western Blot geschah 48 h später. 
Der Blot wurde unter nicht reduzierenden (- DTT) und 
reduzierenden (+ DTT) Bedingungen durchgeführt. 
Antikörper: sheep anti human IgG-HRP (Amersham, 
Piscataway/US) 

 

 
3.3.3 Darstellung der Dox-abhängigen Expression und Quantifizierung des 

CLSP-Fc und sCAR-Fc mittels ELISA 
 

Um die Doxycyclin-abhängige CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Expression sowie deren Regulierbarkeit  

exakt zu quantifizieren wurde der Zellkulturüberstand von mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-

sCAR-Fc transfizierten Zellen mittels ELISA untersucht. 

Für die Konzentrationsbestimmung beider Fusionsproteine wurde ein den Fc-Teil des humanen 

IgG nachweisendes ELISA-Kit (Bethyl Lab Inc., Montgomery/US) verwendet. Die quantitative 

Probenanalyse konnte über die Mitführung eines IgG-Fc-Standards und die Anfertigung einer 

Kalibrierungskurve realisiert werden. Dabei wurden sowohl die Proben der Standart-
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Verdünnungsreihe als auch die zu untersuchenden Protein-Proben in Doppelbestimmung 

analysiert. Als Negativkontrolle und zur Ermittlung des Backgrounds fungierten 

Zellkulturüberstände von mit pAdG12-sCAR-Fctrunk transfizierten Zellen.  

Für die Untersuchung der Doxycyclin-abhängigen Regulierbarkeit der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-

Expression wurden Transfektion und Probenzeitpunktentnahme wie unter 3.3.2 gewählt  

(Abb. 3.8). 

 

 
 

Abb. 3.8: Messung der Dox-regulierbaren CLSP-Fc/sCAR-Fc-Expression mittels ELISA 
HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 µg/Well) transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation) und mit unterschiedlichen Doxycyclin-Konzentrationen (0-10.000 ng/ml pro Tag) kultiviert. Die 
Abnahme und Analyse der Zellkulturüberstände im ELISA erfolgte 48 h später. (*** p < 0,001 für CLSP-Fc- vs. sCAR-Fc-
Konzentration bei identischen Doxycyclin-Dosen) 

 
 
Auch im ELISA zeigten beide Proteine eine deutlich Doxycyclin-abhängige Expression sowie 

nachfolgende Sekretion in den Zellkulturüberstand. Die in Abwesenheit des Induktors 

gemessene Basalaktivität (CLSP-Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) war um den 

Faktor 42 bzw. 19 geringer als die Proteinexpression unter der niedrigsten Doxycyclin-

Dosierung (10 ng/ml pro Tag). Entsprechend der Ergebnisse aus dem Western Blot konnte selbst 

bei geringen Induktorkonzentrationen (10 ng/ml pro Tag) eine effektive Expression beider 

Proteine nachgewiesen werden (CLSP-Fc: 1560 +/- 44 ng/ml; sCAR-Fc: 946 +/- 51 ng/ml). 

Diese war allerdings nur begrenzt steigerbar, so dass unter höheren Induktordosen keine 

signifikanten Proteinmengenzunahmen mehr detektiert wurden. In jenem Bereich, vor allem 

zwischen 100 und 10.000 ng/ml Doxycyclin pro Tag, war daher eine weniger gute Doxycyclin-

regulierbare CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Sekretion aus den mit dem pAdG12-Expressionssystem 

transfizierten Zellen zu konstatieren und demzufolge bereits ein Maximalwertniveau erreicht.  
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Bei diesem Versuchsansatz konnte nach 48 h eine maximale Proteinausbeute von  

1924 +/- 96 ng/ml (CLSP-Fc) bzw. 1506 +/- 21 ng/ml (sCAR-Fc) erzielt werden. Insgesamt 

zeigte sich eine um 22 – 39 % signifikant höhere Expression des CLSP-Fc gegenüber dem 

sCAR-Fc bei vergleichbarer Basalaktivität.   

In einem weiteren Expressionsexperiment wurden die CLSP-Fc- und sCAR-Fc-Produktion bei 

konstanten Induktorkonzentrationen über 72 h vergleichend untersucht. Hierfür wurden HEK 

293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am nächsten Tag mit pAdG12-

CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 µg/Well) transfiziert und mit 1000 ng/ml pro Tag 

Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme und Analyse der fusionsproteinhaltigen 

Zellkulturüberstände fanden 0, 18, 24, 48 und 72 h posttransfektionell statt (Abb. 3.9 a).  

 
 
 *** 
 
 *** 
 
 
 
 
 *** 
 
 
 
 
 
a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
Abb. 3.9: Messung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Expression über 72 h mittels ELISA 
(a) HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc (je 2 µg/Well) transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation) und mit 1000 ng/ml pro Tag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme und Analyse der 
Zellkulturüberstände im ELISA erfolgte 0, 18, 24, 48 und 72 h später. (*** p < 0,001 für CLSP-Fc- vs. sCAR-Fc-Konzentration 
nach definierten posttransfektionellen Zeitintervallen) (b) Darstellung der Negativkontrollen: Die Messung der 
Zellkulturüberstände mittels ELISA nach Transfektion mit pAdG12-sCAR-Fctrunk (2 µg/Well) und konstanter Doxycyclin-Gabe 
(1000 ng/ml pro Tag)  erfolgte 0, 18, 24, 48, 72 h posttransfektionell. 
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Bei dieser Expressionsanalyse konnten bereits 18 h posttransfektionell erste CLSP-Fc-/sCAR-

Fc-Mengen im Zellkulturmedium detektiert werden. Es zeigte sich, dass zwischen 24 und 48 h 

posttransfektionell die stärkste CLSP-Fc- bzw. sCAR-Fc-Sekretion stattfand (durchschnittlich 91 

bzw. 80 ng/ml pro h), während anschließend, bis zur letzten Überstandsabnahme nach 72 h, die 

Höhe der Proteinsekretion wieder abnahm (durchschnittlich nur noch 28 bzw. 24 ng/ml pro h). 

Auf weitere Messungen (> 72 h posttransfektionell) wurde aufgrund des zu jenem Zeitpunkt 

schon sehr dichten Zellwachstums und konsekutiver Abnahme der Zellvitalität verzichtet.  

In diesem Versuchsansatz konnte nach 72 h eine maximale Proteinausbeute von  

4088 +/- 88 ng/ml (CLSP-Fc) bzw. 2943 +/- 50 ng/ml (sCAR-Fc) erzielt werden. Auch hier 

zeigte sich eine um 24 – 64 % höhere Expression des CLSP-Fc gegenüber dem sCAR-Fc, so 

dass insgesamt von einer deutlich besseren Expressions-Induzierbarkeit des entsprechenden 

Zielgens im pAdG12-CLSP-Fc-Vektorkonstrukt auszugehen ist. 

Ein Fusionsproteinnachweis im Zellkulturüberstand der mit pAdG12-sCAR-Fctrunk transfizierten 

Zellen blieb erwartungsgemäß aus (Abb. 3.9 b).  

 

3.4  Adenovirus-Inhibitions-Assay 
 

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc in Bezug auf Adenovirusinfektionen 

wurde im Rahmen eines Adenovirus-Inhibitions-Assays untersucht.  

Dabei wurde die Viruslast der Zellen nach deren Infektion mit einem replikationsdefizienten, 

Luciferase-kodierenden Adenovirus-Vektor (AdVCMVLuc), welcher als morphologischer 

Vertreter des Ad-Subgenus C (Serotyp 5) CAR als Virusbindungsrezeptor benutzt, jeweils mit 

bzw. ohne fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberständen vergleichend bestimmt.  

Aufgrund der sterischen Inhibierung der Adenovirus-Rezeptorbindungsstellen durch die N-

terminale D1-Domäne des sCAR-Fc bzw. der drei dazu homologen IgV-Domänen des CLSP-Fc 

sollte die Zellinfektion bei Vorbehandlung mit den fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberständen 

entsprechend geringer ausfallen (139, 199). Entscheidend war hierbei die Frage, ob das CLSP-Fc 

wegen der multiplen, antiadenoviral-wirksamen IgV-Domänen eine vergleichsweise stärkere 

inhibitorische Wirkung aufweisen würde.  

Die nach Vektoraufnahme in der Wirtszelle synthetisierte Luciferase katalysiert die Umsetzung 

des Substrats Luciferin. Die dabei entstehende Lichtemission diente als Reporter für die zelluläre 

Transduktion mit dem eingesetzten adenoviralen Vektor und war proportional zu der in die 

Zellen gelangten Virusmenge. Der Nachweis der Luciferase-Expression erfolgte im 

entsprechenden Assay mit dem Luciferase Detection Kit. 
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3.4.1  Prüfung verschiedener Testsysteme und Optimierung der 

Versuchsabläufe 
 

Für die Untersuchung der antiadenoviralen Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc wurden 

verschiedene Testsysteme erprobt und technische Abläufe hinsichtlich der zuverlässigen 

Reproduzierbarkeit der Messergebnisse optimiert. 

Variablen in der Versuchsanordnung waren beispielsweise die zu infizierende Zelllinie, die 

Dauer der Inkubation mit viruspartikelhaltigen Zellkulturüberständen oder der Messzeitpunkt 

nach der Infektion. Kriterien für ein zufriedenstellendes Versuchsprotokoll waren die Intaktheit 

des Zellrasens und eine ausreichende Zellvitalität zum Messzeitpunkt, welche sich als 

grundlegend für die Reproduzierbarkeit und damit die Validität der Ergebnisse darstellten. 

Bei der sich durchgesetzten Methodik wurden zunächst HEK 293T-Zellen entweder mit 

pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fctrunk transfiziert und mit 

Doxycyclin kultiviert. Aus den Expressionsanalysen (s. Kap. 3.3.3) war  bekannt, dass 48 h 

posttransfektionell bereits hohe Protein-Wirkspiegel erreicht wurden, weshalb zu jenem 

Zeitpunkt die Abnahme der Zellkulturüberstände stattfand. Diese wurden in einem weiteren 

Schritt mit AdVCMVLuc präinkubiert und für einen definierten Zeitraum auf HeLa-Zellen 

gegeben, welche aufgrund ihrer ausgeprägten Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR)-

Expression als besonders permissiv für Adenoviren gelten. 24 h postinfektiös wurde die 

Luciferaseaktivität in den HeLa-Zellen gemessen, wobei die Proben mit Zellkulturüberständen 

aus den mit pAdG12-sCAR-Fctrunk transfizierten Zellen als Negativkontrolle fungierten und 

dementsprechend deren Infektion als maximal (= 100 %) angenommen wurde.  

Während bzw. nach der Inkubation der HeLa-Zellen mit den viruspartikelhaltigen 

Zellkulturüberständen wurden die Beschaffenheit des Zellrasens und die Zellmorphologien in 

regelmäßigen Abständen lichtmikroskopisch überprüft, um im abschließenden Luciferase-Assay 

nur unbeschadete Ansätze zu verwerten.  

Die einzelnen Handlungsschritte bei der Durchführung der Adenovirus-Inhibitions-Experimente 

sind im nachfolgenden Fließdiagramm nochmals schematisch veranschaulicht (Abb. 3.10).  
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung über den Ablauf der Adenovirus-Inhibitions-Experimente 
 
 
 
3.4.2 Antiadenovirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc im 

Luciferase-Assay  
 

Mit dem zuvor erarbeiteten Versuchsprotokoll wurde die antiadenovirale Wirksamkeit des 

CLSP-Fc und sCAR-Fc initial überprüft und vergleichend quantifiziert. Durch Variation der 

Kontaktzeit des Virusgemisches mit der zu infizierenden HeLa-Zelllinie wurde hierbei dieser 

Einflussfaktor parallel untersucht. 

Zunächst wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am 

nächsten Tag entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc oder pAdG12-sCAR-Fctrunk 

(je 2 µg/Well) transfiziert und mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h 

posttransfektionell wurden die fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberstände abgenommen, 
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gepoolt und für 30 min bei 4 °C mit AdVCMVLuc präinkubiert. Danach erfolgte die Gabe von 

450 µl/Well der viruspartikelhaltigen Zellkulturüberstände (150 Pa/Zelle) für 1,5 h bzw. 24 h auf 

tags zuvor ausgesäte HeLa-Zellen (1,8 × 105 Zellen/Well; 24-Well-Platte). 24 h später wurde die 

Bestimmung der Luciferase-Aktivität durchgeführt (Abb. 3.11). 
 

  
                                                                                                                   

 
                                                                                                                 ∗ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3.11: Adenbitions-Assay mit CLSP-Fc und sCAR-Fc 
HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fctrunk transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation) und mit 1000 ng/mlDoxycyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkulturüberstände geschah 48 h 
posttransfektionell. Nach Präinkubation der Zellkulturüberstände mit AdVCMVLuc für 30 min bei 4 ºC erfolgte deren Gabe auf 
HeLa-Zellen (= 150 VP/Zelle) für 1,5 h bzw. 24 h (jeweils Dreifachbestimmungen). Die Messung der Luciferase-Aktivität wurde 
24 h nach der Transduktion durchgeführt. (*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05  für die Reduktion der Viruspartikelaufnahme: 
Kontrolle vs. CLSP-Fc/sCAR-Fc bzw. CLSP-Fc vs. sCAR-Fc)  

 
 

Die Messung der Luciferase-Aktivität ergab bei den CLSP-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 bei den sCAR-Fc-haltigen Proben um 41,6 % +/- 

6,3 % (Inkubationszeit: 1,5 h)  bzw. 24,5 % +/- 2,4 % (Inkubationszeit: 24 h). Hiermit konnte die 

antiadenovirale Wirksamkeit der löslichen Fusionsproteine CLSP-Fc und sCAR-Fc bestätigt 

werden. Dabei deutete sich eine vergleichsweise stärkere Wirksamkeit des sCAR-Fc an.  

Insgesamt stieg das Infektionsniveau über die zunehmende Dauer der Kontaktzeit mit dem 

Viruspartikelgemisch erwartungsgemäß an, während der inhibitorische Effekt der Proteine mit 

zunehmender Dauer der Inkubationszeit bei abnehmender Zellvitalität tendenziell geringer 

ausfiel. Aufgrund dieser Beobachtung wurde die Inkubationszeit in den Folgeexperimenten auf 

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

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

In weiterführenden, dosisabhängigen Experimenten sollte das Wirkungsverhältnis beider 

Proteine genauer quantifiziert werden. Um für beide Fusionsproteine ein vergleichendes Dosis-

Wirkungs-Profil zu erstellen, wurden zunächst CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Konzentrationen im 

Zellkulturüberstand mittels ELISA bestimmt und anschließend definierte Proteinmengen im 

Adenovirus-Inhibitions-Assay eingesetzt. 

Für die Dosis-Wirkungs-Experimente wurden HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät  

(4 × 105 Zellen/Well), am nächsten Tag entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc 

oder pAdG12-sCAR-Fctrunk (je 2 µg/Well) transfiziert und mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) 

kultiviert. 48 h posttransfektionell wurden die fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberstände 

abgenommen, gepoolt und nach Quantifizierung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Konzentrationen 

mittels ELISA auf 10, 100 und 1000 ng/ml verdünnt. Im Anschluss wurden die Proben für  

30 min bei 4 °C mit AdVCMVLuc präinkubiert, um danach 450 µl/Well der 

viruspartikelhaltigen Zellkulturüberstände (150 VP/Zelle) für 1,5 h auf tags zuvor ausgesäte 

HeLa-Zellen (1,8 × 105 Zellen/Well; 24-Well-Platte) zu geben. 24 h später erfolgte die Messung 

der Luciferase-Aktivität (Abb. 3.12).  

Insgesamt vermochten sowohl die CLSP-Fc- als auch die sCAR-Fc-haltigen Proben eine 

signifikante Reduktion der Viruspartikelaufnahme in die Zellen zu bewirken. Es zeigte sich für 

beide Proteine eine, wenn auch teils moderate, Zunahme des antiadenoviralen Effekts in 

Abhängigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration. Signifikante Wirkungszunahmen bei 

steigenden Wirkproteinkonzentrationen konnten hierbei für das CLSP-Fc von 10 auf 100 ng/ml 

und für das sCAR-Fc von 100 auf 1000 ng/ml gemessen werden. 

Für niedrige Fusionsprotein-Konzentrationen (10 ng/ml) konnten lediglich geringe Effekte 

erzielt werden (p-Werte Kontrolle vs. 10 ng/ml: p = 0,1 für CLSP-Fc; p < 0,05 für sCAR-Fc). 

Während unter der getesteten Höchstkonzentration von 1000 ng/ml das CLSP-Fc eine maximale 

Inhibition von 19,5 % +/- 5,4 % erreichte, lag der inhibitorische Maximaleffekt des sCAR-Fc 

doppelt so hoch bei 40,7 % +/- 7,6 %. Damit bestätigten sich die in den Vorexperimenten 

erzielten Ergebnisse des vergleichsweise höheren antiadenoviralen Potentials des sCAR-Fc. 
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Abb. 3.12: Adenovirus-Inhibitions-Assay mit CLSP-Fc und sCAR-Fc (Dosis-Wirkungs-Experimente) 
HEK 293T-Zellen wurden mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fctrunk transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation) und mit 1000 ng/ml pro Tag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkulturüberstände und 
Bestimmung der CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Konzentration mittels ELISA geschah 48 h posttransfektionell. Anschließend wurden die 
Proben auf 10, 100 und 1000 ng Fusionsprotein/ml verdünnt. Nach Präinkubation der Zellkulturüberstände mit AdVCMVLuc für 
30 min bei 4 ºC erfolgte die Gabe auf HeLa-Zellen (= 150 VP/Zelle) für 1,5 h (jeweils Mehrfachbestimmungen). Die Messung 
der Luciferase-Aktivität wurde 24 h nach der Transduktion durchgeführt. (*** p < 0,001; * p < 0,05 für die Reduktion der 
Viruspartikelaufnahme: Vergleich unterschiedlicher Wirkprotein-Konzentrationen zueinander)  
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3.5 Coxsackievirus-Inhibitions-Assay: Anticoxsackievirale Wirk-

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

 

Die antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc und sCAR-Fc in Bezug auf Coxsackievirus-Infektionen 

wurde im Rahmen eines Coxsackievirus-Inhibitions-Assays untersucht.  

Hierbei wurden fusionsproteinhaltige Zellkulturüberstände zusammen mit Coxsackieviren der 

Subgruppe B (CVB3) präinkubiert, auf viruspermissive HeLa-Zellen gegeben und die 

Virusreplikation mittels Plaque-Assay quantifiziert. Wegen des cytopathischen Viruseffektes 

kommt es zur Lyse von infizierten Zellen und deren unmittelbaren Nachbarzellen. Nach 

Anfärbung des Zellrasens können die lytischen Bereiche in Form von nicht angefärbten Stellen 

(sog. Plaques) ausgezählt und als Maß für die Menge an infektiösen Viruspartikeln im 

Inkubationsaliquot (Angabe in PFU/ml = plaque forming units pro Milliliter Virusaliquot) 

angenommen werden. 

Aufgrund der sterischen Inhibierung der CVB-Rezeptorbindungsstellen und zusätzlich des 

irreversiblen Verlustes  der Viruspartikelinfektiösität durch Interaktion mit der N-terminalen 

IgV-Domäne des sCAR-Fc sollte die Zellinfektion mit sCAR-Fc-haltigen Zellkulturüberständen 

bekanntermaßen geringer ausfallen. Ob die drei homologen IgV-Domänen des CLSP-Fc 

ebenfalls ein anticoxsackievirales Potential besitzen, wurde dabei analog erstmals überprüft. 

Zur Untersuchung der anticoxsackieviralen Wirkung des CLSP-Fc und sCAR-Fc wurden 

zunächst HEK 293T-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesät (4 × 105 Zellen/Well), am nächsten Tag 

entweder mit pAdG12-CLSP-Fc, pAdG12-sCAR-Fc oder pAdG12-sCAR-Fctrunk (je 2 µg/Well) 

transfiziert und mit Doxycyclin (1000 ng/ml pro Tag) kultiviert. 48 h posttransfektionell erfolgte 

die Abnahme der Zellkulturüberstände. Das Virusaliquot wurde jeweils mit CLSP-Fc-, sCAR-

Fc-haltigen bzw. fusionsproteinfreien Zellkulturüberständen auf 0,005 moi bzw. 0,001 moi 

verdünnt und 30 min bei 4°C präinkubiert. Anschließend wurde auf die tags zuvor ausgesäten 

HeLa-Zellen (1 x 106 Zellen/Well, 6-Well-Platte) je 1 ml Präinkubat gegeben und für 30 min bei 

37 °C belassen. Die Quantifizierung der CVB3-Replikation in den Zellen fand 24 h später im 

Plaque-Assay statt (Abb. 3.13). Fusionsproteinfreie Überstände aus den mit pAdG12-sCAR-

Fctrunk transfizierten Zellen fungierten hierbei als Negativkontrolle 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-sCAR-Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fctrunk transfiziert (Methode: 
Calciumphosphat-Präzipitation) und mit 1000 ng/ml pro Tag Doxycyclin kultiviert. Die Abnahme der Zellkulturüberstände 
geschah 48 h posttransfektionell. Nach Präinkubation der Zellkulturüberstände mit CVB3 (0,005 bzw. 0,001 moi) für 30 min bei 
4 °C erfolgte die Gabe des Virusgemisches auf HeLa-Zellen für 30 min bei 37 °C. Die Quantifizierung der CVB3-Replikation 
gelang 24 h später mittels Plaque-Assay. (*** p < 0,001 für CLSP-Fc vs. sCAR-Fc) 
 
 

Die Auswertung des Plaque-Assays ergab, dass selbst beim Einsatz verhältnismäßig geringer 

Mengen Viruspartikel pro Zelle (0,005 bzw. 0,001 moi) und unverdünnter CLSP-Fc-haltiger 

Überstände diese keine anticoxsackievirale Wirkung aufwiesen. Daher entsprach die Anzahl der 

jeweils ermittelten Plaques trotz maximaler CLSP-Fc-Konzentrationen der der in den 

fusionsproteinfreien Ansätzen (sCAR-Fctrunk) ermittelten. Hingegen konnte in allen Ansätzen mit 

sCAR-Fc-haltigen Zellkulturüberständen keine Virusreplikation mehr nachgewiesen werden 

(PFU/ml = 0), welches einen effizienten anticoxsackieviralen Effekt des sCAR-Fc bestätigt und 

die Validität des Inhibitions-Assays untermauert. Aufgrund dieses Ergebnisses erschien die 

Durchführung weiterführender Experimente als nicht angezeigt, da die Fragestellung bereits zu 

diesem Zeitpunkt hinreichend beantwortet werden konnte. 
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4 Diskussion 
 

4.1  Auswahl des pharmakologisch regulierbaren pAdG12 als 

Gen-Vektor 
 

Basierend auf den Kenntnissen molekularbiologischer Abläufe der viralen Replikationszyklen 

waren in den vergangenen Jahren zahlreiche molekulare und biopharmakologische 

Behandlungsansätze Gegenstand der Forschung. Insbesondere im Hinblick auf CVB-verursachte 

Herzmuskelinfektionen konnten neue, hochspezifische Substanzgruppen experimentell 

entwickelt und hinsichtlich ihres klinischen Anwendungspotentials untersucht werden (83). Ziel 

dieser Arbeit war es das neuartige Fusionsprotein CLSP-Fc bezüglich seines antiadenoviralen 

und anticoxsackieviralen Potentials erstmalig zu überprüfen und bei entsprechender Datenlage 

weiterführende tierexperimentelle Untersuchungen zu initiieren. 

Bei der experimentellen Erprobung neuer Biopharmaka, den sogenannten Biologics, nehmen 

Gen-Vektoren eine wichtige Funktion ein. Sie ermöglichen nach erfolgreicher Klonierung die 

Amplifikation des gewünschten Genprodukts sowie im Rahmen von In-Vivo-Anwendungen das 

Erzielen hoher Wirkspiegel im Untersuchungssetting. Der Transfer biopharmakologisch 

wirksamer Nukleinsäuren gelingt prinzipiell über unterschiedliche Methoden bzw. 

Zellintegrationsmechanismen, wobei als Transport- und Trägervehikel üblicherweise Plasmide 

oder virale Vektoren genutzt werden (228). Transiente, plasmidbasierende Expressionssysteme, 

wie sie in dieser Arbeit zum Einsatz kamen, ermöglichen eine verhältnismäßig schnelle und für 

experimentelle Zwecke quantitativ ausreichende Herstellung von Proteinprodukten. Das über das 

pAdG12-Shuttleplasmid exprimierte Fusionsprotein CLSP-Fc konnte nach erfolgreicher 

Transfektion aus eukaryotischen Zellen in hinreichender Menge erzeugt und durch seine 

löslichen Eigenschaften direkt aus dem Zellkulturüberstand für initiale In-Vitro-Inhibitions-

Experimente eingesetzt werden.  

Zwar gelang es nach intramuskulärer Injektion und anschließender Transfektion mittels 

Elektroporation über Plasmid-exprimierte LRAs in Mäusen CVB3-verursachte 

Herzmuskelentzündungen zu verhindern bzw. abzuschwächen (139), jedoch weisen 

Plasmidvektoren im Hinblick auf In-vivo-Erprobungen entscheidende Defizite auf. Nachteile und 

Limitationen der Plasmidanwendung stellen zytotoxische und allgemein gewebeschädigende 

Transfektionseinflüsse, niedrigere Transferraten und eine daraus resultierende ineffektivere 

Transgenexpression dar (229).  
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Hingegen gelingt bei der Transduktion von Zielzellen mittels viraler Vektoren ein effektiverer, 

vergleichsweise zellschonender Gentransfer. In der Vergangenheit konnte das pAdG12-

Plasmidvektorkonstrukt bereits erfolgreich in einen adenoviralen Vektor (AdV) eingebracht und 

im CVB3-Myokarditismausmodell angewendet werden (85). Mit der transgenen Expression des 

LRAs sCAR-Fc über das AdV-vermittelte Genexpressionssystem AdG12-sCAR-Fc konnte so im 

CVB3-Myokarditismausmodell neben der Reduktion der kardialen Infektion, Inflammation und 

des Gewebeschadens auch eine Verbesserung hämodynamischer Parameter nachgewiesen 

werden (85). Aus diesen Gründen fanden parallel Vorarbeiten zur Konstruktion eines CLSP-Fc 

exprimierenden AdV (AdG12-CLSP-Fc) statt (Daten nicht gezeigt).  

Neben der Auswahl des geeigneten Gen-Vektors kommt regulierbaren Expressionssystemen im 

experimentellen wie im gentherapeutischen Kontext eine wichtige Bedeutung zu (213). Die 

Expressionsregulation des Zielgens ermöglicht das Transgenprodukt innerhalb eines 

therapeutischen Bereichs auszusteuern und somit einerseits ausreichend hohe pharmakologische 

Wirkspiegel zu erzielen, jedoch andererseits toxischen Substanzeinflüssen bzw. eventuell 

auftretenden unerwünschten Arzneimittelwirkungen und -reaktionen entgegenwirken zu können. 

Wichtige Eigenschaften eines extern regulierbaren Expressionssystems sind, neben einer 

niedrigen Basalaktivität, eine effiziente Induzierbarkeit des Transgens und eine zeitnahe 

Induktor-abhängige Systemregulation (212, 213). Des Weiteren sollte der eingesetzte Induktor, 

auch bei wiederholter Anwendung, eine bekanntermaßen gute Verträglichkeit aufweisen und 

über eine einfache, möglichst orale Applikationsform verabreicht werden können (223-213).  

Das für die Experimente dieser Arbeit ausgewählte pharmakologisch-regulierbare Tet-On-

Expressionssystem pAdG12 weist in vielerlei Hinsicht erwünschte Eigenschaften auf. So 

konnten Pinkert et al. selbiges Plasmid-Konstrukt in einen AdV einbauen und hierüber eine 

effektive Expression des LRA sCAR-Fc und dessen therapeutisch wirksame Anwendung in vivo 

erzielen (85). Darüber hinaus war die transgene Expression streng Induktor-abhängig und deren 

Initiation gelang ausschließlich und effizient über die orale Zufuhr von Doxycyclin, während sie 

nach Absetzen des Induktors zeitnah eingestellt wurde.  

Argumente für die initiale Erprobung des neuartigen Fusionsproteins CLSP-Fc im 

entsprechenden Shuttleplasmidvektor (pAdG12-CLSP-Fc) ergaben sich aus der zunächst 

zellkulturexperimentell angelegten Aufgabenstellung. So konnten nach Plasmidvektorherstellung 

und erfolgreicher Transfektion unmittelbar vergleichende In-vitro-Expressionsanalysen und 

Virus-Inhibitions-Experimente durchgeführt werden ohne zuvor eine zeitaufwändigere 

Virusvektorherstellung in Kauf nehmen zu müssen. Transfektionsnachteile wie geringere 

Gentransferraten und zytotoxische Zelleffekte spielten hierbei eine untergeordnete Rolle. Da die 
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Vorzüge eines viralen Vektors v. a. bei nachfolgenden In-vivo-Anwendungen zum Tragen 

gekommen wären, ließen die experimentellen Erkenntnisse aus den Plasmid-Experimenten 

retrospektiv betrachtet eine derartige Konstruktion und Verwendung nicht rechtfertigen.  

 

4.2  Expression des CLSP-Fc und sCAR-Fc im Doxycyclin-

abhängigen pAdG12-Vektorsystem 
 

In dieser Arbeit wurde nach erfolgreicher Vektorklonierung und Erarbeitung stabiler und 

effektiver Transfektionsbedingungen die Expression des CLSP-Fc in eukaryotischen Zellen 

qualitativ und quantitativ erfasst. Parallel wurde der sCAR-Fc im gleichen Expressionssystem 

eingesetzt und dessen Induktor-abhängige Regulierbarkeit sowie dessen transgenes 

Proteinexpressionsprofil mit dem des CLSP-Fc vergleichend untersucht.  

Sowohl in der Northern Blot- als auch in der Western Blot-Analyse und dem ELISA ergab sich 

eine verhältnismäßig stärkere Expression des CLSP-Fc gegenüber der des sCAR-Fc im pAdG12-

Expressionssystem, wobei für beide Proteine eine ähnlich hohe Basalaktivität detektiert werden 

konnte. Im ELISA wurde demnach bei unterschiedlichen Induktorkonzentrationen eine 

vergleichsweise um 22 - 39 % höher liegende Expression des CLSP-Fc ermittelt. Diese lag bei 

der Untersuchung der Proteinsekretion unter konstanten Induktorkonzentrationen über 72 h sogar 

bei 24 - 64 % über dem sCAR-Fc-Niveau. Diese Mehrexpression scheint durch eine effektivere 

Transaktivierbarkeit des CLSP-Fc im pAdG12-Expressionssystem zustande zu kommen. 

Darüber hinaus wäre eine effektivere Zellausschleusung und -sekretion des CLSP-Fc denkbar, 

wodurch die besonders deutlichen Proteinkonzentrationsunterschiede bei der vergleichenden 

Analyse der Zellkulturüberstände mittels Western-Blot und ELISA mitbedingt sein könnten. So 

wurden beispielsweise für natürlich vorkommende lösliche Spleißvarianten des humanen CAR 

quantitative Unterschiede bezüglich ihrer Sekretionsrate festgestellt (135). Hierbei scheinen 

insbesondere Unterschiede in der cytoplasmatischen Proteinregion zelluläre 

Proteintransportprozesse zu determinieren (171, 230).  

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten In-vitro-Expressionsanalysen konnte die in Abwesenheit 

des Induktors gemessene Basalaktivität (CLSP-Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) 

durch Transaktivierung maximal um das 100-fache (CLSP-Fc) bzw. 60-fach (sCAR-Fc) 

gesteigert werden. Bei der In-vitro-Anwendung vergleichbarer plasmidgebundener Tet-On-

Systeme, welche dieselbe Transaktivatorkomponente rtTA2s-M2 enthielten, wurde von teils 

niedrigeren Backgroundaktivitäten und insbesondere von höheren Transaktivierungsraten 

berichtet (220, 221). So gelang es Urlinger et al. die Transgenexpression auf das 103-fache der 
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Basalexpression zu steigern. Andere Arbeitsgruppen hingegen konnten lediglich eine 3,4-fache 

Steigerung zur Basalexpression erreichen (231). Mit den ursprünglichen Tet-On-Systemen, 

welche die Transaktivatorkomponente rtTA enthielten, konnte ebenfalls eine bis zu 103-fache 

Steigerung zur Basalexpression erreicht werden, allerdings mit deutlich höheren 

Basalexpressionslevel und höheren Induktor-Dosen bei insgesamt herabgesetzter Dox-

Sensitivität des Systems (217, 221, 232).  

Pinkert et al. gelang es über die Integration des in dieser Arbeit verwendeten AdG12-

Expressionssystems in einen adenoviralen Vektor die Basalaktivität in vitro im Northern Blot 

und Western Blot sowie in vivo im ELISA auf ein undetektierbares Minimum zu reduzieren (85). 

Hierbei konnte in vitro eine bis zu 2700-fache Expressionsmengenzunahme beobachtet werden. 

Eine Erklärung für die geringere Basalaktivität und bessere Induzierbarkeit des sCAR-Fc im 

adenoviralen Vektor AdG12 gegenüber der im Shuttleplasmid pAdG12 scheinen die 

dahingehend vergleichsweise positiven Eigenschaften des Virusvektors zu sein. So ist zum einen 

durch die AdV-vermittelte Zelltransformation eine weitaus effektivere und zellschonendere 

Transgeneinschleusung sowie nachgeschaltete Proteininduktion möglich, zum anderen scheint 

diese einer strengeren Induktorabhängigkeit zu unterliegen. Auch in der Vergangenheit erzielten 

genomintegrierende Verfahren im Vergleich zu transienten Transfektionsverfahren geringere 

Basalaktivitäten (221, 232-235).  

Bei den hier durchgeführten Expressionsuntersuchungen gelang es bereits mit geringen 

Induktorkonzentrationen (10 ng/ml Dox) eine effektive Proteinexpression zu bewirken. Jedoch 

war die Doxycyclin-abhängige CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Sekretion nur begrenzt steigerbar, so dass 

unter höheren Induktordosen (> 100 ng/ml Dox) keine signifikanten Proteinmengenzunahmen 

mehr detektiert wurden und daher in jenem Bereich eine weniger gute Systemregulierbarkeit zu 

konstatieren ist. Hingegen ist eine konzentrationsabhängige Regulierbarkeit des 

Proteinexpressionssystems bei kleineren, unterhalb des Sättigungsbereichs des Systems 

liegenden, Doxycyclin-Dosen (1-100 ng/ml) zu vermuten. Diese Beobachtungen entsprechen den 

Ergebnissen aus anderen In-vitro-Expressionsstudien, bei denen ebenfalls Plasmidvektoren mit 

der Transaktivatorkomponente rtTA2s-M2 Verwendung fanden und bei denen im Rahmen einer 

insgesamt sigmoidal verlaufenden Expressionskinetik das Konzentrationsfenster der Doxycyclin-

regulierbaren Transgenexpression unter 100 ng/ml pro Tag lag (220, 231).  

Während bei In-vitro-Experimenten mit dem adenoviralen Vektor AdG12 bei geringen 

Induktorkonzentrationen von 10 ng/ml Dox lediglich 5 % der maximalen Proteinausbeute 

erreicht werden konnte (224), betrug diese beim pAdG12 bereits über 80 % (CLSP-Fc) bzw.  

60 % (sCAR-Fc). Demzufolge wies das plasmidgebundene Expressionssystem eine höhere 
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Doxycyclin-Sensitivität auf, wohingegen der Adenovirusvektor eine vergleichsweise bessere 

induktorabhängige Regulierbarkeit der Proteinexpression für die experimentell eingesetzten 

Doxycyclin-Dosen (10-1000 ng/ml) zeigte (85). 

Bei der hier durchgeführten Untersuchung der Proteinsekretion unter konstanten 

Induktorkonzentrationen (1000 ng/ml Dox) über 72 h mittels ELISA konnten bereits 18 h 

posttransfektionell erste CLSP-Fc-/sCAR-Fc-Mengen im Zellkulturmedium detektiert werden. 

Es zeigte sich hierbei für beide Proteine ein sigmoidaler Kurvenverlauf der Proteinsekretion über 

die Zeit mit maximalen Sekretionsraten 24 bis 48 h nach der Zelltransfektion (CLSP-Fc:  

91 ng/ml pro h, sCAR-Fc: 80 ng/ml pro h). Trotz des insgesamt veränderten Expressionsprofils 

bei entsprechenden In-vivo-Anwendungen gelang auch hier über den Virusvektor AdG12 ein 

frühzeitiger Proteinnachweis im Serum transduzierter Mäuse nur 16 h nach Induktorzugabe 

(224). Lim et al. konnten hingegen bei der In-vivo-Anwendung einer nicht-regulierbaren sCAR-

Fc-exprimierenden Plasmidvariante erst 3 Tage nach der Transfektion ein sCAR-Fc-Anstieg im 

Serum der Versuchsmäuse feststellen (139). Die vergleichsweise schnelle und ausreichend hohe 

Transgeninduktion im pharmakologisch regulierbaren pAdG12/AdG12 stellt eine wichtige 

Eigenschaft im Hinblick auf mögliche antivirale Anwendungen im CVB-Myokarditismodell dar, 

da bei schnell replizierenden Viruspopulationen im Rahmen eines akuten Infektionsprozesses 

nur ein sehr kleines Zeitfenster für die wirkungsvolle Inhibierung einer systemischen 

Virusausbreitung zur Verfügung stünde (224). 

Zusammenfassend betrachtet konnte über den pharmakologisch regulierbaren Plasmidvektor 

pAdG12 eine effektive, Doxycyclin-abhängige und zumindest für kleinere Induktordosen 

Doxycyclin-regulierbare Produktion des neuartigen Fusionsproteins CLSP-Fc erreicht werden. 

Beim parallelen Einsatz des sCAR-Fc im gleichen Expressionssystem stellte sich eine signifikant 

höhere CLSP-Fc-Sekretion bei vergleichbarer Basalaktivität dar. Auch wenn für den Fall einer 

In-vivo-Erprobung des CLSP-Fc in einem regulierbaren Expressionssystem die Integration in 

einen adenoviralen Virusvektor aus pharmakodynamischer Sicht entscheidende Vorteile böte, 

gelang es nichtsdestotrotz über den eingesetzten Plasmidvektor ausreichend hohe 

Fusionsproteinmengen für anschließende Virus-Inhibitions-Experimente und damit für die 

Beantwortung der zentralen Fragestellung zu erzielen.  

 

4.3  Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc  
 

Lösliche Rezeptoranaloga (LRA) konnten in der Vergangenheit bereits erfolgreich im Rahmen 

antiviraler Therapieansätze Verwendung finden (139, 188-193). Ihr Wirkungsprinzip beruht in 
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erster Linie auf der kompetitiven Hemmung und sterischen Inhibierung viraler 

Rezeptorbindungsstellen und der damit verbundenen Prävention der Virusanheftung und 

nachfolgenden -aufnahme in die mögliche Zielzelle. Für Viren der Picornafamilie konnte 

darüber hinaus durch Bindung mit LRAs, in Analogie zum physiologischen Uncoating-

Mechanismus der A-Partikelformation (181), eine irreversible Konformationsänderung der 

Kapsidhülle mit Verlust des viralen RNA-Genoms und konsekutiv der Partikelinfektiosität 

nachgewiesen werden (134, 182, 187).  

Der Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) dient in seiner membranständigen Form 

Coxsackieviren der Gruppe B (CVB) sowie diversen Adenovirus (Ad)-Untergruppen (A, C-F) 

als primärer Virusbindungs- bzw. Virusinternalisierungsfaktor (162-165). Lösliche  

Rezeptorvarianten des CAR, die charakteristischerweise keine zelloberflächenverankernde 

Transmembrandomäne aufweisen, zeigten antivirales Wirkpotential gegen CVB und Ad (135, 

195). Durch Kopplung löslicher Varianten des humanen CAR-Proteins mit dem c-terminalen Fc-

Teil des humanen IgG1 gelang es wünschenswerte Proteineigenschaften im Hinblick auf die 

antivirale Wirkeffizienz weiter zu verbessern (196). Mehrere tierexperimentelle Untersuchungen 

mit dem chimären sCAR-Fc bewiesen, insbesondere in Bezug auf CVB-Infektionen, einen 

ausgeprägten virusinhibitorischen Effekt (85, 138, 139). 

Dem in entscheidenden Teilen der Sequenz und Struktur zum CAR homolgen, ebenfalls 

löslichen CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP) konnte in initialen Experimenten eine 

Bindungsfähigkeit und eine daraus resultierende inhibitorische Wirkung bezüglich Ad-

Infektionen nachgewiesen werden (199). Strukturelle Ähnlichkeiten des CLSP mit der CVB-

bindenden D1-Domäne des CAR sowie Erkenntnisse aus den beschriebenen Ad-Inhibitions-

Experimenten ließen darüber hinaus eine anticoxsackievirale Proteinwirkung vermuten.  

In dieser Arbeit wurde ein neues Fusionsprotein, das Fc-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-

Protein (CLSP-Fc) konstruiert. Das antivirale Potential des CLSP-Fc wurde erstmalig im 

Hinblick auf CVB-Infektionen, aber auch im Bezug auf Adenovirusinfektionen überprüft und  

in vitro im Rahmen von Virus-Inhibitions-Experimenten vergleichende Daten mit dem bereits 

etablierten sCAR-Fc erhoben.  

 

4.3.1  Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc bei Adenovirusinfektionen 
 

Nachdem im anfänglichen Ad-Inhibitions-Assay eine signifikante Reduktion der 

Viruspartikelaufnahme in die Zellen durch Präinkubation der reportergentragenden AdVs mit 
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CLSP-Fc-haltigen Zellkulturüberständen bestätigt werden konnte, erfolgte in dosisabhängigen 

Experimenten eine weiterführende Quantifizierung des virusinhibitorischen Wirkpotentials. 

Hierbei zeigte sich unter den gewählten Testbedingungen eine Zunahme des antiadenoviralen 

Effekts in Abhängigkeit von der eingesetzten CLSP-Fc-Konzentration. Während unter den hier 

verwendeten Proteinhöchstmengen von 1000 ng/ml mit dem CLSP-Fc eine maximale Reduktion 

der Viruspartikelaufnahme von ca. 20 % (19,5 % +/- 5,4 %) erreichte wurde, war beim analog 

eingesetzten sCAR-Fc der inhibitorische Maximaleffekt mit ca. 40 % (40,7 % +/- 7,6 %) deutlich 

höher. Auch in den eingangs durchgeführten Ad-Inhibitionsexperimenten bestätigte sich 

diesbezüglich die Überlegenheit des sCAR-Fc.  

Die Hypothese, dass sich aufgrund der dreifach vorhandenen IgV-Domänen im CLSP, welche 

jeweils strenge Sequenzhomolgie zur virusbindenden D1-Domäne des CAR aufweisen (199), ein 

verhältnismäßig größeres inhibitorisches Potential ergeben könnte, ist damit nicht zu bestätigen. 

Grund hierfür mag die im CLSP-Fc fehlende D2-Domäne sein, welche nachweislich die 

Bindungsfähigkeit der adenoviralen Fiberknopdomäne zum CAR beeinflusst. So konnte zwar in 

zahlreichen Untersuchungen die D1-Domäne des CAR als primäre Bindungs- und 

Kontaktdomäne für die Ad-CAR-Interaktion identifiziert werden (183, 236, 237), jedoch wiesen 

D2-defiziente CAR-Proteine eine deutlich reduzierte Virusaffinität auf (186). Welche konkrete 

Rolle die D2-Domäne hierbei spielt, ob beispielsweise als weitgehend unspezifischer Platzhalter 

zwischen Zelloberfläche und Viruskapsid oder als eine beim Virusinternalisierungsprozess 

interagierende Struktur, ist bisweilen unklar. Allerdings legt die Beobachtung, dass eine 

Zellinfektion nach stattgehabter Virus-Rezeptor-Bindung auch über D2-defiziente CAR-Proteine 

unverändert erfolgen kann, eher einen Einflussfaktor der D2-Domäne bei der Virusanheftung 

nahe (186). Auf der anderen Seite zeigten Bindungsexperimente mit rekombinant hergestelltem 

sCAR bzw. seiner isoliert exprimierten D1-Domäne, dass beide Proteinstrukturen im gleichen 

Maße mit der Fiberknopdomäne des Ad-Serotyps 5 (Ad5) interagieren konnten. So wurden 

hierbei annähernd gleiche bindungskinetische Parameter (Assoziations- und Dissoziations-

konstanten) ermittelt, sowie für beide Strukturen eine gleichermaßen suffiziente inhibitorische 

Wirkung in in vitro durchgeführten Infektionsexperimenten mit Ad5 und Ad-permissiven CHO 

Zellen nachgewiesen (237). Ähnliche Ergebnisse wurden bei der isolierten Verwendung der D1-

Domäne des CAR, welche HeLa-Zellen vor der Infektion mit Ad2 schützte, erzielt (238). Im 

Gegensatz zu Freimuth et al. schlussfolgerten andere Autoren, dass die adenovirale 

Fiberknopdomäne eine größere Affinität zu CAR in zellmembranständiger Interaktions-

umgebung aufweisen würde und daraus resultierend eine vergleichsweise geringere 

Bindungsneigung von Ads zu sCAR bzw. entsprechenden LRAs vorläge (239).  
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Ein weiterer Grund für die verhältnismäßig geringere antiadenovirale Wirkung des CLSP-Fc 

gegenüber der des sCAR-Fc mag darin liegen, dass trotz ausgeprägter Sequenzhomologie der 

drei IgV-Domänen des CLSP zu der virusbindenden D1-Domäne des mCAR bzw. der des 

nahezu sequenzidentischen humanen CAR einige AS-Schlüsselpositionen unterschiedlich besetzt 

sind (Abb. 4.1).  

 

 
CAR-D1 28    E E M I E K A K G E T A Y L P C K F T L S P E D Q G P L D I E W L I S 
 

CLSP-IgV1  24    E Q T I Q E V Q G E T V H L P C M F T L S P E D Q G P L D I E W L R S 

 
CAR-D1 63    P A D N Q K V N Q V I I L Y S G D K I Y D D Y Y P D L K G R V H F T S 
 

CLSP-IgV1  24    G P N N E A M D H V I I L Y A V D K I Y S D F Y Q D M R G R V N F T S 

 
CAR-D1 98    N D L K S G D A S I N V T N L Q L S D I G T Y Q C K V K K A P G V A N 
 

CLSP-IgV1  24    N G I T S G E A S I K I R D V Q P A D S G T Y L C K V K T A P G V A K 

 
CAR-D1  133    K K I H L V V 
 

CLSP-IgV1  24    T T V Q L T V 
 

 

 

Abb. 4.1: Adenovirus-CAR-Interaktion - Sequenzvergleich CAR-D1 mit CLSP-IgV1 
Die mit blau markierten AS-Reste zeigen die bei der Interaktion des Ad12 mit der D1-Domäne des humanen CAR involvierten 
Sequenzbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste der vergleichend dargestellten IgV1-Domäne des CLSP weisen auf 
bindungsrelevante Sequenzabweichungen hin. [nach Coyne CB et al., 2005; (177)] 

 
 
Die AS-Sequenzen der Fiberknopdomänen verschiedener Ad-Serotypen variieren untereinander 

stark. Die Sequenzabweichung der Fiberknopdomäne des in dieser Arbeit verwendeten 

Adenovirusvektors (AdVCMVLuc, Vertreter des Ad-Serotyps 5) zu anderen Serotypen beträgt 

beispielsweise bis zu 66 % (240). Nichtsdestotrotz können nahezu alle Ad-Untergruppen, 

abgesehen vom Ad-Subgenus C und von kurzfibrigen Vertretern der F-Gruppe, effektiv mit 

CAR interagieren (162). Ermöglicht wird dies über konservierte AS-Sequenzen mit hohem 

Übereinstimmungsgrad im Bereich der mit der D1-Domäne in Wechselwirkung tretenden 

Fiberknopanteile (240). So führten Mutationen in diesen Bereichen bei durchgeführten 

Bindungsexperimenten zu einer deutlichen Herabsetzung oder gar zum Verlust der viralen 

Bindungsfähigkeit zu CAR (237, 240). Auf der anderen Seite handelt es sich bei den 

wechselwirkenden Zielstrukturen der D1-Domäne ebenfalls um konservierte Regionen, die für 

die Rezeptor-Liganden-Interaktion eine entscheidende Rolle spielen. Kristallstrukturanalysen 

von Ad12-CAR-Komplexen legen hierbei u. a. einen elementaren Stellenwert der AS 77 (Ser) 

und 85 (Tyr) der D1-Domäne nahe (236, 241), welche in der IgV1-Domäne des CLSP durch Ala 

bzw. Phe ersetzt sind. Auch wenn andere mutmaßliche Schlüsselpositionen für die Virus-

Rezeptor-Interaktion (AS 58, 72, 75, 82, 123, 125) in der IgV1-Domäne identisch besetzt sind 
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(199, 241), ist hierdurch bereits eine Abschwächung der LRA-Affinität zur Fiberknofdomäne der 

Ads denkbar.  

Im Rahmen der durchgeführten Kristallstrukturanalysen von Ad12-CAR-D1-Komplexen konnte 

festgestellt werden, dass zeitgleich drei CAR-D1-Domänen mit dem trimären adenoviralen 

Fiberknop interagieren, wobei die Bindung jeweils an der Schnittstelle zwischen den 

benachbarten Knob-Monomeren erfolgt (236). Die Ad-CAR-D1-Bindung führt hierbei zu keiner 

nennenswerten Konformationsänderung des Bindungskomplexes, wobei die proximal gelegene 

D2-Domäne des CAR nicht direkt mit dem Fieberknop in Wechselwirkung tritt (239, 242). Diese 

Beobachtung lässt als Wirkmechanismus analog zur D1-Domäne im CAR auf die alleinige 

Virusinteraktion der distal gelegenen IgV1-Domäne im CLSP schließen. Somit hätten die 

ebenfalls zur D1-Domäne des CAR sequenzhomologen IgV2- und IgV3-Domänen keinen 

zusätzlich begünstigenden Einfluss auf die Besetzung viraler Rezeptorbindungsstellen und damit 

auf die virusinhibitorische CLSP-Funktion.  

Mit dem in dieser Arbeit angewandten Messverfahren gelang es für das CLSP-Fc eine maximale 

Reduktion der Ad-Partikelaufnahme in Ad-permissive HeLa-Zellen von ca. 20 % nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse decken sich mit den vorbeschriebenen Resultaten bezüglich des Ad-

inhibitorischen Effekts des CLSP aus der Literatur. Hier konnte ebenfalls bei der Präinkubation 

von AdV-Partikeln mit CLSP-haltigen bzw. mit CLSP-Fusionsprotein (NusA-CLSP)-haltigen 

Zellkulturüberständen und anschließenden Infektionsexperimenten (100 VP/Zelle) eine etwa  

10 - 30%ige Reduktion der Virusvektoraufnahme in SK HEP-1-Zellen festgestellt werden (199). 

Kawabata et al. zeigten hingegen auch, dass bei der direkten Infektion von CLSP-

produzierenden SK HEP-1-Zellen, sogar mit einer dreifach so hohen Menge an Viruspartikeln 

(300 VP/Zelle), eine Reduktion der AdV-Partikelaufnahme von ca. 60 % und damit ein deutlich 

stärkerer antiadenoviraler Wirkeffekt zu erzielen war. Auch in der hier vorliegenden Arbeit 

wurde ein experimentelles Verfahren erprobt, in dem transgen CLSP-Fc-produzierende HEK 

293T-Zellen direkt mit reportergentragenden AdVs infiziert wurden. Jedoch zeigte sich hierbei, 

dass die verwendete Zelllinie dem Zellstress bestehend aus Transfektion, Transduktion und den 

damit verbundenen Zellmediumswechseln nicht standhielt. Aufgrund mangelnder und variabler 

Zellvitalität zum Messzeitpunkt und daraus resultierend schwer reproduzierbaren Ergebnissen im 

Luciferase-Assay wurden weitere Ad-Inhibitions-Experimente nach dem in 3.4.1 eingehend 

dargestellten Verfahren entwickelt. Ein möglicher Grund für die Ergebniskonstellation des 

größeren virusinhibitorischen Effekts bei transgen CLSP-produzierenden Zellen mag die hier 

vorliegende verstärkte Bindung des CLSP an membranständige CAR-Proteine sein, welche über 

die Blockade zellulärer Oberflächenstrukturen zusätzlich die Virusanheftung verhindern könnte.  
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So konnte mittels durchflusszytometrischer Analysen auf CLSP-produzierenden Zellen eine 

vergleichsweise höhere Rate an zelloberflächen-assozierten CLSP nachgewiesen werden als auf 

den lediglich mit CLSP-haltigen Zellkulturüberstand inkubierten Zellen (199). Der hierfür 

zugrunde liegende Mechanismus der post- oder perisekretorischen Zelloberflächenassoziation 

des CLSP ist bislang ungeklärt. 

Zusammenfassend betrachtet stellte sich in den hier durchgeführten Ad-Inhibitionsexperimenten 

für das CLSP-Fc eine ähnlich hohe antivirale Wirkstärke wie für das ungekoppelte CLSP heraus. 

Dabei konnten die Ergebnisse von Kawabata et al. bezüglich des antiadenoviralen 

Wirkpotentials des CLSP bestätigt werden (199). Deutlich wurde auch, dass das CLSP-Fc im 

Vergleich zum sCAR-Fc bei den hier verwendeten maximalen Proteinkonzentrationen einen 

signifikant geringeren virusinhibitorischen Effekt aufwies. Gründe hierfür mögen in der 

fehlenden D2-Domäne und der zum Teil in bindungsrelevanten Bereichen abweichenden AS-

Sequenz des CLSP-Fc liegen, wodurch die Virus-LRA-Affinität und damit das resultierende 

antivirale Proteinpotential entscheidend zu Gunsten des sCAR-Fc ausgestaltet zu sein scheint. 

 

4.3.2  Antivirale Wirksamkeit des CLSP-Fc bei Coxsackievirusinfektionen 
 

Zur Überprüfung eines antiviralen Effektes des CLSP-Fc gegen CAR-bindende Coxsackieviren 

wurden in dieser Arbeit CLSP-Fc-haltige Zellkulturüberstände mit CVB3 inkubiert und die 

Virusvermehrung auf permissiven HeLa-Zellen mittels Plaque-Assay quantifiziert. Hierbei 

zeigte sich, dass selbst bei verhältnismäßig geringen Viruspartikelmengen (0,005/0,001 moi) und 

maximalen CLSP-Fc-Konzentrationen (3500 ng/ml) für das neuartige Fusionsprotein keine 

anticoxsackievirale Wirkung nachgewiesen werden konnte. Hingegen führten sCAR-Fc-haltige 

Zellkulturüberstände in allen Ansätzen zu einer vollständigen Inhibierung der CVB3-

Replikation.  

Ein zentraler Erklärungsansatz für die Wirkdiskrepanz der beiden eingesetzten Fusionsproteine 

scheint die Fähigkeit des sCAR-Fc zu sein, neben der reversiblen kompetitiven Hemmung der 

Virusrezeptorbindungsstellen eine irreversible Konformationsänderung des Viruskapsids 

herbeizuführen (134, 136). Durch die so genannte A-Partikelformation, welche auch für andere 

Vertreter der Picornavirenfamilie beschrieben ist (141, 182), kommt es unter Freigabe des 

viralen RNA-Genoms zum vollständigen Verlust der Viruspartikelinfektiosität. Hieraus resultiert 

ein besonders effektiver antiviraler Effekt für LRAs mit A-Partikel-induzierenden Eigenschaften 

(182, 187). So konnte sowohl für natürlich vorkommende wie auch rekombinant exprimierte 



Diskussion 

84 
 

sCAR- bzw. sCAR-Fc-Varianten über diesen Mechanismus eine ausgeprägte CVB-inhibitorische 

Wirkung beobachtet werden (85, 135, 138, 139, 243).  

Die A-Partikelbildung, welche während des viralen Infektionsprozesses im Rahmen der 

Virusinternalisierung an der Zielzelloberfläche abläuft, wird durch die spezifische Interaktion der 

Virusoberfläche mit entsprechenden Kontaktbereichen des Rezeptors ausgelöst (181). Hierbei 

bindet die distal gelegene D1-Domäne des CAR im so genannten Canyon, eine jeweils die 

Berührungspunkte der 5-fach Symmetrieachsen der viralen VP1-Proteine umgebende Vertiefung 

in der Viruskapsidhülle (s. Abb. 1.1). Durch die Virus-Rezeptor-Wechselwirkung kommt es 

vermutlich unterhalb der Bindungstasche des Canyons zum Verlust eines VP1-assoziierten 

`Pocketfaktors` und konsekutiv zum Stabilitätsverlust des Virions (244). 

Auch wenn hierbei alle äußeren Virusproteine (VP1, VP2, VP3) beteiligt sind, weiß man 

aufgrund kryoelektronenmikroskopischer Strukturanalysen von CVB3-CAR-Komplexen, dass 

die Kontaktaufnahme mit CAR überwiegend über bestimmte AS-Reste des VP1-Proteins erfolgt 

(164, 245; s. Abb. 4.2 a).  

Diese Schlüsselregionen erwiesen sich innerhalb der verschiedenen CVB-Serotypen als 

konservierte Areale vornehmlich im Zentrum des Canyon (245, 246). Auf der Gegenseite 

handelt es sich auch bei den bindungsinvolvierten AS-Resten der D1-Domäne um molekulare 

Strukturen, welche ihrerseits bei CAR-Proteinen unterschiedlicher Spezies hoch konserviert sind 

(247). Aufgrund der Abweichung einiger bindungsrelevanter Schlüsselaminosäuren in der 

distalen IgV1-Domäne des CLSP-Fc (Pos. 28, 29, 136) von der AS-Sequenz der D1-Domäne des 

sCAR-Fc ist ein Verlust der Bindungsfähigkeit und daraus resultierend die fehlende Fähigkeit 

des CLSP-Fc zur A-Partikelinduktion denkbar (Abb. 4.2 b).  

So führten beispielsweise Virusmutationen im Bereich des am Unterrand des Canyons 

befindlichen VP2-Proteins (N2165D) zu einer Reduktion der CVB-CAR-Interaktion und damit 

zur Abschwächung der Zellinfektion durch die betroffene CVB3-Mutante (248). Die hierbei 

beschriebene Mutation im VP2-Protein grenzt an die AS Lys 2166 und Ser 2164, welche 

mutmaßlich bei der Rezeptorbindung mit den AS Glu 29 und Met 30 der CAR-D1-Domäne 

elektrostatisch in Wechselwirkung treten (164). Die für die Virusbindung bedeutenden AS Glu 

29 (polarer Rest) und Met 30 (unpolare Rest) der CAR-D1-Domäne sind in der IgV1-Domäne 

des CLSP-Fc durch Gln (elektroneutraler Rest) bzw. Arg (polarer Rest) ersetzt, wodurch das 

Bindungsverhalten des CLSP-Fc maßgeblich beeinflusst sein könnte (Abb. 4.2).  
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b) 
 
 
CAR-D1 28    E E M I E K A K G E T A Y L P C K F T L S P E D Q G P L D I E W L I S 
 

CLSP-IgV1  24    E Q T I Q E V Q G E T V H L P C M F T L S P E D Q G P L D I E W L R S 
 
 
CAR-D1 63    P A D N Q K V N Q V I I L Y S G D K I Y D D Y Y P D L K G R V H F T S 
 

CLSP-IgV1  24    G P N N E A M D H V I I L Y A V D K I Y S D F Y Q D M R G R V N F T S 
 
 
CAR-D1 98    N D L K S G D A S I N V T N L Q L S D I G T Y Q C K V K K A P G V A N 
 

CLSP-IgV1  24    N G I T S G E A S I K I R D V Q P A D S G T Y L C K V K T A P G V A K 
 
 
CAR-D1  133    K K I H L V V 
 

CLSP-IgV1  24    T T V Q L T V 
 

 
 

 

Abb. 4.2: Coxsackievirus-CAR-Interaktion 
(a) Interaktionsprofil der CVB3-Oberfläche mit der CAR-D1-Domäne. Gezeigt sind die bei der Virus-Rezeptorbindung 
unmittelbar beteiligten AS-Reste. Schematisch angedeutet ist eine asymmetrische Virusuntereinheit mit dem zentral gelegenen 
Bindungscanyon. Die gestrichelten Linien markieren die Grenzen des Canyons. Farbcodierung der AS-Reste: rot für sauer, blau 
für basisch, gelb für polar, grün für hydrophob. [nach He et al., 2001; (164)] (b) Sequenzvergleich CAR-D1 mit CLSP-IgV1. Die 
mit rot markierten AS-Reste zeigen die für die Interaktion von CVB3 mit der D1-Domäne des humanen CAR involvierten 
Proteinbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste weisen auf bindungsrelevante Sequenzabweichungen der IgV1-Domäne des CLSP 
hin. [nach Coyne CB et al., 2005; (177)] 
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sCAR-Fc ist ein Verlust der Bindungsfähigkeit und daraus resultierend die fehlende Fähigkeit 

des CLSP-Fc zur A-Partikelinduktion denkbar (Abb. 4.2 b).  

So führten beispielsweise Virusmutationen im Bereich des am Unterrand des Canyons 

befindlichen VP2-Proteins (N2165D) zu einer Reduktion der CVB-CAR-Interaktion und damit 

zur Abschwächung der Zellinfektion durch die betroffene CVB3-Mutante (248). Die hierbei 

beschriebene Mutation im VP2-Protein grenzt an die AS Lys 2166 und Ser 2164, welche 

mutmaßlich bei der Rezeptorbindung mit den AS Glu 29 und Met 30 der CAR-D1-Domäne 

elektrostatisch in Wechselwirkung treten (164). Die für die Virusbindung bedeutenden AS Glu 

29 (polarer Rest) und Met 30 (unpolare Rest) der CAR-D1-Domäne sind in der IgV1-Domäne 

des CLSP-Fc durch Gln (elektroneutraler Rest) bzw. Arg (polarer Rest) ersetzt, wodurch das 

Bindungsverhalten des CLSP-Fc maßgeblich beeinflusst sein könnte (Abb. 4.2).  

Obwohl bei der CAR-CVB-Interaktion ausschließlich die D1-Domäne des CAR den Kontakt zur 

Virusoberfläche herstellt, zeigten kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen, dass beim 

isolierten Einsatz der CAR-D1-Domäne (CAR-D1) keine Bindung zur CVB3-Oberfläche 

detektiert werden konnte (164). Hingegen wiesen Protein-Fragmente bestehend aus der D1- und 

D2-Domäne des CAR (CAR-D1/D2) die Fähigkeit zur Besetzung viraler 

Rezeptorbindungsstellen auf. Unter den gewählten Untersuchungsbedingungen zeigte das 

vollständige CAR-Molekül bestehend aus D1-, D2-, Transmembran- und zytoplasmatischer 

Domäne die effektivste Sättigung viraler Bindungsstellen (164). Die Art und Weise wie CAR 

bzw. CAR-D1/D2 mit dem Virus interagierten unterschied sich hierbei nicht voneinander. 

Konsistent mit diesen Beobachtungen besaßen CAR und CAR-D1/D2 eine vergleichsweise 

stärkere virusinhibitorische Wirkung im Plaque-Assay mit HeLa-Zellen als die alleinige CAR-

D1-Domäne (164). Diese Erkenntnisse legen eine zusätzliche Funktion der CAR-D2-Domäne 

bzw. proximaler Rezeptoranteile nahe, welche auf ligandeninduzierter Veränderungen der 

Tertiärstruktur des Virusrezeptors und sterischen Wechselwirkungen zwischen benachbarten  

C-terminalen Rezeptoranteilen der bivalent bindenden CAR-Moleküle basieren könnte. Hieraus 

ergäbe sich eine sekundäre Stabilisierung des Virus-Rezeptor-Komplexes. So zeigten 

kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen, dass nach erfolgter Virus-Rezeptorinteraktion eine 

Achsabweichung des c-terminalen Anteils der CAR-D1-Domäne von ca. 125° vorliegt, welche 

auf eine bindungsinduzierte Änderung der Tertiärstruktur des CAR hinweist (164). Das CLSP-

Fc-Molekül besitzt lediglich drei zur CAR-D1-Domäne homologe IgV-Domänen. Eine vom 

ursprünglichen Rezeptormuster abweichende Tertiärstruktur des CLSP-Fc ohne D2-Domänen-

ähnlichen Komponente könnte somit bindungsrelevanten Einfluss haben und die Affinität des 

LRA zur Zielstruktur deutlich herabsetzen. He et al. wandten jedoch bei ihren 
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elektronenmikroskopischen Strukturanalysen der CVB-CAR-Bindungskomplexe 

unterschiedliche Expressionsverfahren für die entsprechenden Testrezeptoren an, wodurch eine 

Modifikation der bindungssensiblen N-terminalen D1-Domäne und daraus resultierend eine 

Einflussnahme auf das beobachtete Bindungsverhalten nicht ausgeschlossen werden konnte 

(164). 

Die antivirale Wirküberlegenheit des sCAR-Fc gegenüber der des CLSP-Fc könnte darüber 

hinaus auf dessen Eigenschaft beruhen, effektiver mit den Viruspartikeln um die Bindung zu 

membranständigen CAR-Proteinen zu konkurrieren. So zeigten lösliche Isoformen des CAR die 

Fähigkeit mit der extrazellulären D1-Domäne des humanen CAR zu interagieren (135). Hierbei 

wies eine CAR-Isoform (CAR 2/7), welche lediglich in den ersten 70 AS mit der D1-Domäne 

des humanen CAR übereinstimmte, die Eigenschaft auf, zwar nicht CVB3-Partikel binden zu 

können, wohl aber eine Bindungsfähigkeit zur CAR-D1-Domäne aufzuweisen. Auch HeLa-

Zellen, die mit der nicht-virusbindenden Variante CAR 2/7 transfiziert wurden, zeigten einen, 

wenn auch im Vergleich zu anderen virusbindenden Isoformen (CAR 3/7, CAR 4/7) 

abgeschwächten, Schutz vor CVB3-Infektionen (135). Diese Beobachtung legt nahe, dass 

ähnlich der physiologischen CAR-CAR-Interaktion, welche als Homodimerbildung über die D1-

Domänen membranständiger CAR-Moleküle im Rahmen von Zell-Zell-Kontakten beschrieben 

ist (174, 175), eine CAR-LRA-Interaktion ein zusätzlicher antiviraler Wirkmechanismus 

löslicher CAR-Proteine sein könnte. Hierbei wäre aufgrund der gesamtstrukturellen Abweichung 

des CLSP-Fc sowie der teils abweichenden AS-Sequenz der IgV1-Domäne des CLSP-Fc zur 

D1-Domäne des sCAR-Fc bzw. zur D1-Domäne des membranständigen CAR (s. Abb. 4.3) eine 

daraus resultierende Wirküberlegenheit des sCAR-Fc zu postulieren.  

 

 
CAR-D1 28    E E M I E K A K G E T A Y L P C K F T L S P E D Q G P L D I E W L I S 
 

CLSP-IgV1  24    E Q T I Q E V Q G E T V H L P C M F T L S P E D Q G P L D I E W L R S 
 
 
CAR-D1 63    P A D N Q K V N Q V I I L Y S G D K I Y D D Y Y P D L K G R V H F T S 
 

CLSP-IgV1  24    G P N N E A M D H V I I L Y A V D K I Y S D F Y Q D M R G R V N F T S 
 
 
CAR-D1 98    N D L K S G D A S I N V T N L Q L S D I G T Y Q C K V K K A P G V A N 
 

CLSP-IgV1  24    N G I T S G E A S I K I R D V Q P A D S G T Y L C K V K T A P G V A K 
 
 
CAR-D1  133    K K I H L V V 
 

CLSP-IgV1  24    T T V Q L T V 
 

 

 

Abb. 4.3: CAR-CAR-Interaktion - Sequenzvergleich CAR-D1 mit CLSP-IgV1 
Die mit grün markierten AS-Reste zeigen die bei der Homodimerbildung des humanen CAR über die D1-Domänen involvierten 
Sequenzbereiche. Mit gelb markierte AS-Reste der vergleichend dargestellten IgV1-Domäne des CLSP weisen auf 
bindungsrelevante Sequenzabweichungen hin. [nach Coyne CB et al., 2005; (177)] 
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Nichtsdestotrotz wies auch das CLSP insbesondere bei seiner transgenen Expression in 

Zellkulturen eine ausgeprägte Bindungsfähigkeit zu Zelloberflächenstrukturen auf (199).  

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse bezüglich des antiviralen Wirkpotentials des CLSP-

Fc bei CVB3-Infektionen lassen sich sehr wahrscheinlich auch auf andere CVB-Serotypen 

(CVB1 bis 6) übertragen. Aufgrund struktureller Übereinstimmungen der verschiedenen CVB-

Serotypen in CAR-bindungsrelevanten Bereichen ist daher auch für diese keine antivirale 

Wirkung des CLSP-Fc zu erwarten (245, 246).  

Zusammenfassend betrachtet stellte sich in den hier durchgeführten CVB-

Inhibitionsexperimenten für das CLSP-Fc keine anticoxsackievirale Wirkung dar. Trotz 

ausgeprägter Sequenzhomologie der IgV1-Domäne des CLSP-Fc zur virusbindenden D1-

Domäne des CAR/sCAR-Fc (> 50 % AS-Übereinstimmung) vermochte das neuartige 

Fusionsprotein mit den hier eingesetzten Proteinmaximalkonzentrationen nicht die 

Zielzellinfektion zu reduzieren. Punktuelle Sequenzabweichungen im Bereich 

bindungsrelevanter Regionen der IgV1-Domäne sowie differente Strukturmerkmale des CLSP-

Fc zum originären Rezeptor könnten die im Vergleich zum sCAR-Fc fehlende Fähigkeit zur 

viralen A-Partikelinduktion erklären und sowohl für eine herabgesetzte oder fehlende Virus-

Rezeptoraffinität wie auch für eine verminderte Bindungsfähigkeit zu viralen 

Zielzelloberflächenstrukturen verantwortlich sein. 
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5 Zusammenfassung 
 

Coxsackie- und Adenoviren sind als humanpathogene Erreger Verursacher zahlreicher, meist 

harmlos verlaufender Infektionskrankheiten beim Menschen. Unter gewissen Umständen 

allerdings kann die lokale Immunabwehr des Wirts überwunden werden und eine 

lebensbedrohliche Erregerausbreitung mit gravierenden Organmanifestationen folgen (143, 145). 

So werden beide Virusgruppen u. a. mit einer Reihe kardialer Erkrankungen in Verbindung 

gebracht (2, 3). Allen voran das zur Gattung der Enteroviren gehörende Coxsackievirus B3 

(CVB3) steht nachweislich sowohl im kausalen Zusammenhang mit akuten und chronischen 

Myokarditisverläufen als auch der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) (5, 32, 56, 57). Auch 

Adenoviren (Ad) konnte eine Assoziation mit Herzmuskelinfektionen und DCM nachgewiesen 

werden (4, 5, 60). Die als Inflammation des Herzmuskels definierte Myokarditis kann zu einer 

schweren, teils irreversiblen Schädigung der kontraktilen Myokardstrukturen mit terminaler 

Herzinsuffizienz führen.  

Antivirale Therapieansätze, wie sie momentan in der Erprobung sind, bieten vielversprechende 

Möglichkeiten das zumeist symptomatisch orientierte, klinische Behandlungsrepertoire zu 

erweitern und damit eine dringend erforderliche, gezielt-antivirale Therapieoption zu liefern. 

Molekulare und biopharmakologische Verfahren besitzen dahingehend ein großes Potential, da 

sie gezielt gegen definierte molekulare Strukturen vorgehen und somit die Spezifität und 

Effizienz der Behandlung bedeutend erhöhen können. Entsprechende Ansätze konzentrieren sich 

neben dem Einsatz der posttranskriptionell wirksamen Genregulation mittels RNA-Interferenz 

(122, 123) auf die transgene Expression von löslichen Rezeptorproteinen (85). Der 

Coxsackievirus- und Adenovirusrezeptor (CAR) fungiert in seiner membranständigen Form als 

wichtiger primärer Virusbindungs- bzw. Internalisierungsfaktor für zahlreiche humanpathogene 

Adenoviren bzw. Gruppe-B-Coxsackieviren (162, 163). In seiner löslichen (solublen) Form 

(sCAR) besitzt CAR ein ausgeprägt antivirales Wirkpotential. Durch sterische Inhibierung der 

viralen Rezeptorbindungsstellen und zusätzlich im Falle der Coxsackieviren durch A-

Partikelformation kann er als lösliches Rezeptoranalogon (LRA) die Infektiösität der 

Viruspartikel herabsetzen bzw. gänzlich ausschalten (135, 136, 195). Eine weitere Verbesserung 

der antiviralen Wirksamkeit konnte durch Kopplung mit der Fc-Domäne des humanen IgG1 

(sCAR-Fc) erreicht werden, welche zu einer Steigerung der Löslichkeitseigenschaften und 

Verlängerung der Halbwertszeit des Fusionsproteins führte (196). 
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Ein in entscheidenden Teilen der Sequenz und Struktur dem sCAR ähnelndes, lösliches Protein, 

das CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP), wurde unlängst entdeckt und charakterisiert (199). Dem 

scheinbar nur in Mäusen und Ratten vorkommenden CLSP konnte bereits in ersten 

Experimenten die Bindungsfähigkeit zu Adenoviren und eine daraus resultierende antivirale 

Wirksamkeit nachgewiesen werden (199). 

In dieser Arbeit wurde ein neues Fusionsprotein, das Fc-Teil-gekoppelte CAR-Like-Soluble-

Protein (CLSP-Fc) konstruiert und in einen Doxycyclin-regulierbaren Plasmidvektor (pAdG12) 

kloniert. Das antivirale Potential des CLSP-Fc konnte erstmalig im Hinblick auf CVB- und 

Adenovirusinfektionen überprüft und vergleichende Daten mit dem bereits etablierten antiviral-

wirksamen sCAR-Fc erhoben werden.  

Hierzu wurden beide rekombinanten Proteine im gleichen Expressionssystem (pAdG12-CLSP-

Fc bzw. pAdG12-sCAR-Fc) eingesetzt und zunächst deren Induktor-abhängige Regulierbarkeit 

sowie das transgene Proteinexpressionsprofil vergleichend untersucht. Dabei zeigte sich nach 

Transfektion von 293-T-Zellen für beide Fusionsproteine eine effektive, Doxycyclin-abhängige 

Expression und Sekretion in den Zellkulturüberstand. Bei den durchgeführten In-vitro-

Expressionsanalysen konnte die in Abwesenheit des Induktors gemessene Basalaktivität (CLSP-

Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) durch Doxycyclinzugabe bis auf das 100-fache 

(CLSP-Fc) bzw. 60-fach (sCAR-Fc) gesteigert werden. Der CLSP-Fc-produzierende 

Plasmidvektor vermochte hierbei eine signifikant höhere Proteinmenge zu erzeugen.  

Mit den fusionsproteinhaltigen Zellkulturüberständen wurden in vitro CVB3- und Ad5-

Inhibitions-Experimente durchgeführt. Hierbei zeigte sich in Dosis-Wirkungs-Experimenten eine 

Zunahme des antiadenoviralen Effekts in Abhängigkeit von der eingesetzten CLSP-Fc-

Konzentration. Während unter den verwendeten Proteinhöchstmengen von 1000 ng/ml mit dem 

CLSP-Fc eine maximale Reduktion der Viruspartikelaufnahme in HeLa-Zellen von ca. 20 % 

(19,5 % +/- 5,4 %) erreicht wurde, war beim analog eingesetzten sCAR-Fc der inhibitorische 

Maximaleffekt mit ca. 40 % (40,7 % +/- 7,6 %) deutlich höher. In den zur Testung des 

anticoxsackieviralen Potentials durchgeführten Plaque-Assays mit HeLa-Zellen zeigte sich, dass 

selbst bei verhältnismäßig geringen Viruspartikelmengen (0,005/0,001 moi) und maximalen 

CLSP-Fc-Konzentrationen (3500 ng/ml) für das neuartige Fusionsprotein keine 

anticoxsackievirale Wirkung nachgewiesen werden konnte. Hingegen führten sCAR-Fc-haltige 

Zellkulturüberstände in allen Ansätzen zu einer vollständigen Inhibierung der CVB3-

Replikation.  

Trotz ausgeprägter Sequenzhomologie der IgV1-Domäne des CLSP-Fc zur virusbindenden D1-

Domäne des CAR/sCAR-Fc scheinen punktuelle Sequenzabweichungen im Bereich 
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bindungsrelevanter Regionen der IgV1-Domäne sowie differente Strukturmerkmale des CLSP-

Fc zum originären Rezeptor das beobachtete Wirkverhalten zu erklären. Somit ist zu 

konstatieren, dass aller Voraussicht nach das CLSP-Fc bei vergleichsweise geringer 

antiadenoviraler Wirkpotenz und fehlender anticoxsackieviraler Wirksamkeit gegenüber dem 

etablierten Rezeptoranalogon sCAR-Fc als zukünftig einsetzbares Pharmakon keinen Vorteil 

erbringen würde. Eine mögliche therapeutische Weiterentwicklung im untersuchten Kontext 

stellt sich somit als nicht erforderlich heraus. Auch wenn sich die Erwartung in die Entdeckung 

und Entwicklung eines neuen, perspektivreichen LRAs zur Behandlung von Coxsackievirus- und 

Adenovirusinfektionen nicht erfüllen ließ, so schließt diese Arbeit dennoch notwendigerweise 

eine Lücke auf der systematischen Suche nach neuen antiviral-wirksamen Molekülstrukturen.  
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Abstract  
 

Coxsackie- and adenoviruses cause numerous, for the most part harmless illnesses in humans. 

However, under certain conditions the local immune defenses of the host can be overwhelmed 

and a life-threatening increase of the pathogen can occur with grave organ manifestations (143, 

145). Both virus groups are associated with a number of cardiac illnesses, among others (2, 3). 

Above all, the coxsackievirus B3 (CVB3), which belongs to the genus of enteroviruses, has been 

shown to play a causal role not only in acute and chronic myocardial disorders, but also in 

dilated cardiomyopathy (DCM) (5, 32, 56, 57). Adenoviruses (Ad), as well, have been shown to 

be associated with cardiac muscle infections and DCM (4, 5, 60). Myocarditis, which has been 

defined as an inflammation of the heart muscle, can result in a serious, partially irreversible 

damage of the contractile myocardial structures, leading to terminal cardiac insufficiency.  

Current antiviral therapeutic approaches offer attractive opportunities for extending the mainly 

symptom-oriented clinical treatment repertoire. Molecular and bio-pharmacological procedures 

have a great potential in this field since they target defined molecular structures and thus can 

significantly increase the specificity and efficiency of treatment. Corresponding approaches are 

focused, on the one hand, on post-transcriptionally effective gene regulation by means of RNA 

interference (122, 123) and, on the other, on the transgene expression of soluble receptor proteins 

(85). In its membrane-bound form, the coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR) is an 

important primary virus binding factor and/or internalization factor for numerous human 

pathological adenoviruses and group B coxsackieviruses (162, 163). In its soluble form (sCAR) 

CAR has a pronounced antiviral potential: by means of steric inhibition of the viral receptor 

binding sites and - in addition in the case of the coxsackieviruses - by means of A-particle 

formation, it is able, as a soluble receptor analog to reduce the infectivity of the virus particles or 

even overcome it completely (135, 136, 195). A further improvement of antiviral effectiveness 

has been attained by coupling with the Fc domain of human IgG1 (sCAR-Fc), which enhanced 

the solubility properties and extended the half-life of the fusion protein (196). 

Recently, a soluble protein was discovered and characterized which resembles sCAR in decisive 

regions of its sequence and structure, the CAR-Like-Soluble-Protein (CLSP) (199). CLSP, which 

apparently is present only in mice and rats, has been shown in first experiments to have a binding 

capacity for adenoviruses and, as a result, to have an antiviral effectiveness (199). 

In the present investigation a new fusion protein was created, the Fc-coupled CAR-Like-Soluble-

Protein (CLSP-Fc), and cloned into a doxycycline-regulatable plasmid vector (pAdG12). For the 
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first time the antiviral potential of CLSP-Fc was analyzed with respect to CVB and adenovirus 

infections, and comparative data obtained for the already established antiviral sCAR-Fc. To this 

end the two recombinant proteins (CLSP-Fc and sCAR-Fc) were employed in the same 

expression system and their inductor-dependant regulatory capability and their transgene protein 

expression profiles compared. After transfection of 293-T-cells both fusion proteins showed an 

effective doxycycline-dependant expression and secretion in the cell culture supernatant. In the 

in vitro expression analyses the backround activity measured in the absence of the inductor 

(CLSP-Fc: 38 +/- 1 ng/ml; sCAR-Fc: 50 +/- 1 ng/ml) was increased by a factor of 100 for CLSP-

Fc and 60 for sCAR-Fc on the administration of doxycycline. Here, the CLSP-Fc producing 

plasmid vector generated a significantly greater amount of protein.   

The following CVB3 and Ad5 inhibition experiments were carried out with the cell culture 

supernatants containing the fusion protein. Dose response experiments showed that there was an 

increase in the anti-adenoviral effect dependent on the concentration of the CLSP-Fc. Given the 

highest protein amounts of 1000 ng/ml, with CLSP-Fc a maximum reduction of virus particle 

uptake in HeLa cells of about 20 % (19.5 % +/- 5.4 %) was achieved, whereas with analogously 

employed sCAR-Fc the maximum inhibitory effect was clearly higher at about 40 % (40.7 % +/- 

7.6 %). In the plaque assays conducted with HeLa cells for testing the anti-coxsackievirus 

potential it was determined that even with comparatively low concentrations of virus particles 

(0.005/0.001 moi) and maximal CLSP-Fc concentrations (3500 ng/ml) the new fusion protein 

showed no anti-coxsackievirus effect. On the other hand, cell culture supernatant containing 

sCAR-Fc resulted in all approaches in a complete inhibition of CVB3 replication.  

Despite a pronounced sequence homology of the IgV1 domain of the CLSP-Fc with the virus-

binding D1 domain of the CAR/sCAR-Fc, it seems that the observed lack of effectiveness can be 

explained by local sequence divergences in binding-relevant regions of the IgV1 domain, as well 

as by different structural properties between the CLSP-Fc and the original receptor. This leads to 

the conclusion that in all probability, given the comparatively low anti-adenovirus effectivity and 

the lack of anti-coxsackie virus effectivity, CLSP-Fc in comparison with the established receptor 

analog sCAR-Fc offers no advantage as a pharmacological substance. A possible further 

therapeutic development within the context investigated here is not required. While the hope of 

discovering and developing a new promising for the treatment of coxsackievirus and adenovirus 

infections has not been fulfilled, the present investigation has nonetheless performed necessary 

work in closing a gap in the systematic search for new effective anti-viral molecular structures. 
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