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1 Einleitung

1.1 Akute Myokarditis und dilatative Kardiomyopathie

Die Myokarditis ist eine entzindliche Erkrankung des Herzmuskels, die durch
histologische und immunologische Kriterien diagnostiziert und charakterisiert wird.
Sie kann durch idiopathische, autoimmune oder infektibse Agenzien ausgeldst
werden. Zurzeit sind eine Reihe infektidser Erreger (Bakterien, Einzeller, Pilze u. a.)
bekannt, die eine Myokarditis verursachen, wobei vor allem Viren nach neusten
Daten eine Pravalenz in bis zu 70 % der betroffenen Patienten zeigen (Bowles et al.,
2003; Maisch et al., 2007; Martino et al., 1994).

Dabei ist die Atiologie verschiedener Viren bei Myokarditisfallen jedoch noch nicht
vollstandig geklart. Als erwiesen gilt sie bei Coxsackieviren der Gruppe B und einigen
Enterovirustypen. Hinweise auf einen ursachlichen Zusammenhang gibt es weiterhin
bei Adenoviren, Zytomegalieviren (CMV), Ebstein-Barr-Viren (EBV), Influenzaviren,
dem humanen Herpesvirus 6 (HHV6) und Hepatitis-C-Viren (Matsumori, 2000;
Pauschinger et al., 1999a; Bowles et al., 2003; Kuhl et al., 2005a). Die Haufigkeit der
gefundenen Viren in Myokarditspatienten betragt z. B. bei Enteroviren zwischen
6,7 % - 40 % (Pauschinger et al., 1999b; Bowles et al., 1986; Jin et al., 1990) und bei
Adenoviren 8 % - 23 % (Bowles et al., 2003; Pauschinger et al., 1999a). Vor allem
bei Neugeborenen und Kindern sind Enteroviren und Adenoviren die am haufigsten
auftretenden myokardialen Viren (Bowles et al., 2003). Auch Parvovirus B19 wird seit
kurzem als infektibses Agens im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Myokarditiden diskutiert (Kuhl et al., 2003a; Tschope et al., 2005).

In der Regel verlaufen Virus-induzierte Herzmuskelerkrankungen akut, und obwohl
die Datenlage bis heute sehr unzureichend ist, gibt es Hinweise, dass die 10-Jahres-
Mortalitat der akuten, nicht-fulminanten Myokarditis bis zu 45 % betragt. Dabei
weisen im Speziellen Enterovirusinfektionen eine noch schlechtere Prognose mit
einer Mortalitat von bis zu 67 % auf (McCarthy, Il et al., 2000; Felker et al., 2000).
Virusinduzierte Entziindungen des Herzens gehen mit Schadigung der kardialen
Myozyten und einer leuko- bzw. lymphozytdren Entziindungszellinfiltration einher.
Dabei variieren das klinische Bild und der Schweregrad der akuten Myokarditis
abhangig von der Virulenz und Invasivitdt des Erregers, immunologischen
Reaktionen, der genetischen Pradisposition und dem Erkrankungsalter. Eine moderat
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verlaufende Myokarditis heilt in der Mehrzahl der Félle ohne erkennbare Stérungen
der Herzmuskelfunktion aus. Bei schwereren Fallen kommt es dagegen zu einer
ausgebreiteten Myozytenlyse mit Fibrose und Vernarbung des Gewebes, die zu einer
akuten Herzinsuffizienz mit Stérung der systolischen und diastolischen Funktionen
des Herzmuskels fuhren.

Im chronischen Verlauf kann die Myokarditis weiterhin die Ausbildung einer
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) bedingen, die von auffalligen Struktur-
veranderungen des Herzmuskels in Form von Fribrotisierung und Remodeling der
extrazellularen Matrix begleitet wird. Dies fuhrt zu einer fortschreitenden
Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion bei gleichzeitiger Dilatation beider
Ventrikel. Der Ruckgang der hamodynamischen Parameter ist vor allem durch eine
Verschlechterung der systolischen Pumpleistung und der diastolischen Relaxation
des Herzmuskels gekennzeichnet (Felker et al., 2000; McCarthy, Il et al., 2000;
Pauschinger et al., 1999c; Pauschinger et al., 2002).

Die DCM stellt neben der koronaren Herzkrankheit die haufigste Ursache der
Herzinsuffizienz, der Unfahigkeit des Herzens, die vom Koérper bendtigte
Pumpleistung zu erbringen, dar. So entwickelt sich bei ca. 30 % der untersuchten
Patienten die Herzinsuffizienz auf dem Boden der DCM. In Deutschland liegt derzeit
die Pravalenz der Herzinsuffizienz bei ca. 1,5 Mio. Patienten, so dass davon
auszugehen ist, dass mindestens 500.000 Patienten an einer DCM leiden. Vor allem
bei jungeren Menschen (3. - 5. Lebensdekade) ist sie dabei haufiger vertreten. Da
die Krankheit zurzeit nur symptomatisch behandelt werden kann, stellt die DCM trotz
neuer verbesserter Therapieformen neben der koronaren Herzkrankheit die
Hauptursache flir eine Herztransplantation dar (Strauer et al., 2001; Schultheiss et
al., 2005).

Die Therapie virusbedingter Kardiomyopathien basiert gegenwartig hauptsachlich auf
symptomatischen Behandlungsschemata, und trotz neuer medikamentdser Therapie-
maBnahmen, liegt bei der DCM die 5-Jahres-Mortalitat noch immer Gber 50 % (Dec
and Fuster, 1994). Letztendlich stellt neben der symptomatischen medikamentésen
Behandlung die Herztransplantation flr die meisten Patienten die derzeit einzige
akzeptierte palliative Theraphieoption dar.

Infolge der groBen klinischen Relevanz dieses Krankheitsbildes werden neue
kausale Therapiemdglichkeiten dringend gesucht. Molekulare und gentherapeutische
Verfahren nehmen dabei einen breiten Raum ein, da sie gezielt gegen definierte



molekulare Strukturen gerichtet werden kénnen und somit vor allem das Potential

besitzen, die Spezifitat einer Therapie bedeutend zu erhéhen.

1.2 Das Coxsackievirus

Erstmals wurden Coxsackieviren 1948 in einem Fall von febriler Paralyse isoliert
(Coxsackie-A-Gruppe), welcher sich in der Stadt Coxsackie im Staate New York
ereignete. Der natirliche Wirt ist der Mensch, experimentell sind jedoch auch Mause,
Hamster, Ratten und Schimpansen infizierbar (Dalldorf and Sickles, 1948; Pallausch
and Ross R, 2007).

Das Coxsackievirus gehoért zur Familie der Picornaviridae, deren Name sich von
,Klein“ (pico) und der Art des Virusgenoms (rna) ableitet. Bei Picornaviren handelt es
sich um hullenlose Viren deren Nukleokapsid einen Durchmesser von ca. 30 nm
besitzt. Hinsichtlich ihrer molekularen Eigenschaften und damit verbundenen
Pathogenese kdénnen Picornaviren in zwei groBe Untergruppen eingeteilt werden.
Saurelabile Picornaviren (Genera Rhino- und Aphthovirus) infizieren tberwiegend
den Hals-Nasen-Rachenraum. Saurestabile Picornaviren dagegen kdénnen die
Passage durch das im Magen vorliegende saure Milieu Uberstehen, ohne ihre
Infektiositat zu verlieren und infizieren somit bevorzugt den Verdauungstrakt. Zu
dieser Gruppe gehéren die Genera Cardiovirus, Hepatovirus und Enterovirus
(Pallausch and Ross R, 2007). Besonders Vertreter aus dem Genus Enteroviren sind
Ursache fur eine Vielzahl von teils schwer verlaufenden Erkrankungen beim
Menschen, wie z.B. Kinderlahmung hervorgerufen durch Polioviren sowie
Pneumonien und Meningitis durch Echoviren.

Auch Coxsackieviren, die ebenfalls zum Genus der Enteroviren gehéren, kdnnen im
Mensch zu vielfaltigen Symptomen flhren, von leichten Erkaltungskrankheiten bis hin
zu Meningitis mit LAhmungserscheinungen, Pankreatitis und vor allem Myokarditis
(Melnick  J.L., 1996; Romero, 2008). Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Organtropismen sowie der damit verbundenen Gewebeschadigungen in der Maus
werden die Coxsackieviren in Gruppe-A-Viren (Serotypen 1-24) und in Coxsackie-B-
Viren mit 6 Serotypen unterteilt. Gruppe-A verursacht dabei hauptsachlich diffuse

Myositis, wahrend Gruppe-B-Viren dagegen herdférmige Myositis, aber auch



Enzephalitis, nekrotisierende Fettgewebsentziindungen, Pankreatitis, Endokarditis
und Myokarditis hervorrufen (Melnick J.L., 1996; Melnick, 1996).

1.2.1 Aufbau, Genomorganisation und Replikation

Wie alle Picornaviren besitzt das Coxsackievirus ein ikosaedrisches Nukleokapsid
mit einer Gr6Be von 28-30 nm. Es besteht aus jeweils zwélf Pentameren, welche
ihrerseits aus flnf Protomeren der vier Strukturproteine VP1 - VP4 zusammengesetzt
sind. VP1, VP2 und VP3 bilden dabei die Oberflache des Virons, wahrend VP4 auf
der inneren Seite des Viruskapsides lokalisiert und mit dem RNA-Genom assoziiert
ist (Fricks and Hogle, 1990b). An den Beriihrungspunkten der 5-fachen Symmetrie-
achse des VP1-Proteins liegt eine Vertiefung, der so genannte ,Canyon’, Gber den
das Virus mit seinem zellularen Rezeptor interagiert (Muckelbauer et al., 1995).
Variabilitaten in der dort befindlichen Aminosauresequenz (AS)-Sequenz kénnen zu

unterschiedlichen Rezeptorprevalenzen fihren (Abb. 1.1).

Abb. 1.1: Strukturelle Eigenschaften von Picornaviren nach Fields, 2007. (A) Elektro-
mikroskopische Aufnahme von Polioviren 270.000-fache VergrdoBerung. (B) Rdntgen-
kristallstrukturanalyse eines Picornaviruskapsides am Beispiel von Poliovirus Typ | (C) Schema-
tischer Aufbau eines Picornaviruspartikels bestehend aus den Kapsidproteinen VP1 - VP4. Das
Loiologische* Protomer (grau) ist nicht identisch mit der kristallographischen Untereinheit
(Dreieck). VP4 befindet sich im Inneren des Kapsides. Jeweils fiinf Protomere bilden um eine der
5-fachen Symmetrieachsen ein Pentamer (rot). Die Bindungsstelle wird von einer kreisférmigen
Vertiefung, dem ,Canyon’ gebildet und verlauft um jede der 5-fachen Symmetrieachsen (Ring).

Das Genom der Coxsackieviren ist eine einzelstrangige RNA in (+)-Strang-
Orientierung und hat eine GréBe von ca. 7,4 kb (Klump et al., 1990). Es ist am
3’-Ende polyadenyliert und am 5’-Ende kovalent an das kleinste virale Protein, VPg
(Virus Protein, genome encoded), gebunden (Chatterjee and Nejman, 1985). Der
5’-untranslatierte etwa 700 nt lange Bereich (5’-UTR) ist durch eine komplexe



Sekundar- und Tertidarstruktur gekennzeichnet. Sie ist innerhalb der Gruppe der
Enteroviren stark konserviert, was auf eine groBe Bedeutung innerhalb des viralen
Replikationszyklus schlieBen lasst. Als interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES)
binden sowohl zellulare als auch virale Kofaktoren daran und ermdglichen so die
cap-unabhangige Translation (Pelletier and Sonenberg, 1988; Pelletier and
Sonenberg, 1989; Meerovitch et al., 1989).

Nach Anheftung an die Zelle und Internalisierung des Virus in das Zytoplasma [{ll],
bindet das (+)-RNA-Genom direkt mittels IRES an die Ribosomen des
endoplasmatischen Retikulums und es wird ein 243 kDa groBes Polyprotein [&)
translatiert, das postranslational autokatalytisch oder durch virale und zellulare
Proteinasen proteolytisch zu elf viralen Einzelproteinen prozessiert wird. Es
entstehen die drei Strukturproteine (VP1, VP3 und VPO), die Proteinasen 2AP° und
3CP™®, VPg, drei Nichtstrukturproteine (2B, 2C, 3A) und die RNA-abhéangige RNA-
Polymerase 3D - nachfolgend RARP genannt.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Replikationszyklus von CVB. Das virale RNA-Genom
besitzt am 5’-Ende ein kovalent gebundenes Protein VPg, am 3’-Ende ist es polyadenyliert (A),. Im
5’-untranslatierten Bereich (UTR) befindet sich die internal ribosomal entry site IRES. Nach
Translation entsteht ein Polyprotein welches durch virale Proteasen 2A und 3C in verschiedene
Struktur und Nichtstrukturproteine prozessiert wird. Durch die RNA-abhangige RNA-Polymerase
(RdARP) wird das RNA-Genom Uber ein (-)-Strang-Intermediat vervielfaltigt.



Die zellulare Protein-, RNA- und DNA-Synthese wird wahrend der ersten drei
Stunden der viralen Replikation weitgehend gehemmt. Fir diesen ,shut off* ist unter
anderem die proteolytische Spaltung des =zellularen Initiationsfaktors elF-4G
verantwortlich, ein Bestandteil des ,cap-binding complex® elF4F, der an der
Translationsinitiation der zellularen mRNAs beteiligt ist (Liebig et al., 1993; Lamphear
et al., 1993).

Nach Translation der viralen (+)-Strang-RNA und Prozessierung synthetisiert die
virale RdRP (3D™) tber ein (-)-Strang-Intermediat [@ das neue (+)-Strang-RNA-
Genom, welches entweder als Ausgangspunkt eines weiteren Replikationszyklus
dient oder in neue gebildete Viruspartikel verpackt wird. Die einzelnen Schritte der
Virusreifung [@ sind noch nicht zur Ganze geklart. Es wird jedoch von einem
terminalen Reifungsschritt durch die autokatalytische Spaltung des Kapsid-
Vorlauferproteins VPO in die Kapsidproteine VP4 und VP2 ausgegangen, wodurch
die Virionstruktur geschlossen wird (Abb. 1.2). Die Freisetzung der neu gebildeten
Viren erfolgt durch virusinduzierte Zelllyse normalerweise 6 - 8 Stunden nach der
Infektion und betragt etwa 10* - 10° neue Viren pro Zelle (Lee et al., 1993; Arnold et
al., 1987; Krausslich et al., 1988; Zeichhardt et al., 2002).

1.2.2 Der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR)

Die Anheftung eines Virus an die Zelloberflache durch spezifische Rezeptoren initiiert
die Infektion der Zielzelle. Damit ist die unterschiedliche Expression von Oberflachen-
rezeptoren eine wichtige Determinante bei der Permissivitat von Zellen fir spezielle
Viren sowie dem viralen Tropismus in verschiedenen Geweben. Der Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) wurde erstmals beschrieben als ein zellulares Protein,
welches eine wichtige Rolle bei der Anheftung und Infektion von Gruppe-B-
Coxsackieviren spielt (Mapoles et al., 1985; Bergelson et al., 1997; Carson et al.,
1997). Weiterhin stellte sich heraus, dass er ebenfalls als Rezeptor fir die Anheftung
von Adenoviren A und C-F an die Zelle fungiert (Tomko et al., 1997; Bergelson et al.,
1997).

CAR ist ein Typ-1-Transmembranprotein und gehért in die CTX-Familie innerhalb der
Immunglobulin Superfamilie (IgSF), in die auch eine ganze Reihe weiterer Proteine
mit gleicher struktureller Organisation eingruppiert werden, beispielsweise die



Junctional Adheasion Proteine A-C (JAM-A-C), ICAM-1 (intracellular adhesion
molecule-1) oder das CAR Like Membrane Proteine (CLMP) (Philipson and
Pettersson, 2004; Raschperger et al., 2004).

Das CAR-Gen beim Menschen umfasst 7 Exons und ist auf Chromosom 21
(21911.2) lokalisiert (Bowles et al., 1999). Das translatierte Protein hat eine
Molekllmasse von 38 kDa, zeigt durch Glykosylierung jedoch eine GréBe von
46 kDa im SDS-Polyacrylamid-Gel (van't and Crystal, 2002). CAR beinhaltet eine
Transmembrandomane, die den extrazellularen (216 AS) vom intrazelluldaren Teil
(107 AS) trennt. Der extrazellulare Teil besteht aus zwei Ig-adhnlichen Doméanen D1
(80 AS zwischen Cys41 und Cys120) und D2 (51 AS zwischen Cys162 und Cys212)
(Carson, 2001). Der intrazellulare Teil kann variable Langen aufweisen (CAR
Varianten: CAR1 und CAR2) und besitzt potentielle Phosphorylierungsstellen,
wodurch es an der Signaltransduktion in die Zelle beteiligt sein kénnte (Abb. 1.3)
(Dorner et al., 2004; Thoelen et al., 2001).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des CAR. Der extrazelluldre Teil besitzt zwei Ig-&hnliche
Doméanen D1 und D2 sowie eine Transmembran-Domane (TMD). Die intrazellulare Doméne
(ZD) weist variable Langen auf; Subtyp CAR1 und CAR2. Die Antikérper RP291 und RP194
sind spezifisch gegen beide Subtypen gerichtet. Verandert nach (Shaw et al., 2004).

AuBer beim Menschen konnte CAR auch bei vielen anderen Saugern, wie Schim-
panse, Maus, Ratte, Hund und Schwein, aber auch bei Fischen, und Frdschen
nachgewiesen werden (Tomko et al., 1997; Bergelson et al., 1998; Noutsias et al.,
2001; Thoelen et al., 2001; Petrella et al., 2002). Die Homologie zum humanen CAR
betragt dabei zwischen 45 - 97% (Ref.: Gene Bank blast search).



Die Expressionsstarke von CAR zeigt groBe Unterschiede in verschiedenen Organen
und wahrend der Entwicklung. Im Embryonalstadium von Mausen und Ratten ist die
Expression von CAR besonders in Herz und Gehirn sehr hoch, nimmt aber in den
ersten Tagen und Wochen nach der Geburt ab. Ebenso konnte eine starke CAR-
Expression im Herzen von humanen Féten aber nicht in Kindern und Erwachsenen
gefunden werden (Noutsias et al., 2001; Honda et al., 2000; Xu and Crowell, 1996;
Fechner et al., 2003Db).

In polaren Epithelzellen ist CAR an den Zell-Zell-Kontaktstellen (Tight-Junctions)
lokalisiert, ebenso in diversen unpolaren Zellkulturen (HelLa-, HL-1- und HEK293T-
Zellen), wahrend im Herzen CAR ein Bestandteil der Disci intercalares (Z-Banden)
und des Sarkolem ist (Selinka et al., 2004; Shaw et al., 2004). Weiterhin wird CAR im
Muskelgewebe an den neuromuskularen Junctions exprimiert und ist dort

kolokalisiert mit Acetylcholin-Rezeptoren (Sinnreich et al., 2005).

1.2.2.1 Zelluldre Funktionen des CAR

Uber die zellulare Bedeutung von CAR ist trotz intensiver Forschungen der letzten
Jahre bisher wenig bekannt. Wie bereits erwahnt wird CAR der Klasse der
Immunglobuline zugeordnet, in der zahlreiche Vertreter an Adhasionsprozessen
beteiligt sind. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die extrazellulare D1-Doméne
Homodimere bildet (van Raaij et al., 2000). Dies und die Beobachtung, dass die
CAR-Expression vor allem in der embryonalen Phase (vor allem in Herz und Gehirn)
und bei unreifen Zellen z. B. unreifen Skelettmuskelfasern bzw. sich regenerierenden
Skelettmuskelfasern hoch ist, lasst eine Beteiligung an Adhasionsprozessen und
Prozessen der Zell-Zell-Kontaktfindung vermuten. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass in Kardiomyozyten von Patienten mit DCM CAR erhdht exprimiert wird
(Sinnreich et al., 2005; Noutsias et al., 2001). Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung
von CAR bei der Zell-Zell-Kontaktfindung ist, dass CAR verstéarkt in den Filopodien
der Wachstumszapfen und Neuriten von primaren Neuronen des Hippocampus
exprimiert wird, ebenso an den Kontakistellen zwischen Neuronen und
Skelettmuskelfasern (Honda et al., 2000; Shaw et al., 2004; Sinnreich et al., 2005)

Untersuchungen an CAR knock out-Mausen zeigten, dass die Expression von CAR
gerade in der frihen embryonalen Entwicklung von eminenter Bedeutung ist. Dieser



knock out fuhrte zur Letalitat am 11./12. Tag der Embryonalentwicklung und war
gekennzeichnet durch schwere Fehlentwicklungen des kardialen Systems mit
Hamorrhagien im gesamten Thoraxbereich (Asher et al., 2005). Wurde der CAR-
knock out nach Tag 11 der Embryonalentwicklung induziert, so Uberlebten die Tiere
zwar, zeigten aber kardiale Auffalligkeiten, wie Hyperplasie der linken Ventrikelwand
und gesteigerte Proliferation von Kardiomyozyten (Chen et al., 2006; Dorner et al.,
2005). Auch ein induzierter knock out im adulten Tier fuhrt laut neuesten Studien zu
kardialer Dysfunktion u. a. zum Block der atrioventrikularen Reizweiterleitung (Lim et
al., 2008; Lisewski et al., 2008).

Des Weiteren besitzt CAR in seiner Funktion als Zell-Adh&sionsprotein wachstums-
inhibierende Eigenschaften auf Tumorzellen und verringert das Risiko der
Methastasierung. Tumorzellen in denen die CAR-Expression erniedrigt ist, neigen
dagegen verstarkt zur Metastasierung (Matsumoto et al., 2005; Huang et al., 2005;
Kim et al., 2003).

Durch die Bildung homophiler Bindungen und durch die intrazellulare Interaktion mit
Z0-1 und MUPP1 ist CAR auBerdem an der Ausbildung der Tight Junctions in
Endothelien beteiligt (Cohen et al., 2001; Coyne and Bergelson, 2005; Coyne et al.,
2004).

1.2.2.2 CAR als Virusrezeptor

Bekannt wurde CAR durch seine Rezeptorfunktion fir Coxsackieviren der Gruppe B
und Adenoviren (Bergelson et al., 1997). Bei Adenoviren der Untergruppe A, D, E
und F vermittelt er Uber die Interaktion mit der Fiber-Domé&ne die Anheftung an die
Zelle. Dabei ist die Bindungsaffinitat der Fiber-Domane zur D1-Doméane des CAR
1.000-fach héher als die, der CAR-CAR-Interaktion, was dazu fihrt, dass Adenoviren
die CAR-CAR-Bindungen aufbrechen und so mit CAR interagieren kdnnen.
Sekundare Interaktion des viralen Penton mit ay-Integrinen an der Zelloberflache
fihrt dann zur Endocytose der viralen Partikel (Davison et al., 1997; Mathias et al.,
1998; Wickham et al., 1993).

Bei der Infektion von Coxsackie-B-Viren (CVB) fungiert CAR in erster Linie als
Internalisierungsrezeptor, kann aber auch die Bindung an die Zelle vermitteln (He et
al.,, 2001). Trotzdem gilt flr die Serotypen CVB1, 3 und 5 der Decay-Accelerating-



Rezeptor (DAF, CD55) als Rezeptor flr die Virusanheftung an die Zelle (Bergelson et
al., 1995; Shafren et al., 1995). Wie auch bei den Adenoviren interagiert das
Coxsackievirus ebenfalls mit der D1-Doméane des CAR, jedoch an anderen
spezifischen Stellen als die Adenoviren (Coyne and Bergelson, 2005).

Nach wie vor sind die Vorgange nach der Anheftung des Virus an die Zielzelle nicht
vollstandig geklart, aber es kommt zur Internalisierung durch Vesikelbildung,
wahrscheinlich Zelltyp spezifisch durch Clathrin (HeLa-Zellen) oder Caveolin (polare
CoCa-Zellen) beschichtete Vesikel (Chung et al., 2005; Coyne and Bergelson, 2006).
Die zellulare Infektion mit CVB kann in drei Schritte eingeteilt werden. Anheftung (1)
an die Zielzelle Uber z.B. DAF, Interaktion mit CAR (2) an den Zell-Zell-
Kontaktstellen und Internalisierung (3) durch Bildung von A-Partikel (,A’-Alteration:
Abwandlung, Umbau) und Vesiekelendozytose. Untersuchungen an polaren Zellen
haben gezeigt, dass es durch die Bindung der CVB3-Partikel an DAF zu einer
Zusammenlagerung von DAF an der Zellmembran, der so genannten Clusterbildung
kommt. Daraus resultiert eine Umorganisation des Aktinskelettes und der Transport
der DAF-Cluster mit dem CVB3-Partikel zum CAR hin. Dort bindet der CAR Uber die
D1-Domaéane an den Canyon der Coxsackieviruspartikel und vermittelt die Endozytose
mittels Caveolinvesiekel. Entweder innerhalb der Vesikel oder direkt nach dem
Kontakt mit CAR kommt es zu einer irreversiblen Umstrukturierung des
Coxsackieviruskapsides unter Verlust des VP4-Proteins (A-Partikel) (Coyne and
Bergelson, 2006). Diese A-Partikel-Bildung ist bei Picornaviren weit verbreitet und
wird durch die Bindung des jeweiligen Rezeptors mit dem Canyon des Viruskapsides
ausgel6st (Fricks and Hogle, 1990a). Die entstandenen Partikel sind durch den
Umbau des viralen Kapsides und Verlust des VP4 nicht mehr infektids.
Untersuchungen haben gezeigt, dass der Verlust des VP4 und die daraus
resultierende Bildung von A-Partikeln bei CVB nur durch den CAR hervorgerufen
werden, jedoch nicht durch den Co-Rezeptor DAF (Milstone et al., 2005; Goodfellow
et al., 2005).

Noch nicht genau bekannt ist, wie das einzelstrangige RNA-Genom in die Zelle
gelangt; doch wird vermutet, dass nach dem Verlust des VP4 das Genom direkt
durch die Zellmembran oder durch die Membran des Vesikels in die Zelle gelangt
(Coyne and Bergelson, 2006; Hogle, 2002).
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1.2.3 Infektion und Pathogenese

Coxsackieviren werden fakal-oral Gbertragen und vermehren sich nach Aufnahme
Uber virusspezifische zellulare Rezeptoren primar im lymphatischen Gewebe des
Nasenrachenraums. Durch die Saurestabilitdt der CVB kommt es nach Passage des
Magens zur Infektion der Darmepithelien (Peyersche Plaques), in denen eine lokale
Vermehrung stattfindet mit nachfolgender Virdmie (Pallausch and Ross R, 2007).
Unter bestimmten Umstanden, die sowohl genetisch bedingt als auch von der
individuellen Disposition der Person abhangig zu sein scheinen, kann es zu einer
systemischen Ausbreitung der Infektion kommen, mit einer sekundaren Manifestation
in Pankreas, Herz, Gehirn der Haut und in Muskeln. Die Inkubationsperiode betragt
von einem Tag bis zu 3 Wochen, wobei die Mehrzahl der Infektionen unter
Ausbildung neutralisierender Antikdrper ausheilen (Kim et al., 2001). Jedoch kénnen
die Symptome auch von leichten fieberhaften Infekten bis zu schweren

zentralvendsen und kardialen Erkrankungen reichen (Kim et al., 2001).

1.2.3.1 CVB3-induzierte Myokarditis

Die Haufigkeit enteroviraler Infektionen im Herzen bei Patienten mit Myokarditis und
DCM betragt zwischen 7 und 40 % (Jin et al., 1990); (Pauschinger et al., 1999b;
Baboonian and Treasure, 1997). Sowohl das Vorhandensein von CVB3-RNA im
Herzen nach einem akuten Verlauf der Infektion als auch die schlechte Prognose von
Patienten mit Myokarditis bei enteroviraler Beteiligung bekraftigt die Annahme, dass
CVB3-Virusinfektionen bei der Entstehung von Myokarditiden eine urséachliche
Funktion haben kénnen (Kuhl et al., 2005b; Kandolf, 2004; Kandolf et al., 1993).

Im Mausmodell konnte diese Theorie im Falle der akuten CVB3-induzierten
Myokarditis weiter gefestigt werden, da nicht nur das erste und zweite Kochsche
Postulat erflllt wurde, wie bereits durch Patientenuntersuchungen bestétigt, sondern
auch das dritte und vierte. So rief das aus CVB3-Myokarditis Tieren isolierte Virus in
gesunde Tiere appliziert dieselbe Krankheit hervor (3. Postulat) und konnte auch aus
diesen Tieren erneut isoliert werden (4. Postulat). Fir die DCM steht dieser Beweis
jedoch noch aus, da CVB3 in DCM-Patienten zwar regelmaBig nachgewiesen wird
(1. Kochsche Postulat), aber bis jetzt nicht vollstédndig replikativ isoliert werden
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konnte (2. Kochschen Postulat) (Klingel et al., 1992). So wird zurzeit von einer
Assoziation von Coxsackieviren im Falle der DCM, aber nicht von einer urséchlichen
Beziehung ausgegangen (Knowlton, 2008).

Allerdings konnte wahrend der myokardialen Infektion von CVB3 sowohl (+)-Strang-
RNA als auch (-)-Strang-RNA (50 % der Patienten) nachgewiesen werden. Letzteres
gilt dabei als Indikator fiir eine Virusreplikation. Wahrend der akuten Phase ist der
(+)-Strang jedoch in einem héheren Level vorhanden als der (-)-Strang. Dieses
Verhéltnis verschiebt sich bei einer persistierenden Infektion auf die Seite der (-)-
Strang RNA; was bei den Patienten eine Aussage Uber den Status der Infektion und
eine Prognose mdglich macht (Klingel et al., 1992; Pauschinger et al., 1999b).

Zwei unterschiedliche Pathogenitadtsmechanismen sind bei der Entwicklung einer
Myokarditis nach CVB3-Infektion zu unterscheiden. Dabei handelt es sich um direkte,
primar virusvermittelte und in Folge der Virusinfektion, reaktive sekundare
Mechanismen des Immunsystems, die zum charakteristischen Krankheitsbild
Myokarditis fihren (Knowlton and Badorff, 1999; McManus et al., 1993; Huber et al.,
1998).

Es konnte gezeigt werden, dass CVB3 sowohl im Human- als auch im Maussystem
kardiale Zellen in vitro und in vivo infiziert, was darauf hindeutet, dass von den primar
viral verursachten Pathogenitdtsmechanismen vor allem die Kardiomyozyten
betroffen sind, z. B. replikationsbedingte Lyse der Wirtszelle (Kandolf et al., 1985;
Yajima et al., 2006). Des Weiteren spaltet die virale Protease 2A Dystrophin, was zu
einem Verlust der Integritdt des Zytoskeletes fuhrt (Badorff et al., 1999). Ebenfalls
induziert eine CVB3-Infektion Apoptose Uber verschiedene Kaspase-Wege und das
Kapsidprotein VP2 steht im Verdacht Uber die Interaktion mit zelluldren Proteinen
(z. B. siva) ebenfalls Apoptose zu induzieren (Henke et al., 2000; Chau et al., 2007).
Sekundar kann es in Folge der viralen Infektion zur Infiltration des Myokards mit
Entzindungszellen kommen, einhergehend mit Fibrose, Umbauprozessen der
extrazellularen Matrix und Verschlechterung der kardialen Integritat und Kontraktilitat
(Pauschinger et al., 2002; Pauschinger et al., 1999c). In den meisten Fallen gelingt
bei einem intakten Immunsystem die vollstandige Eliminierung des Virus aus dem
Kérper. Wurde das Immunsystem durch Immunsuppresiva geschwacht oder mittels
knock out partiell ausgeschaltet, konnte im Tiermodell eine Erhéhung der kardialen
Pathogenitat und der viralen Replikation beobachtet werden (McManus et al., 1993;
Zaragoza et al., 1998).
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Gelingt eine Eliminierung des viralen Erregers in der akuten Phase der Infektion
nicht, kann dies eine chronische kardiale Entzindungsreaktion nach sich ziehen mit
weiteren kardialen Umbauprozessen, Veranderung der Herzgeometrie (Dilatation)
mit kontinuierlich fortschreitender Verschlechterung der Myokardfunktion. Dieser
Prozess scheint u. a. durch bisher noch nicht néher geklarte genetische Faktoren
beeinflusst zu werden. Des Weiteren greift in einigen Fallen das Immunsystem z. B.
durch T-Lymphozyten in einer ,UberschieBenden” Reaktion vermehrt Kardiomyozyten
an und zerstdrt diese. Neueste Untersuchungen zeigen jedoch, dass beim
Fortschreiten der sekundaren Entziindungsreaktion nicht zwangslaufig eine
persistierende Virusinfektion vorliegen muss, da klinische Befunde eine postvirale
Immunpathogenese der Myokardschaden ohne Viruspersistenz belegen (Kandolf,
2004). Ein Grund dafir ist der Mechanismus der molekularen Mimikry, da zwischen
CVB3-Epitopen und myokardialen Proteinen Ahnlichkeit besteht, so dass diese als
Antigen erkannt werden und sich das Immunsystem mit AntikGrpern oder
zytotoxischen T-Lymphozyten gegen diese kardialen Strukturen richtet, was zu einer
weiteren Verstarkung der kardialen Infiltration, Lyse der Kardiomyozyten und
Verschlechterung der Herzfunktion fihrt (Huber, 1997; Schwimmbeck et al., 1994).

1.2.3.2 CVB3-Myokarditis im Mausmodell

Wie eingangs erwahnt konnten bis jetzt CVB3-Infektionen nur bei Menschen
festgestellt werden, jedoch kdnnen Mause experimentell mit diesem Virus infiziert
werden und bilden im Laufe der Infektion je nach Mausstamm eine akute oder
chronische Myokarditis aus, ahnlich der humanen Erkrankungen (Kim et al., 2001;
Gauntt and Huber, 2003). Dabei verlauft bei BALB/c und C57BL/6 die Krankheit akut,
wahrend SWR und A/J-Mause einen chronischen Verlauf mit Langzeitpersistenz der
viralen RNA bis zu 90 Tagen zeigen (Leipner et al., 2004; Reetoo et al., 2000).

Auch im CVB3-Myokarditis-Mausmodell lassen sich prinzipiell zwei verschiedene
pathologisch wirksame Mechanismen unterscheiden. Zum einen die direkte virale
und zum anderen die durch die Immunantwort vermittelte Schadigung des
Herzgewebes. Dabei bewirken die CVB3-Viren hauptséachlich die Schadigung in den
ersten Tagen nach der Infektion, wahrend spéter die Auswirkungen des aktivierten

Immunsystems daflr verantwortlich sind.
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Der Verlauf der viralen Myokarditis im Mausmodell lasst sich in drei verschiedene
Phasen einteilen: die akute Phase (0.-3.Tag), die subakute Phase (4.-14. Tag p.i.)
und die chronische Phase (>15. Tag p.i.) (Kawai, 1999).

In der akuten Phase der Virusmyokarditis zeigt sich wie eingangs erwahnt eine
virusinduzierte Zytotoxizitdt in Abwesenheit von Entzindungszellen mit fokalen
Nekrosen der Myozyten bei Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-13
TNF-a und INF-y. Vereinzelte zellulare Infiltrate sind ab dem 3. Tag nachweisbar
(Shioi et al., 1996; Matsumori, 1997).

In der subakuten Phase der Myokarditis tritt ab Tag 7 p.i. eine Infiltration des
Myokards mit immunologischen Zellen auf, wobei hauptsachlich T-Lymphozyten
[natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), CD8+- und CD4+-T-Zellen] und Makrophagen
nachweisbar sind (Leipner et al., 2004). Besonders aktivierte NK-Zellen werden als
protektiv gegen die virale Infektion angesehen, da sie die Virusreplikation durch
Eliminierung infizierter Myozyten (Perforinausschittung) limitieren (Lodge et al.,
1987; Godeny and Gauntt, 1986). Ebenfalls kommt es zu einem Anstieg der
Expression von inflammatorischen Zytokinen wie IL-2, IL-4 und IL-10 ebenso von
TNF-a und TNF-y, wobei jedoch nicht geklart ist, ob dieser Vorgang viral induziert ist
oder durch die gesteigerte Anzahl immunologischer Zellen im Myokard hervorgerufen
wird (Kawai, 1999).

Im Mausmodell der akuten CVB3-Myokarditis (Balb/c und C57BL/6) kénnen am Tag
21 p.i. keine Anzeichen einer CVBS-induzierten Inflammation mehr beobachtet
werden. Nur wenige vereinzelte interstitielle inflammatorische Zellen und Areale
geringer Fibrose sind dann noch nachweisbar. Dartber hinaus sind ab Tag 10 p.i.
Serum, Pankreas und Milz virusfrei. Nur im Herzen ist bis zum Tag 14 p.i. der
Nachweis von geringen Mengen infektiésem CVB3 mdglich, wobei hier die starkste
Viruslast zwischen Tag4 und Tag7 p.i. vorliegt, wahrend bei den U(brigen
untersuchten Organen das Maximum am Tag 2 erreicht wird (Leipner et al., 2004).

In den Mausestdmmen, die nach einer CVB3-Infektion einen chronischen
Krankheitsverlauf ausbilden (SWR, A/J) kommt es, dhnlich dem Bild der DCM beim
Menschen, zu einer fortwahrenden Inflammation des Herzens mit Zerstérung der
Kardiomyozyten, Fibrose und Umbauprozessen der extrazellularen Matrix. Ebenfalls
konnte im Herz, dieser Tiere auch 15 Tage nach der Infektion CVB3-RNA, allerdings
kein replikatives Virus nachgewiesen werden (Wee et al., 1992; Pauschinger et al.,
2002). Des Weiteren zeigt die virale RNA aus den Herzen Mutationen, u. a. eine
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Deletion der 5-UTR (Nukleotid 7-49), wodurch die Replikation des Virus stark
inhibiert bzw. fehlerhaft ist [verpacktes (-)-Strang-Genom], das Virus allerdings bis zu
5 Monate im Myokard verbleibt. Diese persistierende virale RNA gilt als potentieller
Promotor einer fortbestehenden Gewebeinfiltration des Myokards durch T-
Lymphozyten wéhrend der chronischen Phase der Infektion (Klingel et al., 1992)
(Klingel et al., 1992; Kim et al., 2008; Chapman and Kim, 2008; Kim et al., 2005).
Ebenso wie im humanen System, ist eine Viruspersistenz nicht obligat mit der
Entwicklung einer chronischen Myokarditis verknUpft, und somit scheint die Art der
Immunantwort auf das Virus von entscheidender Bedeutung zu sein. So kdnnen
Autoimmunvorgange, wie kreuzreagierende Autoantikdrper oder autoantigen
prasentierende Makrophagen am Fortschreiten der Inflammation und Entstehen
kardialer Lasionen in der chronischen Phase beteiligt sein (Fairweather et al., 2001;
Fairweather et al., 2005).

1.2.2.3 Pathogenese anderer CVB-Serotypen

Alle sechs Serotypen der Coxsackie-B-Viren treten endemisch mit unterschiedlicher
Haufigkeit auf. Dabei sind die Serotypen 1-5 unter den 15 haufigsten isolierten
Enteroviren (gemessen von 1970 - 2005; CDC 2006) und bilden damit ca. 25 % der
jahrlich isolierten Enteroviren. Ahnlich wie bei CVB3 und anderen Enteroviren laufen
eine Vielzahl von Infektionen asymptomatisch ab oder werden begleitet von
einzelnen milden Erkaltungssymptomen und geringem Temperaturanstieg (Hall and
Miller, 1969; Jenista et al., 1984). Neben den am haufigsten auftretenden schweren
Erkrankungen wie Kardiomyopathie und Pankreatitis sind klinische Manifestationen
bei einer Vielzahl von CVB-Serotypen ahnlich und &uBern sich vor allem in
dermatologischen, respiratorischen und neurologischen Symptomen.

Die Pankreatitis wird vor allem mit CVB4 assoziiert und kann sowohl einen akuten als
auch einen chronischen Krankheitsverlauf aufweisen, meist aber mit mildem Verlauf
(Kingsnorth and O'Reilly, 2006). Allerdings kénnen Autoimmunprozesse, die zur
Zerstérung von Insulin produzierenden Zellen im Pankreas und somit zu Typ-1-
Diabetes flihren mit CVB-Infektion assoziiert werden (Szopa et al., 1993).

Waéhrend dermatologische Manifestationen mit groBflachigen Rétungen und
masernartigem Ausschlag besonders haufig bei CVB5 und CVB6 beobachtet
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wurden, treten respiratorische Syndrome vor allem bei Infektionen mit CVB1, 2 und 3
auf und manifestieren sich sowohl in den oberen respiratorischen Organen
(Entzindung der Mundschleimhaut und des Rachens) als auch in den unteren
(Bronchitis, Pneumonia) (Cherry et al., 1963). Mittelohrentziindung und
Ohrspeichelentziindung kénnen ebenfalls mit CVB4 assoziiert auftreten.

Weiterhin sind Coxsackieviren mit Infektionen des ZNS, im speziellen mit Meningitis,
seltener mit Enzephalitis oder Meningoenzephalitis assoziiert. Dabei konnten bei
Patienten, die jinger als zwei Jahre waren, in 50 % der Falle CVB2, CVB4 und CVB5
in der Zerebrospinalflissigkeit nachgewiesen werden (Cherry et al., 1963; Mirand et
al., 2008). Auch Falle von akuter Paralyse, ahnlich wie bei Poliomyelitis, wurden
unter Beteiligung von CVB-Serotypen diagnostiziert (Romero, 2008). Genauso wie
Herzmuskelzellen infiziert werden kénnen, stellen auch Skelletmuskeln ein mdgliches
Ziel fur Coxsackie-B-Viren aller Serotypen dar. Besonders Infektionen der Brust- und
Abdomenmuskulatur und Entziindungen des Rippenfells treten haufig mit Infektionen
von CVB3 und CVB5 auf, einhergehend mit starken Schmerzen und
Verschlechterung der Atemfunktion (Bornholmkrankheit) (Zaoutis and Klein, 1998;
Romero, 2008).

Fur alle Krankheitsbilder konnte Ubereinstimmend beobachtet werden, dass sie
fulminanter auftreten, je jinger die Patienten sind. So steigt die Mortalitatsrate bei
Neugeborenen bis auf 11 % (CVB2), 18,8 % (CVB3) oder sogar 40 % (CVB4) nach
Infektionen mit Coxsackie-B-Viren und Ubersteigt damit sogar die Mortalitatsraten
von Echovirus 9 und 11, den h&ufigsten enteroviralen Infektionserregern in der
neonatalen Periode (Khetsuriani et al., 2006).

1.2.4 Antivirale Therapie gegen CVB-Infektionen

Die in den letzten Jahren entwickelten antiviralen Therapien gegen Coxsackieviren
kénnen hinsichtlich ihrer Wirkungsweise in drei Gruppen eingeteilt werden. Wirkstoffe
der ersten Gruppen versuchen, die Infektion der Zielzellen zu verhindern, indem sie
die Bindungsstellen fur den zellularen Rezeptor blockieren.

So bindet z. B. Pleconaril, ein niedermolekuleres Medikament, das sich bereits in
klinischer Studie befindet, an das virale Kapsid und inhibiert die Rezeptoranheftung
in vitro, sowohl bei Coxsackieviren der Gruppe A und B als auch bei einigen
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Echoviren. Des Weiteren konnte bei CVB3-infizierten M&usen die Mortalitat und auch
die Viruslast im Herz und Pankreas durch Pleconaril signifikant verringert werden
(Pevear et al., 1999). In ahnlicher Weise wirken |8sliche Rezeptormolekile (DAF-Fc
und CAR-Fc) sowohl in vitro als auch im CVB3-Mausmodell. Dieses Prinzip der
antiviralen Therapie wird ausfuhrlich unter Kapitel 1.4 beschrieben.

Ein weiterer Wirkstoff WIN bindet ebenfalls an das Kapsid von Picornaviren, blockiert
jedoch nicht die Anheftung und Internalisierung des Virus, sondern wahrscheinlich
das Uncoating in der Zelle. In vivo schitzte es dabei Mause zwar vor viralbedingter
Mortalitét, verringerte jedoch nicht die virusbedingte Inflammation im Herzen (Woods
et al., 1989) (Fohlman et al., 1996a).

Die antivirale Strategie der zweiten Gruppe ist gegen das virale RNA-Genom
gerichtet und beinhaltet kurze DNA- oder RNA-Molekile, wie antisense
Oligonukleotide und siRNAs bzw. shRNAs. Dabei besteht die Wirkungsweise darin,
spezifisch an das Genom des Virus zu binden und die Translation zu inhibieren oder
das virale RNA-Genom zu zerstéren. Unter Kapitel 1.3 wird auf die Wirkungsweise
und Effizienz dieses Ansatzes ausflhrlich eingegangen.

Bei der dritten Therapieform handelt es sich um immunmodulatorische Therapeutika,
welche unterstitzend auf die kérpereigene Abwehr von Pathogenen wirken sollen.
Da die meisten kardiopathogenen Effekte bei der viralen Myokarditis oder DCM vom
Immunsystem induziert werden (Kapitel 1.2.3.1), wurden immunsupremierende
Pharmazeutika auf ihren therapeutischen Effekt hin untersucht. Dabei haben sowohl
in vivo-Experimente als auch klinische Studien mit klassischen immun-
supremierenden Medikamenten wie Prednisolone, Cyclosporine, FK-506 und
Azathiaprine keinen positiven Effekt aufgezeigt (Kawai, 1999; Liu et al., 2005). Nur
mit dem Medikament FTY720 konnte bei der akuten viralen Myokarditis im
Mausexperiment und auch in ersten klinischen Anwendungen eine Verbesserung
durch Verminderung der peripheren Lymphozyten und deren Infiltration in das
betroffene Gewebe erzielt werden (Miyamoto et al., 2001; Chiba et al., 1998).

Neuere Anséatze sind immunmodulatorische Substanzen, die die kérpereigene
Abwehr nicht unterdricken, sondern positiv hinsichtlich der antiviralen Effizienz
beeinflussen sollen.

Untersuchungen mit Interferon-y und Interferon-a zeigten dabei eine Verbesserung
der Uberlebensrate im Mausmodel und auch einen positiven Einfluss bei Patienten
mit enteroviral induzierter Myokarditis und DCM (Henke et al., 2003; Daliento et al.,
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2003; Miric et al.,, 1996). Einer der vielversprechendsten Ansatze dahingehend
scheint der Einsatz von Interferon-B zu sein (Wang et al., 2007). In einer Kklinischen
Studie konnte gezeigt werden, dass in enteroviral positiven Patienten nach der
Behandlung kein Virus im Myokard mehr gefunden wurde und dass sich auBerdem
die hdmodynamischen Parameter verbessert haben (Kuhl et al., 2003b).
Zusammenfassend ist zu sagen, dass zurzeit keine spezifische antivirale, klinisch
angewandte Therapie gegen Coxsackieviren vorhanden ist. Neue kausale
Therapieoptionen sind durch die groBe klinische Relevanz vor allem bei durch
Coxsackievirus-induzierter Myokarditis dringend von Néten.

1.3 Antivirale Therapie mittels RNA-Interferenz

1.3.1 RNA-Interferenz (RNAi)

Bei dem Prozess der RNA-Interferenz (RNAi) handelt es sich um eine
posttranskriptionale  sequenzspezifische Genregulation, hervorgerufen durch
doppelstrangige RNA (dsRNA). Der Ursprung der dsRNAs kann dabei sowohl
exogen als auch endogen sein; z. B. Replikationsintermediate einiger Viren, artifiziell
eingebrachte dsRNAs oder Faltstrukturen einzelstrangiger RNAs, wie z.B.
Haarnadelstrukturen von microRNA-Vorlaufermolekilen (Fire et al., 1998).

Die RNAI ist eine sehr effiziente und hochspezifische Methode zum Silencing von
Genen. Diese Technik basiert auf einem natirlichen Prozess, der zuerst in
Cenorhaptits elegans spater auch in weiteren Eukaryoten entdeckt wurde. Dabei
konnte das erste Mal belegt werden, dass es durch 300 — 1.000 bp lange dsRNAs zu
einer sequenzspezifischen und effektiven Inhibition der Genexpression kommt (Fire
et al., 1998). Dabei ist eine hundertprozentige Ubereinstimmung der Zielsequenz
innerhalb der mRNA und der Sequenz der RNAi-induzierenden Molekile notwendig.
Bei der RNAi werden zwei verschiedene Phasen unterschieden. Wahrend der
Initiationsphase wird die dsRNA durch den Ribonuclease-lll Enzymkomplex DICER
im Zytoplasma in 21-23 Nukleotid lange small interfering (si)RNAs enzymatisch
geschnitten (Ketting et al., 2001; Bernstein et al., 2001b; Bernstein et al., 2001a).
AnschlieBend wird der DICER/siRNAs-Komplex mittels transactivating response RNA
- binding protein (TRBP) zum RNA Induced Silencing Enzymcomplex (RISC)
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transportiert und dort ein Strang der siRNA, meist der antisense-Strang, in den RISC-
Komplex integriert, wahrend der sense-Strang unter Beteiligung von Argonaut 2
abgespalten und aus dem Komplex eliminiert wird (Martinez et al., 2002; Schwarz et
al., 2002; Tomari and Zamore, 2005).

In der Effektorphase bindet der im RISC eingebaute siRNA-Einzelstrang
sequenzspezifisch an die komplementdre Ziel-mRNA (target), die dann durch
Argonaut 2 endonukleolytisch geschnitten und anschlieBend durch Exonukleasen
vollstandig abgebaut wird (Elbashir et al., 2001a; Scherr et al., 2003). Dabei ist eine
exakte Ubereinstimmung zwischen der siRNA und der Ziel-mRNA von Néten, um
einen effizienten Abbau der Ziel-mRNA zu erreichen.

Neben dem vodlligen Abbau der Zie-mRNA kommt es manchmal bei nicht
vollstandiger Basenpaarung der siRNA zu einer Inhibierung der Translation. Die
Menge der vorhandenen mRNA &ndert sich dabei nicht, jedoch wird kein Protein
gebildet, was durch eine Blockade der Translationsinitiation oder durch einen
Transaltionsstopp an den Ribosomen hervorgerufen werden kann (Olsen and
Ambros, 1999; Bartel, 2004).

Innerhalb kurzer Zeit hat sich die RNAi sowohl in der Grundlagenforschung als auch
in der Therapie von Krankheiten zu einem wichtigen Werkzeug etabliert. Allerdings
konnte diese Technik lange Zeit nur in niederen Modelorganismen wie
Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster angewandt werden, da lange
doppelstrangige RNA-Molekile in Sdugerzellen eine unspezifische Interferon-antwort
auslésen (Stark et al., 1998; Williams, 1997).

Durch die Arbeiten von Tuschel et al. wurde es mdglich, die RNAi auch in héheren
Eukaryoten einzusetzen. Sie zeigten, dass durch doppelstrangige kleine RNA-
Moleklle mit einer Lange von 21 Nukleotiden (siRNA) sequenzspezifisch die
Expression von Zielgenen effizient inhibiert werden kann, ohne die Interferonantwort
zu induzieren (Elbashir et al., 2001a). Aufgrund empirisch gewonnener Erkenntnisse
Uber Struktur und Effizienz der siRNAs wurden anschlieBend grundlegende
Empfehlungen fir das Design von siRNAs ermittelt (Elbashir et al., 2001c; Elbashir et
al., 2001c; Elbashir et al., 2001b).
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des RNAi-Mechanismus nach Einbringen
exogen synthetisierter siRNA und shRNA expremierenden Vektoren.

Die chemisch synthetisierten siRNAs werden in die Zellen transfiziert, binden dort

direkt an den RISC und initiieren so den Abbau der Ziel-mRNA (Abb. 1.4). Jedoch

wirken diese transfizierten siRNAs nur Gber einen begrenzten Zeitraum von einigen

Tagen. Fur ein langer anhaltendes Silencing werden daher Plasmide als Vektoren

verwendet, die ebenfalls in die Zelle transfiziert werden und dort durch einen RNA-

Polymerase-Ill-Promotor (H1- oder U6-Promoter) kontinuierlich short hairpin-RNAs

(shRNA) transkribieren (Yu et al., 2002; Brummelkamp et al., 2002). Diese werden

anschlieBend durch das nukleare Protein Exportin 5 in das Zytoplasma transportiert,

dort von DICER durch Entfernung des loops prozessiert und wie die siRNAs

anschlieBend in den RISC-Komplex eingelagert (Lund et al., 2004).

Alternativ kdnnen auch virale Vektoren, wie Adenovektioren (Xia et al., 2002),
retrovirale Vektoren (Barton and Medzhitov, 2002; Brummelkamp et al., 2002) oder
adenoassozierte Virusvektoren (Tomar et al., 2003) zur Expression von shRNAs
genutzt werden. Dies ist von besonderer Bedeutung fir die Transduktion von schwer

zu transfizierenden Zellen, wie Primarzelllinien, aber auch im Rahmen von
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gentherapeutischen Anséatzen in vivo. Gerade hier sind Langzeitexpression und eine
hohe Transduktionseffizienz von entscheidender Bedeutung und ermdglichen den

Einsatz in vivo.

1.3.2 Antivirale Therapie mittels RNAi gegen virale Zielstrukturen

In den letzten Jahren gab es bereits groBe Fortschritte, mit Hilfe der RNAi antivirale
Therapieformen zu etablieren, wobei unterschiedliche Ansatzpunkte gewahlt wurden.
Uberwiegend wurden virale Gene als Zielstruktur genutzt, wie zum Beispiel bei
antiviralen Anséatzen gegen Herpes Simplex Virus 2 (Palliser et al., 2006), SARS (Li
et al.,, 2005), Hepatitis-B und -C (McCaffrey et al., 2003; Takigawa et al., 2004),
HHV6 (Yoon et al., 2004), CMV (Wiebusch et al., 2004) und HIV (Park et al., 2003).
Dabei konnten sowohl in vitro als auch bei in vivo-Ansatzen eine Inhibierung der
viralen Replikation festgestellt und pathologische Effekte verringert werden (van Rij
and Andino, 2006).

Ein therapeutischer RNAi-Ansatz basierend auf siRNAs gegen das Respiratorische
Syncytialvirus (RSV), das vor allem bei Kindern und immunsupremierten Menschen
tédliche Infektionen auslésen kann, hat gegenwartig die klinische Phase |
abgeschlossen, ohne auftretenden Nebenwirkungen (Bitko et al., 2005).

Durch die hohe Mutationsrate vor allem bei RNA-Viren besteht dabei jedoch die
Méoglichkeit, dass resistente Varianten entstehen, welche in der siRNA-Zielsequenz
Mutationen aufweisen, wodurch die siRNA/shRNA wesentlich ineffizienter arbeitet
oder gar keinen inhibitorischen Effekt mehr zeigt (Gitlin et al., 2005; Das et al., 2004;
Boden et al., 2003; Wilson and Richardson, 2005). Dabei reicht unter Umsténden
bereits eine einzelne Punktmutation in der Sequenz um den RNAi-Ansatz
wirkungslos zu machen (Merl and Wessely, 2007). Dies kann unter anderem
verhindert werden, indem mehrere siRNA/shRNAs simultan gegen unterschiedliche
Sequenzen im viralen Genom eingesetzt werden. So konnte gezeigt werden, dass
ein Mehrfachexpressionssystem von shRNAs die Replikation von HIV langfristig
blockiert, weil durch die Anwendung von drei oder vier shRNAs die Bildung von
Escape-Mutanten effizient verhindert wird (Ter et al., 2006). Des Weiteren kann die
RNAi als Bestandteil eines Mehrfach-Therapiekonzeptes gegen virale Infektionen

eingesetzt werden.
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1.3.3 antivirale Therapie mittels RNAi gegen zellulére Zielstrukturen

Weitere vielversprechende Ziele flr einen antiviralen Ansatz basierend auf RNAI
bieten Gene, die zwar zelluldren Ursprungs sind, aber wichtig fur die Infektion bzw.
Replikation des Virus sind. Zwei Strategien kdnnen dabei unterschieden werden. Die
Herunterregulation des Rezeptors auf der Zelloberflache strebt die Blockade der
Rezeptor-Virus-Interaktion an, um in einer frihen Phase die zellulare Virusaufnahme
zu inhibieren, so zum Beispiel bei HIV (Anderson and Akkina, 2005; Arrighi et al.,
2004). Ein zweiter Ansatz ist die Inhibierung der viralen Replikation durch Reduktion
zellularer Proteine, die in den viralen Replikationszyklus involviert sind (Gao et al.,
2004; Ping et al., 2004). So zeigt die RNAIi basierte Herunterregulation der Rab9
GTPase, die in den Endosomen-trans-Golgi-Transport involviert ist, eine effiziente
Inhibierung der HIV-Replikation. Ebenfalls kann an dieser Stelle die Replikation von
Masernvirus und Marburg- bzw. Ebolavirus inhibiert werden, da diese ebenfalls auf

die Rab9 GTPase angewiesen sind (Murray et al., 2005).

1.3.4 RNAi als antivirale Therapie bei CVB3-Infektionen

Um das Potential der RNAi als Therapiekonzept gegen CVB3-Infektionen zu testen,
wurden eine Reihe von siRNAs und antisense Oligonucleotide gegen verschieden
virale Zielstrukturen hinsichtlich ihrer Effizienz evaluiert. Unterschiedliche Sequenzen
auf dem CVB3-Genom wurden dabei als Zielstruktur ausgetestet, u.a. das
Kapsidproteine VP1, die virale Polymerase (RdRP), die UTR-Bereiche und die virale
Protease (2A) (Yuan et al., 2004; Merl et al., 2005; Schubert et al., 2005; Werk et al.,
2005). Die Inhibierung der CVB3-Replikation war je nach Ansatz unterschiedlich
hoch, die effizienteste betrug jedoch meist ca. 1 - 3log1o-Stufe in vitro. Dabei wurde
eine Reduktion der CVB3-RNA, der CVB3-Proteine und infektibsen Partikel
beobachtet. Ebenfalls konnten die Zellen vor einer replikationsbedingten Lyse
geschitzt werden; ein Effekt, der jedoch meist nur Uber wenige Stunden bis hin zu
maximal zwei Tagen anhielt (Werk et al., 2005). Auch in vivo Untersuchungen
wurden mit einigen siRNAs vorgenommen, die in den in vitro Studien eine besonders
gute inhibitorische Effizienz zeigten. Dabei wurden die siRNAs mittels
hydrodynamischer Transfektion in Mause eingebracht und die Effizienz der
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antiviralen Therapie hinsichtlich Mortalitatsrate, Virusreplikation und Pathohistologie
bewertet. Innerhalb eines Beobachtungszeitraums von bis zu 42 Stunden nach der
Infektion konnte eine Inhibierung der CVB3-Infektion beobachtet werden,
gekennzeichnet durch eine starke Reduktion der viralen Proteinexpression und
Virusreplikation. Des Weiteren verringerte sich die Mortalitétsrate der behandelten
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Merl et al., 2005).

Als ein Vertreter der RNA-Viren zeigen Coxsackieviren, ebenso wie Retroviren, eine
hohe Mutationsrate, welche die Bildung von Escape-Mutanten beschleunigt. So
wurde in einer Untersuchung beobachtet, dass mit einer hocheffizienten siRNA zwar
eine Inhibierung der CVB3-Replikation um 5logqo-Stufen erzielt werden konnte.
Wurden jedoch die Nachkommen-Viren erneut auf Zellen gegeben, die mit der
gleichen siRNA behandelt wurden, zeigte diese keinerlei inhibierende Wirksamkeit.
Sequenzanalysen ergaben, dass diese Viren genau in der Zielsequenz der siRNA
eine Punktmutation aufwiesen, wodurch der RNAi-Mechanismus wirkungslos wurde.
Die Bildung von Escape-Mutanten konnte verhindert werden, indem von der ersten
Behandlung an die CVB3-Infektion mit zwei oder drei unterschiedlichen siRNAs
gegen verschieden Zielstrukturen auf dem CVB3-Genom behandelt wurde (Merl and
Wessely, 2007).

Um das Problem der Escape-Mutanten zu umgehen, wurde zusétzlich in einem
initialen Ansatz versucht, die Infektion und Replikation von CVB3-Viren durch
Herunterregulation des zelluldren Rezeptors CAR auf den Zielzellen zu inhibieren.
Dabei konnte in den behandelten Zellen eine Inhibierung der Virusreplikation von
60 % im Vergleich zur Kontroll-siRNA gemessen werden (Werk et al., 2005).

1.4 Losliche Rezeptoren als antivirale Therapieansatze

Die Identifikation der zellularen Rezeptoren Uber die Viren Zielzellen infizieren,
ermdglichte einen antiviralen Therapieansatz mittels rekombinanter |8slicher
Virusrezeptoren. Dazu wurden natdrlich vorkommende bzw. gentechnisch
hergestellte, oft mit strukturellen Modifikationen versehene, rekombinant oder als
Transgen exprimierte l6sliche Rezeptormolekile im Rahmen von antiviralen

Therapieanséatzen getestet. Die prinzipielle Wirkungsweise beruht dabei vor allem auf
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einer sterischen Inhibierung der viralen Rezeptorbindungsstellen durch das I6sliche
Rezeptorprotein.

Ein protektiver Effekt dieser I6slichen Virusrezeptoren wurde fur eine ganze Reihe
von Viren beschrieben, beispielsweise fiur HIV (Fisher et al., 1988; Deen et al., 1988),
Adenoviren (Lim et al., 2006), Masernviren (Seya et al., 1995) und HHV6 (Santoro et
al.,, 1999). So wird z. B. das Vorhandensein von l&slichem CCR5 im Serum, ein
Corezeptor fur HIV im Zusammenhang mit natlrlich vorkommender HIV-Immunitat
diskutiert (Tsimanis et al., 2005).

Bei Picornaviren kann die Interaktion von I8slichen Rezeptoren mit den
Virusrezeptordeterminanten zusatzlich zur Bildung von A-Partikeln fihren, was durch
eine irreversible Konformationsanderung mit Verlust der Infektidsitat gekennzeichnet
ist. So konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von Rhinovirus mit zwei
unterschiedlichen I@slichen (solublen, s)ICAM-Varianten den Verlust des VP4 und
des RNA-Genoms nach sich zieht, was zu einem wirksamen Schutz der Zielzellen
vor replikationsbedingter Zelllyse fihrte (Greve et al., 1991).

Auch bei Polioviren wurde dieser Effekt gezeigt. Dabei konnte Iéslicher PVR
(Polivirusrezeptor) die Zielzellen effizient vor einer Infektion mit Polioviren schitzen.
Diese protektive Eigenschaft grindete einerseits auf der Blockierung der
Bindungsdoménen des Virions und andererseits auf Bildung von A-Partikeln mit
Verlust der Infektidsitat (Kaplan et al., 1990).

Auch gegen Coxsackie-B-Viren und speziell gegen CVB3 wurden verschiede
antivirale Strategien auf der Basis von léslichen Rezeptoren getestet. Sowohl
I6slicher CAR (sCAR) als auch l6slicher DAF (sDAF) wurden dabei hinsichtlich ihrer

Effizienz in vitro und in vivo untersucht (Kapitel 1.4.2).

1.4.1 Natirlich vorkommende l6sliche CAR-Varianten

Durch alternatives Splicen kénnen neben dem zellularen membranstandigen CAR,
verschiedene lésliche CAR-Varianten gebildet werden, die im Interstitium und in der
Zirkulation auftauchen (Abb. 1.5). Zwei von drei der bisher nachgewiesenen |6slichen
CAR-Varianten, CAR3/7 und CAR4/7, sind in der Lage, mit dem CVB3-Virion zu
interagieren und dadurch eine CVB3-Infektion zu inhibieren (Dorner et al., 2004).
Vorraussetzung fir die Interaktion mit CAR scheint dabei eine intakte D1-Domane zu
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sein, da sich dort die Bindungsstellen fir CVB3 befinden. Interesanterweise konnte
auch eine dritte nattrlich vorkommenden CAR-Variante, CAR2/7, welche eine im C-
Terminus deletierte D1-Doméne besitzt, die CVB3-Infektion in HeLa Zellen inhibieren
(Dorner et al., 2004). Dieser inhibierenden Wirkung scheint jedoch ein bisher nicht
naher determinierter Mechanismus zu Grunde zu liegen, da CAR2/7 CVBS3 nicht wie
die anderen sCAR-Isoformen binden kann.

Obwohl die Bindungsstellen fur die Adenovirus-Fiber-Doméne ebenfalls in der D1-
Region des CAR liegen, kénnen Adenoviren nicht mit einem in der D2-Domaéane
deletierten CAR-Rezeptor interagieren. Dies deutet darauf hin, dass die D2-Doméne
als strukturelle Komponente, mdglicherweise jedoch auch nur als Spacer, bei der
Virus-Rezeptor-Interaktion eine signifikante Bedeutung haben kénnte (van Raaij et
al., 2000; Excoffon et al., 2005).

D1 D2 TMD 7D
fm— \_-J-C
DN
1(ATE) 44 211 B 572 Gas 534 10958 (TAG)
hCAR —(1 o { w - v Hv —w H vwi }—
Ea_bE 16ibp 20dbp 155hp 122bp 1368hp 264bp
CAR4/7 {1 }—{wm H"w }—{w [ w }
CAR3/ 7 {1+ un H m_ - w_

CAR2/7 — . H wi -

sCAR-Fc—{1 - n + m_ 1 w~ H{ v
Abb. 1.5: CAR und lIésliche CAR-Varianten (sCAR)

In Maus und Ratte, jedoch nicht beim Menschen, konnte ein weiteres, als CAR-Like-
Soluble-Protein (CLSP) bezeichnetes, Protein nachgewiesen werden. Dieses Protein
gehort ebenso wie CAR zur Immunglobulin-Superfamilie, besitzt drei nahezu
sequenzidentische IgV1-Doménen, welche  jeweils eine  signifikante
Sequenzhomologie zur D1-Doméane des Maus-CAR aufweisen. Auf Grund des
Fehlens einer Transmembran-Doméne ist es ein |6sliches Protein. Ein homologes
Protein beim Menschen existiert offensichtlich nicht. CLSP ist in der Lage, an
Adenoviren zu binden und die Infektion der Zelle zu inhibieren, da eine Vielzahl von
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AS, mit denen CAR Uber die D1-Doméane an Adenoviren bindet, mit diesem Protein
Ubereinstimmen. Letzteres wurde auch fur Coxsackieviren festgestellt, aber
Analysen, die eine eventuelle Bindung bzw. Inhibierung von Coxsackieviren durch
CLSP untersuchen, wurden bis jetzt noch nicht durchgefihrt (Coyne and Bergelson,
2005; Kawabata et al., 2007).

1.4.2 Antivirale Wirksamkeit von I6slichen CVB-Rezeptoren

Neben dem antiviralen Effekt von natirlich vorkommenden I6slichen CAR-Varianten
in vitro konnte in weiterfihrenden Untersuchungen ebenfalls eine Wirksamkeit in vivo
gezeigt werden. Daflr wurde CAR4/7 rekombinant hergestellt und in einem Maus-
Myokarditismodel getestet. Uberraschender Weise konnte dadurch zwar eine
Verringerung der CVB3-Menge im Herzen erreicht werden, aber im Vergleich zu
Kontrolltieren keine Abnahme der kardialen Inflammation (Dorner et al., 2006).
Weiterfihrend wurden auch antivirale Effekte von modifizierten I6slichen Varianten
der CVB3-Rezeptoren DAF und CAR analysiert. Diese wurden entweder
rekombinant hergestellt und als aufgereinigte Proteine appliziert oder von
Plasmidvektoren exprimiert. Um die Stabilitat des Proteins zu erhdhen, wurde dabei
die extrazellulare Domane von CAR bzw. DAF mit der Fc-Doméane des humanen
IgG1 fusioniert. Die entstehenden ldslichen Rezeptorproteine bilden Dimere und
besitzen eine deutlich verlangerte Halbwertzeit und verbesserte Solubilisierungs-
eigenschaften. So konnte durch Fusion des sDAF mit der IgG1-Fc-Doméne die
Halbwertszeit im Serum von Ratten auf das 100-fache von 20 min auf 33 h erhéht
werden (Harris et al., 2002). Weiterhin vermittelt der Fc-Teil die Aufnahme des
gebundenen Virus durch Makrophagen und damit die Eliminierung durch das
Immunsystem (Marchant et al., 2008).

Im direkten Vergleich war sowohl in vitro als auch in vivo die antivirale Wirksamkeit
des sDAF-Fc um ein Vielfaches niedriger als die des sCAR-Fc, was sich auch in
einer deutlichen Verringerung der patho-histologischen Verédnderungen bei CVB3
infizierten Mausen in vivo zeigte (Yanagawa et al., 2004; Goodfellow et al., 2005;
Yanagawa et al., 2003). Ursé&chlich verantwortlich hierfir scheinen unterschiedliche
Wirkmechanismen beider |6slichen Rezeptorproteine zu sein. Zum einen ist die
Bindungsaffinitat von sDAF-Fc zu CVB3 10.000-fach niedriger als die zwischen
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sCAR-Fc und dem CVB3-Kapsid. Des Weiteren basiert die Inhibierung des CVB3
durch sDAF-Fc auf einer reversiblen Blockierung der Bindungsdoménen fir den
zellularen Rezeptor auf dem Virion. Dagegen induziert die Interaktion von sCAR-Fc
mit dem CVB-Kapsid die Bildung von A-Partikeln, gekennzeichnet durch einen
irreversiblen Verlust der Infektidsitat (Kapitel 1.4) (Goodfellow et al., 2005).

Neben der virus-neutralisierenden Wirkung von sCAR-Fc und sDAF-Fc wurden
SCAR-DAF-Fc und sDAF-CAR-Fc Hybridfusionsproteine analysiert. Nur sCAR-DAF-
Fc wies dabei in vitro und in vivo eine ahnliche hohe, zum Teil sogar héhere CVB3-
inhibierende Wirkung als sCAR-Fc auf. sDAF-CAR-Fc war hingegen nahezu ohne
Wirkung. Es scheinen deshalb auch strukturelle Unterschiede in den generierten
Fusionsproteinen von groBer Bedeutung fur lhre Wirksamkeit zu sein (Lim et al.,
2006). Wurden sDAF-Fc und sCAR-Fc nach einer CVB3-Infektion appliziert, konnte
zwar ein inhibitorischer Effekt auf die virale Replikation im Herzen nachgewiesen
werden, jedoch keine Verringerung der patho-histologischen Veranderungen
(Yanagawa et al., 2003; Yanagawa et al., 2004).

1.5 Regulierbare Genexpressionssysteme

Regulierbare Genexpressionssysteme spielen eine wichtige Rolle fir die Effizienz
und Sicherheit in der Gentherapie. Dabei bietet die Regulation der Transgen-
expression, eine Moglichkeit die Konzentration des Transgenproduktes in einem
therapeutisch notwendigen, aber nicht toxischen MaB aufrechtzuerhalten. Weiterhin
kann im Fall unerwarteter Nebenwirkungen oder Komplikationen, die Expression
abgeschaltet und somit die Therapie beendet werden.

Die wichtigsten Eigenschaften, die ein regulierbares Expressionssystem aufweisen
sollte, sind eine niedrige Basalaktivitat, eine hohe Expression nach der Induzierung,
eine gute Regulierbarkeit der Expression Uber die Menge des Induzer und die
Moglichkeit der einfachen und nebenwirkungsfreien Verwendung in vivo (Mizuguchi
et al., 2003).

In den letzten Jahren wurden verschiedene regulierbare Expressionssysteme in
Saugerzellen entwickelt, wie zum Beispiel das Tetrazyklin-regulierbare System
(Gossen and Bujard, 1992; Gossen et al., 1995), das Ecdysone-induzierbare

Expressionssystem (No et al., 1996), das Mifepristone-induzierbare Expressions-
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system (Tsai et al., 1998) und das Dimerizer-induzierbare Expressionssystem (Ho et
al., 1996; Magari et al., 1997).

1.5.1 Das Tetrazyklin-regulierbare Expressionssystem

Das Tetrazyklin-regulierbare System (Tet-System) ist das am haufigsten verwendete
Regulationssystem. Es basiert auf dem Tetrazyklin-Resistenzoperon von Escherichia
coli. Prinzipiell gibt es zwei verschiedene Ansadtze, wie mit diesem System die
Genexpression reguliert werden kann (Gossen and Bujard, 1992; Gossen et al.,
1995).

Tet-OFF-Requlierung

Das Tet-OFF-System (Abb. 1.6_A) besteht aus dem chimerischen Protein tTA,
welches aus der c-terminalen-Doméane (127 AS) des Herpes-Simplex Virus VP16-
Protein (Agha-Mohammadi and Lotze, 2000) und dem tet-Repressors (tetR) ein DNA-
bindendes Protein besteht. Der tTA ist konditionell aktiv und bindet in Abwesenheit

von Tetrazyklin oder seinem Derivat Doxyzyklin (Dox) mit hoher Spezifitat und Affinitat
an eine spezifische regulatorische DNA-Region, bestehend aus einer sich siebenmal
wiederholenden tet-Operator-Sequenz (tetO;) upstream eines minimalen CMV-
Promotors (Tetrazyzylin-regulierter Promotor, TRE). AnschlieBend transaktiviert die
VP16-Domane des tTA die Expression des distal sich befindenden Transgens, indem
sie den Zusammenbau des transkriptionalen Initiaionskomplexes vermittelt. Die
Bindung von Tetrazyklin bzw. Dox an tTA fUhrt zu einer Konformationsanderung in der
tetR-Region, die die Loslésung des tTA vom tetO; und dadurch den Verlust der
Transaktivierung bewirkt (Baron and Bujard, 2000). Die Expression des Transgens
wird unterbrochen (Gossen and Bujard, 1992).

Das Tet-OFF-System wurde in zahlreichen in vitro und in vivo Studien angewandt, hat
jedoch flr eine therapeutische Anwendung den Nachteil, dass eine kontinuierliche
Zugabe von Tetrazyklin oder Dox fir die Inaktivierung der Transgenexpression

erforderlich ist.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Tet-On- und Tet-OFF-System

Tet-ON-Requlierung

Gossen et al entwickelten 1995 durch Mutagenese des tTA den reversen tTA (rtTA),
der im Gegensatz zu tTA die Transkription des Zielgens in Gegenwart von Dox
aktiviert und ohne den Inducer inaktiv ist (Abb. 1.6_B) (Gossen et al., 1995). Diese
Version zeigte ihrerseits jedoch neben einer hohen Instabilitat in vivo (Mizuguchi and
Hayakawa, 2002) wesentliche Nachteile: Zum einen war die Affinitat des rTA zu Dox
gering, so dass eine hohe Dosis vom Inducer fur eine effiziente Aktivierung
erforderlich war, zum anderen war das System mit einer relativ hohen basalen
Aktivitat aufgrund der unspezifischen Bindung des riTA an tetO; in Abwesenheit des
Inducers verbunden.

Eine weitere bedeutende Verbesserung des Tet-Systems stellte die Entwicklung des
Dox-abhangigen transkriptionalen Silencer (tTS) dar (Deuschle et al., 1995). Dabei
wurde der tTS durch Fusion des tetR mit der KRAB (Kruppel-associated-Box)-
Repressionsdomane des humanen Kid-Proteins generiert. Der tTS bindet durch tetR
an die Regulatorregion tetO; in Abwesenheit von Dox und KRAB reprimiert die
Promotoren. Durch Dox-Zugabe dissoziiert der tTS vom tetO7 und die transkriptionelle

Suppression wird aufgehoben.
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Durch die Verwendung unterschiedlicher Dimerisierungsdomanen im rtTA und tTS
war es mdglich, beide miteinander zu kombinieren (Abb. 1.6_C). Dabei bindet in
Anwesenheit von Dox der Transaktivator rtTA an tetO; und das Transgen wird
abgelesen. Durch Weglassen des Dox, dissoziert einerseits tTA vom tetO; und die
transaktivierende Wirkung wird aufgehoben. Andererseits bindet tTS an die
Regulatorregion und reprimiert zuséatzlich die Transkription. So konnte die
Basalaktivitat des rfTA weiter verringert und somit eine strengere Regulation der
Transgenexpression erreicht werden (Freundlieb et al., 1999).

Durch weitere Mutationsexperimente am rtTA sollte eine weitere Optimierung des Tet-
Systems erzielt werden. Dies filhrte zu zwei rtTA-Mutanten (rtTA2°-M2 und rtTA2®-
S2), die verbesserte Eigenschaften gegeniiber dem urspriinglichen rtTA zeigten
(Urlinger et al., 2000). Dabei zeichnete sich der rtTA25-S2 durch eine strenge
Regulierbarkeit, eine nicht detektierbare Aktivitdt in Abwesenheit vom Inducer bei
einem vergleichbaren Aktivierungspotential wie rtTA aus. Dagegen zeigte rtTA25-M2
eine hohere Affinitat zu Dox bei kaum zu detektierender Background-Aktivitat. Dabei
konnte eine maximale Aktivierung mit tTA25-M2 bei 10-fach niedrigerer Doxyzyklin-
Dosis im Vergleich zu rtTA und tTA25-S2 erreicht werden (Urlinger et al., 2000).

In einem in vivo Experiment konnte sowohl der rtTA25-M2 als auch rtTA25-S2 benutzt
werden, um die Expression eines Transgens (Erythropoetins) nach DNA-
Mikroinjektion in adulten M&use zu regulieren. Beide Varianten zeigten dabei Uber
zehn Monate eine sehr hohe Induzierbarkeit der Transgenexpression bei deutlich
niedrigerer Basalaktivitdt (Lamartina et al., 2002). Auch durch die Entwicklung von
neuen TRE-Promotoren war es mdglich die Basalaktivitdt in Abwesenheit des

Inducers zu minimieren (Agha-Mohammadi et al., 2004; Pluta et al., 2005).

1.5.2 Das Tetrazyklin-regulierbare Expressionssystem in adenoviralen Vektoren

Nicht nur die Basalaktivitdt und Transaktivierbarkeit eines regulierbaren Gen-
expressionssystem ist wichtig fir die Anwendung in vitro oder in vivo, sondern auch
die Methode der Einbringung dieses Systems in die Zellen. Der Einsatz von viralen
Vektoren, vor allem Adenovektoren (Hu et al., 1997; Nakagawa et al., 2001) (Corti et
al., 1999b; Corti et al., 1999a) AAV-Vektoren (Rendahl et al., 2002) und retrovirale
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Vektoren (Pluta et al., 2005) stellt eine wirksame Methode dar, Fremd-DNA effizient in
eine Vielzahl von Zelltypen in vitro und in vivo einzuschleusen.

Dabei wurde beobachtet, dass die Regulierbarkeit und Basalaktivitat des Tet-Systems
oft negativ durch die Integration in ein adenovirales Vektorgenom beeinflusst wird. So
zeigte z. B. das Tet-ON-System in einem Adenovektor eine viel niedrigere Regulation
der Genexpression als bei einem Tet-OFF-System, mit einer maximalen Expression
des Transgens bei Tet-ON von weniger als 1/10 des Tet-OFF-Systems. Zusatzlich
hatte das Tet-ON-System eine hohe Basalaktivitat in Abwesenheit des Inucers Dox
(Mizuguchi and Hayakawa, 2002). Wie bereits erwahnt, ist der Einsatz des Tet-OFF-
Systems in vivo im Rahmen gentherapeutischer Anwendungen nur schwer
realisierbar, da eine standige Gabe des Inducer von Néten wéare, um das System
abzuschalten und dies letztendlich eine erhebliche Belastung des Patientens
darstellen wirde.

Durch den zusétzlichen Einsatz des tTS konnte auch in Adenovektoren, sowohl die
Basalaktivitat des Tet-ON-Systems in Abwesenheit von Dox verringert, als auch die
Transaktivierbarkeit nach Zugabe des Inducers erhéht werden. Dabei wurde tTS, riTA
und das Transgen von einem Adenovektor kodiert (Rubinchik et al., 2005).

Die Basalaktivitat des TRE-Promotors ist ebenfalls vom Insertionsort der einzelnen
Bestandteile des Tet-Systems im adenoviralen Genom abhéngig. Mizuguchi et al.
zeigten, dass die Integration der Expressionskassette flr Transaktivator (rtTA),
Repressor (tTS) und Transgen in méglichst weit von einander entfernten Regionen im
adenoviralen Vektorgenom (Transgene mit TRE-Promotor in E1-Region; rnTA in ES-
Region; tTS in E4-Region und 3’ITR) die beste Regulierbarkeit aufwies. Dabei ist die
Applikation von nur einem Adenovektor ein weiterer positiver Effekt (Mizuguchi et al.,
20083).

Durch Kombination des tTS mit tTA25-M2 oder rtTA25-S2 wurde gezeigt, dass auch
die Replikation von adenoviralen Vektoren Dox-abhangig gemacht werden kann.
Fechner et al. kombinierten rtTA25-M2 und tTS zur Regulierung der E1A-Expression
in einem E1B-, E3-deletierten replikationskompetenten adenoviralen Vektor und
zeigten eine effiziente Regulation der Replikation dieser onkolytischen Adenovektoren
(Fechner et al., 2003a).
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1.6 Gentherapie mittels viraler Vektoren

Bei der Gentheraphie handelt es sich im weitesten Sinne um das Einbringen von
Nukleinsduren in Zellen mit dem Ziel einen palliativen oder kurativen Effekt zu
erzielen. Dabei wird die Gentheraphie in drei grundlegenden Strategien unterteilt. In
der Substitutionstherapie soll durch Einbringen von Genen eine nicht vorhandene
oder fehlerhafte Genexpression ersetzt werden. Diese Strategie wird hauptsachlich
bei monogenen Erkrankungen angewandt und wurde bereits in zahlreichen
klinischen Studien getestet (Blaese et al., 1995; Blaese, 1995a).

Bei dem GroBteil der heute durchgefihrten Gentherapiestudien handelt es sich um
Anti-Krebs-Therapien (66 %). Dabei wird am haufigsten das Prinzip der
Additionstherapie verwendet, bei der die physiologische Funktion eines Gens,
beispielsweise in der Immunabwehr bei Infektionskrankheiten und Krebs, verstarkt
wird (Blaese, 1995b).

Dem gegenuber gestellt ist die Suppressionstherapie, bei der durch Einbringen von
Nukleinsduren, die pathologische Wirkung von exprimierten Genen inhibiert werden
soll. RNAi und dominant negative Mutanten kommen dabei am h&ufigsten zum
Einsatz. Vor allem auf dem Gebiet der Infektionskrankheiten scheint die RNAi eine
vielversprechende neue Therapiemdglichkeit zu sein, bei der spezifisch das
Pathogen mit minimaler Beeinflussung des menschlichen Organismus inhibiert wird.
Das effiziente Einbringen der Nukleinsauren in das Gewebe ist essenziell fiir den
Erfolg der Therapie und stellt neben Fragen der Sicherheit eine der zentralen
Aufgabenstellungen der gentherapeutischen Forschung dar. Virale Vektoren
ermdglichen einen effizienten Gerntransfer in vitro und in vivo. Dabei werden Retro-,
Adeno- und AAV-Vektoren unter einer Vielzahl von Vektortypen am haufigsten
verwendet. Adeno- und AAV-Vektoren kommen, bedingt durch neue Entwicklungen

der letzten Jahre, bevorzugt fur kardiologische Fragestellungen zum Einsatz.

1.6.1 Adenovirale Vektoren

Adenoviren (Adenoviridae) sind nicht umhullte, doppelstrangige DNA-Viren mit einem
Durchmesser von 80 bis 110 nm. Die humanpathogenen Adenoviren werden der
Gattung Mastadenovirus zugeordnet und sind in die Subgenera A - F unterteilt (Berk,
2006). Zu den ausfihrlichsten untersuchten Adenoviren gehéren die nahe verwandten
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Serotypen 2 und 5 des Subgenus C, die als Wildtypviren nur meist milde
Erkaltungskrankheiten verursachen. Das ca. 36 kb groBe Genom enthalt am 5’- und
3’-Ende invertierte Sequenzwiederholungen (inverted terminal repeats; ITR), die
wahrend der DNA-Replikation flr die Initiation der Doppelstrangsynthese wichtig sind.
Ebenfalls befinden sich im Bereich der 5-ITR das Verpackungssignal (¥) und
Promotorelemente (Chroboczek et al., 1992; Grable and Hearing, 1990). Das Genom
besteht aus frihen Genen E1 - E4, die zeitig, wahrend der Infektion transkribiert
werden und den spaten Genen (L1 - L5), die fir die Expression der Strukturproteine
zustandig sind. Das ikosaedrische Kapsid besteht aus sieben verschiedenen
Proteinen, unter ihnen Hexon, Penton-Basis und Fiber. Das Fiberprotein sitzt an den,
durch das Penton-Basis-Protein gebildeten, Ecken des Kapsids und vermittelt die
Anheftung an den Rezeptor auf den Zielzellen. Der zellulare Rezeptor fur die initiale
Anheftung vieler Adenoviren (Adenovirus A und C-F) ist der CAR, wéahrend flr die
Internalisierung des Virus Integrine genutzt werden (Bergelson, 1999).

Adenoviren kénnen teilende, aber auch postmitotisch ruhende Zellen des Hals-
Nasen-Rachenraumes, der Lunge und des Verdauungstraktes infizieren. Nach
Infektion der Zielzelle wird das Genom im Zellkern entpackt. Durch Transkription der
frihen Gene, ca. 8 Stunden nach Infektion, werden die DNA-Replikation und spater
die Kapsid-Produktion initilert. Die Dauer eines Infektionszyklus betrégt zwischen ein
und drei Tagen und unter optimalen Bedingungen entstehen dabei, durch Lyse der
infizierten Zelle, etwa 1.000 - 10.000 neue Viruspartikel.

Adenovirale Vektoren (AdV) werden haufig als Gentransfervektoren (besonders
Serotyp 2 und 5) eingesetzt. Sie besitzen die Vorzlige, dass sie relativ groBe
Transgenkassetten aufnehmen und ein sehr breites Spektrum an Zelltypen und
Geweben transduzieren kdnnen. Sie integrieren nicht in das Wirtszellgenom und
gewahrleisten eine hohe Expression des Transgens (Majhen and mbriovic-Ristov,
2006; Harui et al., 1999). Ebenso kénnen sie mit einfachen Mitteln in groBen Mengen
und hohen Konzentrationen herstellen werden (Wilson, 1996). Nach systemischer
Applikation in vivo weisen sie einen ausgesprochenen Lebertropismus auf (Fechner
et al., 1999; Schiedner et al., 2003; Smith et al., 2002).

Bei adenoviralen Vektoren wird zwischen Vektoren der ersten, zweiten und dritten
Generation unterschieden. Adenovirale Vektoren der ersten Generation enthalten
Deletionen der fur die Replikation essentiellen E1- und optional der E3-Genregion.
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Dadurch verlieren die Vektoren in den meisten Zellen ihre Replikationskompetenz. Die
Transgenkapazitat der E1/E3-deletierten Vektoren betragt ca. 8,2 kb (Danthinne and
Imperiale, 2000; Lai et al., 2002). Adenovektoren der ersten Generation l6sen eine
starke Immunantwort aus, hauptsachlich verursacht durch die de novo Synthese
viraler Proteine (Gilgenkrantz et al., 1995; Yang et al.,, 1996). Dies fuhrt zur
Eliminierung der transduzierten Zellen aus dem Organismus durch das Immunsystem,
wodurch die Transgenexpression meist nur auf einen kurzen Zeitraum begrenzt ist
(Majhen and mbriovic-Ristov, 2006).

In den adenoviralen Vektoren der zweiten Generation wurden weitere Deletionen der
E2- und E4-Region eingefuhrt, wodurch die Transgenkapazitat auf etwa 14 kb erhéht
werden und die Attenuierung verbessert werden konnte (Gorziglia et al., 1996; Lusky
et al., 1998; Gao et al., 1996). Durch die fehlende Genexpression der spaten Gene
konnte bei diesen Vektoren auch die Immunantwort gegen transduzierte Zellen
verringert werden (Russell, 2000; Amalfitano et al., 1998). Die Vermehrung dieser
replikationsinkompetenten Viren wird durch transkomplementierende Zelllinien, die
stabil die fehlenden Gene exprimieren, erméglicht (Zhou et al., 1996; Wang et al.,
1995).

Die einzigen essentiellen Sequenzen im adenoviralen Genom sind die ITRs und das
Verpackungssignal (W¥), das sich im Bereich der 5-ITR befindet. Daher wurden in
einer neuen Generation von adenoviralen Vektoren alle weiteren DNA-Sequenzen
(alle E- und L-Gene) entfernt und nur ca. 400 bp am 3'-Ende und ca. 120 bp am 5’-
Ende beibehalten (Fisher et al., 1996a; Kochanek et al., 1996). Die so entstandenen
High capacity- oder gutless-Vektoren (3. Generation) besitzen eine Kapazitat von
etwa 36 kb, wodurch das Einsatzspektrum erheblich vergréBert (z. B. Einbringen des
14 kb groBen Dystrophingen) und ebenso eine Erhéhung der Spezifitat
(gewebsspezifische Promotoren) und Sicherheit (Verwendung von regulierbaren
Expressionssystemen) der Transgenexpression ermdglicht wird (Kumar-Singh and
Chamberlain, 1996; Hardy et al., 1997). Ein zuséatzlicher Vorteil ist das Fehlen einer
viralen Genexpression, wodurch zytotoxische und immunogene Eigenschaften
ebenfalls minimiert wurden. Dadurch garantieren diese Vektoren eine Langzeit-
expression der Transgene. Ein Nachteil stellt aber immer noch eine relativ
komplizierte und ineffiziente Vektorproduktion dar (Maione et al., 2000).

Die Bandbreite, in der adenovirale Vektoren eingesetzt werden, reicht von
Impfvektoren, z. B. fir Vakzine gegen HIV (Catanzaro et al., 2006), Ebola (Sullivan et
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al., 2006) und Influenza (Gao et al.,, 2006), Uber Vektoren zur Tumortherapie
(Hoffmann et al., 2007) bis hin zu Einsétzen in der Gentherapie bei Krankheiten durch
angeborene Gendefekte wie cystischer Fibrose (Harvey et al.,, 1999), Ornithin-

Transcarbamylase Defizienz (Raper et al., 2002) oder Hamophilie A (High, 2003).

1.6.2 Adeno-assoziierte-Virus Vektoren

Adeno-assoziierte Viren (AAV) gehéren zur Familie der Parvoviridae, und in dieser
zum Genus der Dependoviren. Wie der Name schon sagt, benétigen sie sogenannte
Helferviren, wie z. B. Adenoviren oder Herpesviren, um in Zielzellen zu replizieren.
Uber 100 verschiedene Serotypen konnten bis jetzt aus Menschen und Primaten
isoliert werden. Sie bestehen aus einem 20 — 25 nm groBen Kapsid ohne Hulle und
einem einzelstrangigen DNA-Genom mit einer GrdBe von ca. 4,7 kb (Berns, 1990;
Berns and Giraud, 1996). Diese DNA besteht aus zwei Genen, rep und cap, wobei
rep fur Proteine kodiert, die in die DNA-Replikation involviert sind, wahrend cap durch
differenzielles Splicen drei Proteine exprimiert, die das Kapsid bilden (Hermonat et
al., 1984).

AAV-Vektoren besitzen wie auch Adenovektoren einen breiten Gewebetropismus
und transduzieren sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen. Besonders
herausragend ist ihre Eigenschaft, eine Langzeitstabilitat der Transgenexpression bis
uber mehrere Jahre zu gewahrleisten (Hermonat et al., 1984; Kaplitt et al., 1994a;
Xiao et al., 1996¢).

Obwohl AAV an definierten Stellen in das Wirtszellgenom integrieren kénnen, wurde
dieses Phanomen bei den AAV-Vektoren nicht beobachtet, was negative Effekte, wie
z. B. bei retroviralen Vektoren minimiert (Kay and Nakai, 2003; Nakai et al., 2001).
Ein weiterer Vorteil dieser viralen Vektoren ist, dass bis jetzt keine mit AAV
assoziierten Krankheitsbilder beobachtet wurden und dass sie in den infizierten
Zellen nicht autonom replizieren. Des Weiteren wurde nur eine minimale
zellvermittelte Immunantwort gegen AAV-Vektoren beobachtet und auch Microarray-
Studien zeigten eine minimale Beeintréachtigung des zelluldren Expressionslevels in
AAV-Vektor-transduzierten Zellen (Stilwell et al., 2003). Ebenfalls konnte in
Geweben, die mit AAV-Vektoren transduziert wurden generell keine Inflammation
festgestellt werden (Conrad et al., 1996).

35



Urspringliche AAV-Vektoren wurden auf Basis des Serotyps AAV2 entwickelt.
Allerdings zeigten diese Vektoren eine geringe Transduktionseffizienz in vivo und
einen ausgesprochenen Lebertropismus. Durch die Entwicklung pseudotypisierter
AAV-Vektoren, die das virale backbone mit ITR, Verpackungssignal und rep-Gen
vom AAV2-Serotyp besitzen, jedoch die Kapsidproteine von anderen AAV-Serotypen
aufweisen, konnte die Gewebespezifitdt und Transduktionseffizienz entscheidend
verbessert werden (Rabinowitz et al., 2002). So weisen AAV2/1-, AAV2/7- und
AAV2/9-Vektoren (Kapsidproteine von AAV1, AAV7 und AAV9-Serotyp) beispiels-
weise einen deutlich verbesserten muskelspezifischen Gentransfer auf (Gao et al.,
2002) und AAV2/6 transduziert effizienter Lungenepithelzellen als AAV2 (Halbert et
al., 2001). Fir den herzspezifischen Gentransfer stellten sich AAV2/8 und AAV2/9 als
am besten geeignet heraus (Palomeque et al., 2007; Pacak et al., 2006). So konnte
z. B. eine 80 %ige Transduktionseffizienz des Herzens bei systemischer Applikation
von 1x10"" Partikel AAV2/9 erreicht werden (Inagaki et al., 2006; Lyon et al., 2008).
Neben der hohen Transduktionsrate stellt eine rasche Genexpression fir viele
Anwendungen eine essentielle Voraussetzung dar. Bei konventionellen AAV-
Vektoren mit einzelstrangigem Vektorgenom wird die Transgenexpression in vivo
aufgrund einer ineffizienten Doppelstrangsynthese zum Teil um Wochen verzdgert
(Ferrari et al., 1996; Fisher et al., 1996b). Durch neu entwickelte so genannte selbst-
komplementierende (sc)AAV-Vektoren, die aufgrund einer Mutation in der terminal
resolution site (trs) ein dimerisches Vektorgenom in das Kapsid verpacken, wird so,
eine schnelle und hohe Transgenexpression binnen weniger Tage nach Applikation
erreicht (McCarty et al., 2003; McCarty et al., 2001).

Besonders vorteilhaft fir den Einsatz von AAV-Vektoren im Rahmen therapeutischer
in vivo Anwendungen, hat sich darlber hinaus eine in den letzten Jahren erzielte
Verbesserung der Produktionstechnologie ausgewirkt, die es ermdglicht, die
Vektoren in hohen Titern und groBer Reinheit zu produzieren (Xiao et al., 1998;
Drittanti et al., 2000).
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1.7 Ziel der Arbeit

Die Myokarditis ist eine haufig vorkommende entzindliche Erkrankung des Myokards
mit unterschiedlicher klinischer Auspragung und kann durch idiopathische,
autoimmune und vor allem infektidse Agenzien ausgeldst werden (D'Ambrosio et al.,
2001). Besonders Enteroviren und speziell Coxsackieviren der Gruppe B (CVB)
kénnen eine akute Myokarditis hervorrufen und stehen ebenfalls im Verdacht ein
auslésendes Pathogen bei Entstehung der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) zu
sein (Knowlton and Badorff, 1999).

Bei viralverursachter Myokarditis infiziert das Virus vor allem Kardiomyozyten und
fuhrt so Replikations-bedingt zu deren Lyse (Kandolf et al., 1985; Kandolf et al.,
1985; Yajima et al., 2006). Reaktiv kommt es zur Infiltration von leuko- bzw.
lymphozytéren Entzindungszellen (Kawai, 1999). Wahrend im akuten Verlauf das
Virus aus dem Herzen eliminiert wird und die Inflammation abklingt, kommt es im
chronischen Verlauf, zu einer fortlaufenden Inflammation und Strukturverdnderungen
des Herzens, bedingt durch Fibrose und interstitiellem Remodeling (Kawai, 1999;
Pauschinger et al., 2002). Klinisch manifestiert sich die DCM in der Verschlechterung
der kardialen Pumpfunktion bis hin zur Herzinsuffizienz, dem Unvermdgen des
Herzens, die vom Koérper bendtigte Leistung zu erbringen (Kuhl et al., 2005c).

Neben der klassischen symptomatischen Pharmakotherapie, gibt es bis zum
heutigen Tag keine, die Ursache bekampfende klinisch angewandte Therapieform
(Pauschinger et al., 2004).

Infolge der groBen Kklinischen Relevanz, ist das Finden neuer kausaler
Therapiestrategien deshalb von eminenter Bedeutung (Pauschinger et al., 2004;
Richardson et al., 1996). Molekulare und gentherapeutische Verfahren besitzen
dahingehen ein groBes Potenzial, da sie gezielt gegen definierte molekulare
Strukturen vorgehen und somit die Spezifitat und Effizienz bedeutend erhdéhen
kénnen.

Im Hinblick darauf, sollten in dieser Arbeit drei verschiedene gentherapeutische
Strategien untersucht und miteinander verglichen werden. Dabei ging es in erster
Linie darum, die Infektion kardialer Zellen durch CVBS3, dessen Replikation und damit

verbunden die Schadigung der Wirtszelle zu verhindern.
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Die ersten beiden Strategien basierten auf RNA-Interferenz (RNAi). Dabei sollte
untersucht werden, wie sich die Herunterregulation des Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptors (CAR), als zellulare Zielstruktur, inhibierend auf die Infektion der Zellen
durch CVB3 auswirkt. Durch Verwendung von adenoviralen Vektoren (AdV) sollte
dabei eine effiziente Transduktion und quantitativ hohe und andauernde Expression
der RNAI induzierenden shRNAs gewahrleistet werden.

Als virale Zielstruktur sollte in der zweiten RNAi-basierten antiviralen Strategie die
Expression der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RdRP), durch zwei
simultan exprimierte shRNAs gegen die RdRP, inhibiert werden, um eine virale
Replikation wirkungsvoll und lang anhaltend zu unterdriicken. Adeno-assoziierte
Virus (AAV)-Vektoren sollten dabei der effizienten Transduktion primaren
Kardiomyozyten dienen. Bei einer wirkungsvollen CVB3-Inhibierung in vitro sollte die
Wirkung dieses antiviralen Ansatzes auf die CVB3-Infektion im Herzen, in einem
Myokarditis-Mausmodell untersucht werden. Kardiotrope AAV-Vektoren, sollten dabei
einen kardiospezifischen Gentransfer gewahrleisten.

Im Gegensatz zu den RNAi-basierenden antiviralen Strategien sollte im dritten Teil
der Arbeit ein |I6sliches rekombinantes Rezeptorprotein (sCAR-Fc) mittels
pharmakologisch regulierbarer Adenovektoren exprimiert und dessen inhibitorische
Wirkung auf die CVBS3-Infektion untersucht werden. Nach erfolgreichen in vitro-
Studien, sollte weiterhin die Effizienz und Sicherheit der gentherapeutischen
Applikation von sCAR-Fc im CVB3-Myokarditis-Mausmodell untersucht werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Substanz Hersteller/Vertrieb

Agar NOBIE DIFCO Laboratories, Lawrence/US
Agarose Biozym, Oldendorf/D

Ampicillin Sigma-Aldrich, Minchen/D

4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
Bovine serum albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)
Cesiumchlorid (CsCl)

Chloroform
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1)
Cy3-conjugated Strepavidin
Kristallviolet

Dimethyl sulfoxide (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Doxycyclinehyclat

Eagle-Pulver

Entellan

Ethanol absolut

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-

phenyl-phenanthridiumbromide), 10 mg/ml

Ethylenediaminetetraacetate (EDTA)
Express Hyb — Hybridisierungslésung
Fluoromount GTM

Fotales Kalberserum (FKS)
Formaldehyd [37% ( w/v)]

Formamid

FUDR

Gentamycin

Glucose

Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Fluka, Buchs/CH

Dianova, Hamburg/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Promega, Mannheim/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Invitrogen, Karlsruhe/D
Merck, Darmstadt/D

J.T. Baker, Philipsburg/US
Roth, Karlsruhe/D

Sigma-Aldrich, Minchen/D
Clontech, Mountain View/US
Southern Biotech, Birmingham/US
Biochrom AG, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D

Fluka, Buchs/CH

Sigma-Aldrich, Minchen/D
Biochrom AG, Berlin/D

Fluka, Buchs/CH
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Substanz

Hersteller/Vertrieb

L-Glutamin
Glycerol [60% (v/v)]
Glycerin

Glycin

HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-
ethanesulfonic acid)

Horse-Serum (HS)

Kaliumchlorid (KClI)
Kaliumhydrogenphosphat
Ketanest

LB-top agar

L-Glutamin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCly)
Methanol

Mineraldl

MOPS (6-Morpholinpropansulfonsaure)
Natriumhydroxide

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonate
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat (NasHPQOy,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Neutralrot

Nonidet-P40

Norepinephrine

Nystatin

Paraformaldehyde

PBS Dulbecco’s (1x) wo Ca & Mg
Poly-ethylenglycol (PEG)
Penicillin

Phenol

Invitrogen, Karlsruhe/D
Fluka, Buchs/CH

Roth, Karlsruhe/D

Fluka, Buchs/CH
Sigma-Aldrich, Minchen/D

Biochrom AG, Berlin/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Parke-Davis GmbH, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Invitrogen, Karlsruhe/D
Bio-Rad, Hercules/US
Sigma-Aldrich, Minchen/D
J.T. Baker, Philipsburg/US
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Fluka, Buchs/CH

Merck, Darmstadt/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Serva, Heidelberg/D
Fluka, Buchs/CH

Merck, Darmstadt/D

Fluka, Buchs/CH
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Invitrogen, Karlsruhe/D
Riedel de Haen, Seelze/D
PAA, Pasching/A
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Biochrom AG, Berlin/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
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Substanz

Hersteller/Vertrieb

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(24:25:1)

Polyethyleneglycol
Ponceau S Solution
Protease-Inhibitor
RNase inhibitor
Schwefelsdure
SDS

Sephadex G-50
Streptomycin sulfat
Sucrose
SYBR-Green
Thiopental
Trizma®-HCI
Trypanblau
Trypsin
Trypsin/EDTA
Trypsininhibitor
Triton X 100
TRIzol Reagent
Tween 20

Wasser RNase frei (DEPC behandelt)

Fluka, Buchs/CH

Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Peqglab, Erlangen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Biochrom AG, Berlin/D

Fluka, Buchs/CH

Invitrogen, Karlsruhe/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Sigma-Aldrich, Minchen/D

Gibco, Karlsruhe/D

Biochrom AG, Berlin/D

Life Technologie, Grand Island/US
Life Technologie, Grand Island/US
Sigma-Aldrich, Minchen/D
Invitrogen, Karlsruhe/D

Promega, Mannheim/D

USB Coporation, Cleveland/US

Der Begriff Aqua destillata (A. dest.) beschreibt deionisiertes Wasser, dass weiterhin

autoklaviert wurde (120°C, 2 bar, 20 min).

2.2 Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Alkaline phosphatase, calf intestinal (CIP)

Benzonase
DNase | peq GOLD

Roche, Mannheim/D
Merck, Darmstadt/D
Peqglab, Erlangen/D
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Proteinase K
Pwo-Polymerase
Restriktionsenzyme
SuperScriptll RTase
T4-DNA-Ligasen
T4-DNA-Polymerase

T4 Polynucleotid Kinase

Taqg-Polymerase
Trypsin

Boehringer, Mannheim/D

Roche, Mannheim/D

New England Biolab/ Frankfurt a. M./D
Invitrogen, Karlsruhe/D

New England Biolab/ Frankfurt a. M./D
New England Biolab/ Frankfurt a. M./D
New England Biolab/ Frankfurt a. M./D
Applied Biosystem/US

Biochrom AG, Berlin/D

Alle Enzyme wurden mit den mitgelieferten Puffern entsprechend den Hersteller-

angaben eingesetzt.

2.3 Reagenzsysteme

Bezeichnung

Hersteller

BCA Protein Assay

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Cell Proliferation Kit Il (XTT)

Pierce, Rockford/US
Applied Biosystems/US
Roche, Mannheim/D

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents Amersham, Piscataway/US

EndoFree® Plasmid Kit

E.Z.N.A. Tissue DNA Kit Il

High Capacity® cDNA Archive Kit
Human IgG ELISA
Kalzium-Phosphat Transfektion-Kit
Luciferase detection Kit

Plasmid Minipraparation Kit
QIAEX® 1l Gel Extraction Kit
TagMan Universal Master Mix UNG
Zero Blunt® TOPO Kit

TOPO TA Cloning® Kit

Qiagen, Hilden/D
Peglab, Erlangen/D
Applied Biosystems/US
Bethyl Lab Inc., Montgomery/US
Stratagene, La Jolla/US
Boehring, Mannheim/D
Peglab, Erlangen/D
Qiagen, Hilden/D
Applied Biosystems/US
Invitrogen, Mannheim/D
Invitrogen, Mannheim/D
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2.4 Losungen und Puffer

20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat pH-Wert 7,0

50 x TAE: 2 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8,0

10 x TE Puffer: 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, autoklaviert

10 x MOPS Puffer: 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, 200 mM MOPS, pH 7,0

1 x TBS: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl, 150 mM NaCl, pH 8,0

2 x HBS: 280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 150 mM Na,HPO,, pH 7,05

10 x RNA-Ladepuffer: 720 ul Formamid, 80 pl gesattigte Bromphenolblau-Lésung,
180 pl 37 %ige Formaldehyd-Lésung, 160 pyl 10 x MOPS-
Puffer, 1,5 ul Ethidiumbromid ad 1,5 ml A. bidest

Waschlésung fir Hybridisierung von Nukleinséuren
Waschlésung I: 2 x SSC, 0,05 % SDS

Waschlésung 11: 0,1 x SSC, 0,1 % SDS
Stripping-Puffer: 0,5 % SDS

Lésungen fiur Immunfluoreszenz
Fixierlésung: PBS mit 4 % Formaldehyd, 1 mM MgCly, 0,5 % Triton X 100
Blockierungslésung: TBS mit 5 % Serum, 0,1% Triton X 100

Lésungen fiur Western-Blot
,aeneral“-Lysepuffer: 20 mM Tris (pH 8), 10 mM NacCl, 0,5 Triton X-100, 5 mM
EDTA, 3 mM MgCl, + Protease-Inhibitor 1:100

4 x Ladepulffer: NuPage TM LDS Sample Puffer (Invitrogen) + DTT 1:5
Laufpuffer: 20 x NuPAGE RunningBuffer (Invitrogen)
Transferpuffer: 50 ml NuPAGE TransferBuffer (Invitrogen), 200 ml Methanol

ad 1 |1 Aqua dest.
Stripping-Puffer: 15 g Glycine, 100 ml 10 % SDS, 1 ml Tween 20, pH 3,2
ad 1 | Aqua dest.
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Lésungen fiur Rattenkardiomyocytenpraparation
ZIM/PS: 120 mM NaCl, 4,56 mM KClI, 0,44 mM KH,POy4, 0,42 mM NaHPO,,

25 mM, 5,55 mM Glucose, 383 U/ml Streptomycin, 5.000 U/ml Penicillin
ZIM-Trypsin: 120 mM NacCl, 4,56 mM KCl, 0,44 mM KH2PQOy4, 0,42 mM NaHPQ,,

25 mM, 5,55 mM Gilucose, 0,25 % Trypsin

Losungen fiir AAV-Praparation

24 % PEG/NaCl: 24% PEG, 1,86 M NaCl
NaCIl-HEPES-L6sung: 50 mM HEPES, 0,15 M NaCl, 25 mM EDTA
PBS/MK-Lésung: 1 x PBS, 2,5 mM KCI, 1 mM MgCl,

2.5 Nukleinsauren

dNTPs Rapidozym, Berlin/D
[*2P]JdCTP  Amersham, Miinchen/D

2.5.1 DNA-GroBenstandard

1 kb-DNA-Leiter, peglab Biotechnologie GmbH, Berlin/D
DNA-Leiter Mix, peglab Biotechnologie GmbH, Berlin/D
peq Gold o’range, peglab Biotechnologie GmbH, Berlin/D

2.5.2 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Oligoservice, Berlin/D synthetisiert und in

Aqua dest. geldst (Konzentration 100 uM).

Bezeichnung Sequenz in 5’- 3’ Orientierung Bemerkung

shCAR2,, P1 gat ccc cct act atc cgg atc tga aat tc Klonierung der shRNA2 -
shCAR2,, P2 aag aga ttt cag atc cgg ata gta gtt ttt a Expressionskassette gegen CAR,
shCAR2, P3 agc tta aaa act act atc cgg atc tga aat

shCAR2,, P4 ctc ttg aat ttc aga tcc gga tag tag ggg

shCARS3,, P1 gat ccc cct ata aat gtg acc aac ctt tc Klonierung der shRNA3
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shCAR3,, P2
shCARS,, P3
shCARS3,, P4
shCAR4,, P1
shCAR4,, P2
shCAR4,, P3
shCAR4,, P4
shCAR9;, P1
shCAR9, P2
shCAR9, P3
shCAR9, P4

shCAR4,,, RT
shCAR4,, for

shCAR4,, rev
B-Aktin-sense
B-Aktin antisense
mCAR-105s
mCAR-756a
mCAR-469s
mCAR-704s
mCAR2-1130a
CAR1-1157a
HIFA53s

Ad5 324s

Ad5 4600as

Ad5 3315s
CAR105-Nhel
B618-Notla
pTREtightSpels
pTREtightXbalas

pTREtightXbals
pTREtightSpel600as
sCAR-Fc_Kpnls
sCAR-Fc_Miulas
Fc-sCAR2794as
Fc-sCAR2747s
Fc-sCAR3198s
Fc-sCAR3587s
Fc-sCAR3977s

aag aga agg ttg gtc aca ttt ata gtt ttt a
agc tta aaa act ata aat gtg acc aac ctt
atc ttg aaa ggt tgg tca cat tta tag ggg
gat ccc cgg atc gga aga gat tgg aaa tit ¢
aag aga agg ttg gtc aca ttt ata gtt ttt a
agc tta aaa act ata aat gtg acc aac ctt
ctc ttg aaa ggt tgg tca cat tta tag ggg
gat ccc cgg tgg atc aag tga tta ttt tc
aag aga aat aat cac ttg atc cac ctt ttt a
agc tta aaa agg tgg atc aag tga tta ttt
ctc ttg aaa ata atc act tga tcc acc ggg

gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca
ctg gat acg act tcc aa

gcg geg gat cgg aag aga tt

gtg cag ggt ccg agg t

aag gat tcc tat gtg gtc g

ctc ctt aat gic acg cag ga

cgg cag cta cca tgg cgc

acc gtg cag ctg tat gtc cca

Ttc ttg tta agc ctt cag g

aaa cag agt ggg ctc tga

Tta tac cac tgt aat gcc atc ggt ct

cta tac tat aga ccc atc ctt g

tag ggt tta aac cca ggg ttt tcc cag tca
tct aga tct ttt gtg tta ctc ata geg cg
gaa tgc atg gaa aat ctt gg

tga cat gac cat gaa gat ct

cta gct age tcg gea gec agce atg geg
ggc ggc cgc ttt att tga agg agg g

cga cta gtc gag gcc ctt tcg tct tca cac

ccg cte gag gea gtc tag age gag gaa get
agaggc agtg

cgc tcg agt cta gag gec ctt teg tet tca cac g
cta gac tag tgc gag gaa gct aga ggc agt ga

cgg ggt acc cag cat ggc get cct get g
cga cgc gtc gec att tag gtg acc act aat
agc cac acg atg tcc agc ggt

ctg cct atc tgc cat gca aat

Ttc atg gtt agc aga aat ga

gga ggt gca taa tgc caa ga

tgg aca aga gca agg tgg ca

Expressionskassette gegen CAR,

Klonierung der shRNA4 -
Expressionskassette gegen CAR,,

Klonierung der shRNA9 -
Expressionskassette gegen CAR;,

Quantifizierung der shCAR4,,-
Expression (RT-stem-loop Primer)

B-Aktin-Sonde flir Northern-blot

mCAR-Amplifikation

Sequenzierung shRNA-Kassette
Kontrolle v. AdV auf RR5
Kontrolle v. AdV auf RR5 u. RCA
Kontrolle v. AdV auf RCA
sCAR-Amplifikation

Konstruktion pAdR4

Konstruktion pAdG12

Amplifikation sCAR-Fc

Sequenzierung sCAR-Fc
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2.5.3 Tag-Man Sonden

MGB-Probes (Applied Biosystem/US)

mCAR (Maus)
mHPRT (Maus)
mGAPDH (Maus)
rCAR (Ratte)
rGAPDH (Ratte)

MmO00438361_m1
MmO00446968_m1
Mm99999915_g1

Rn01477162_m1

Rn99999916_s1

2.5.4 Plasmide
Plasmid Selektionsmarker Hersteller
pSilencer™ 2.1-U6 neo | AmpR, NeoR Ambion, Darmstadt/D
pCR2.1-TOPO AmpR, KanR Invitrogen, Mannheim/D
pCR 4Blunt-TOPO AmpR, KanR Invitrogen, Mannheim/D
pZS2-tTA-M2 AmpR Fechner et al., 2003
pAdU6shGFP AmpR (Fechner et al., 2007a)
pAdU6shPLB;, AmpR (Fechner et al., 2007c)
pCR3.1-mCAR2 AmpR, KanR, NeoR A. Dérner, Charite - Berlin/D
pThorsten-Fc AmpR, HygR B Spiller, Cardiff/UK
pTRE-tight AmpR Clontech, Mountain View/US
pAAV-MCS AmpR Stratagene, La Jolla/US
pSiDEXx AmpR Schubert et al., 2005
pDG AmpR Sipo et al., 2007
pDP6rs AmpR Sipo et al., 2007
P5E18-VD2/9 AmpR Dr. Wilson, Pennsylvania/US
pHelper AmpR Stratagene, La Jolla/US
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2.6 Antikorper

2.6.1 primare Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

H-300 (rabbit-anti-CAR)
RP194 (rabbit-anti-mCAR2)
RP291 (rabbit-anti-mCAR1)
RmCB (mouse-anti-hCAR)
GAPDH (rabbit-anti-hnGAPDH)
GFP (rabbit-anti-GFP)

Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/US
(Shaw et al., 2004)

(Shaw et al., 2004)

Upstate, Lake Placid/US
Chemicon, Temecula/US

Santa Cruz Biotech, Santa Cruz/US

2.6.2 sekundare Antikérper

Bezeichnung

Hersteller

swine-anti-rabbit IgG-HRP
donkey-anti-rabbit IgG-Biotin
goat-anti-mouse IgG-HRP
goat-anti-rabbit IgG-594

DAKO, Hamburg/D
Dianova, Hamburg/D
Amersham, Piscataway/US

Molecular Probes/Invitrogen, Mannheim/D

2.7 Bakterienstamme und Medien

E.coli XL-10 Gold (Stratagene, USA):
TetR A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96

relA1 lac Hte [F" proAB laclgZAM15 Tn 10 (TetR) Amy CamR]
E.coli Top 10 (Invitrogen, Mannheim/D):

F {laclq Tn10 (TetR)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcBC) F80/acZM15 lacX74 recA1 deoR

araD139 (araleu) 7697 gallJ gaK rpsL (StrR) endA1 nupG

Bakterien-Medien

Medium Hersteller
LB-Medium Invitrogen, Mannheim/D
LB-Agar Invitrogen, Mannheim/D
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2.8 Zelllinien und Medien

Bezeichnung Beschreibung

Kultivierungsmedium

HEK 293 Humane embryonale Nierenzellen

HEK 293T Humane embryonale Nierenzellen

Hela humanes zervikales Adenocarzinom
HL-1 murine atriale Zelllinie
PNCM primare neonatale Rattenkardiomyozyten

DMEM (Gibco BRL) *
DMEM (Gibco BRL) *
DMEM (Gibco BRL) *
Claycomb-Medium®*

CMRL 1415-ATM
(Biochrom AG, Berlin/D)*

* Wenn nicht anders erwahnt, wurden alle Zellkulturmedien mit 10% FKS und 1%

Penicillin/Streptomycin versetzt.

* Claycomb-Medium wurde mit 10% FKS (JRH Bioscience, Lenexa/US), 1%

Penicillin/Streptomycin 0,1 mM Norepinephrin und 2 mM L-Glutamin versetzt.

Dabei wurde das Norepinephrin alle vier Wochen neu angesetzt.
* Komplettmedium: 10% FKS, 10% HS, 20 ug/ml Gentamycin, 5,4 mM KCl,
1,26 mM CaCl, 2,8 mM Glukose
Vollimedium: 10% FKS, 20 ug/ml Gentamycin, 5,4 mM KCl, 1,26 mM CacCl, 2,8 mM

Glukose, 2 uM FUDR

Low-Medium: DMEM + GltuMaxTM (Gibco BRL) 2%, FKS 1% Penicillin/Streptomycin
Eagle-Overlay: 9,61 g Eagle-Pulver, 0,5 ml Nystatin, Penicillin 1 Mio IE,

Streptomycin 759 U/mg, 1,7 g Na-Hydrogencarbonat ad 750 ml

2.9 Viren und virale Vektoren

2.9.1 Viren

Virus

Hersteller

Adenovirus 5 (RCA)
Coxsackievirus B1 (VR-28)
Coxsackievirus B6 (VR-155)
Coxsackievirus B2-B5
Coxsackievirus A21 (CVA21)
Humanes Rhinovirus 14 (HRV14)

Dr. Fecher, Charite - Berlin/D

ATCC, Manassas/US
ATCC, Manassas/US
Prof. Klingel, Tabingen/D
Prof. Klingel, Tibingen/D
Prof. Zeichhardt, Berlin/D
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2.9.2 virale Vektoren

AdVCMV-GFP
AdVCMV-Luc
scAAV2/2-GFP
scAAV2/6-GFP
scAAV2/9-GFP

2.10 sonstige Materialien

Whatman-Papier

Hybond™ N Nylon-Membran
Kodak Biomax MS Film
NuPage 4 - 12 % Bis-Tris Gel
PVDF Membran
DNA-Loading Buffer

2.11 Gerate

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Agarosegel-Kammer Hoefer® HE 33
Anthos reader 2001

Axiovert 25 Mikroskop

Brutschrank Modell 5420

Centrifuge 5415D und Centrifuge 5415R
DNA Thermal Cycler
Elektrophoreseeinheit PP3000
FACS Calibur

Feinwaage BL 310

Fuji Film BAS-1500 imager

Gene Amp® PCR System 9700
Heizplatte IKAMAG® RH

Whatman International Ltd/GB
Amersham, Buckinghamshire/GB
Integra Biosciences, Fernwald/D
Invitrogen, Karlsruhe/D

Bio-Rad, Hercules/US

peqglab Biotechnologie GmbH, Berlin/D

(Perkin Elmer, Wellesley/US)
(Pharmacia Biotech, Uppsala/S)
(anthos labtec industries, Boston/US)
(Zeiss, Jena/D)

(Labotect Labortechnik, Géttingen/D)
(Eppendorf, Hamburg/D)

(Perkin Elmer Cetus, Wellesley/US)
(Biometra GmbH, Géttingen/D)
(Becton Dickinson, Franklin Lakes/US)
(Sartorius, Gottingen/D)

(Fuji Photo Film, Dusseldorf/D)
(Applied Biosystems, Foster City/US)
(Janke IKA-Labortechnik, Staufen/D)
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Hybridisierungsofen Compact Line OV 4
Immunfluoreszenzmikroskop Olympus IX 50
Kamera Coolpix 990

Liquid Szintillation Analyzer

Lumat LB 9501

Mastercycler ep Gradient S

Mikrowelle

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
NovexMini Cell

pH-Meter HI 8314 membrane pHmeter
Pipetten

Olympus BX60 Microscope

QC 2000

SmartSpec 3000

Thermomixer 5436

Transilluminator BioDoc Analyze
TRIO-Thermoblock

UltraTurrax T25basic

UV Stratalinker®1800

Vortex-Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge 5415D, 5415R und 5810R
Zentrifuge Avanti™J-25

Zentrifuge Varifuge RF

(Biometra GmbH, Géttingen/D)
(Olympus, Hamburg/D)

(Nikon, Tokyo/Japan)

(Packard GmbH, Dreieich/D)
(Berthold GmbH, Bad Wildbad/D)
(Eppendorf, Hamburg/D)

(Bosch, D)

(Peglab, Erlangen/D)

(Invitrogen, Carlsbad/US)

(HANNA intruments, Woonsocket/US)
(Eppendorf, Hamburg/D)
(Olympus, Hamburg/D)

(Bioscan, Washington/US)
(Bio-Rad, Hercules/US)
(Eppendorf, Hamburg/D)
(Biometra GmbH, Géttingen/D)
(Biometra GmbH, Géttingen/D)
(IKA Labortechnik, Berlin/D)
(Stratagene, Ladolla/US)
(Scientific Industries, Bohemia/US)
(Memmert GmbH, Schwabach/D)
(Eppendorf, Hamburg/D)
(Beckman Coulter, Fullerton/US)

(

Heraeus Sepatech, Osterode/D)
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit Bakterien

3.1.1 Herstellung chemischkompetenter Bakterien

Far die Transformation von Bakterien wurden chemischkompetente Bakterien
verwendet, die wie folgt hergestellt wurden. Die tiefgefrorenen E.coli-Bakterien
wurden aus dem -80°C TiefkUhlschrank entnommen, und mit Hilfe einer Impfése auf
eine Agar-Platte ausgestrichen. Nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurde eine
Einzelkolonie gepickt und in 5 ml LB-Medium bei 37°C schittelnd eine weitere Nacht
inkubiert. Mit 500 pl dieser Kultur wurden 50 ml LB-Medium im Erlenmeyerkolben
beimpft, bei 37°C geschittelt und bis zum Beginn der logarithmischen
Wachstumsphase (ODgyy von 0,5) vermehrt. Die Bakterienkultur wurde
anschlieBend in ein 50 ml-Zentrifugen-Réhrchen Gberfuhrt, fir 10 min auf Eis
inkubiert, bei 4°C zentrifugiert (4.000 rpm, 5 min) und das Zellpellet in 50 mM CaCls-
Lésung resuspendiert. Nach erneuter Inkubation (15 min auf Eis) wurden die Zellen
5 min zentrifugiert (4°C, 5.000 rpm) und das Pellet in 2 ml kalter 50 mM CaCl,-
Lésung resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 h auf Eis gestellt, mit
20% Gilycerin versetzt, in vorgekuhlte 1,5 ml-Réhrchen a 50 pl aliquotiert und bei

-80°C gelagert.

3.1.2 Transformation chemischkompetenter Bakterien

Zur Transformation chemischkompetenter Zellen wurde ein 50 pl Zell-Aliquot auf Eis
lagernd aufgetaut, mit 10 bis 25 ul DNA des Ligationsansatzes vorsichtig gemischt
und fir 10 (E. coli TOP 10) bis 30 min (E. coli XL-10 Gold) auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock fir 30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad wurde der Ansatz fur
eine weitere Minute auf Eis inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension in 250 pl
(E. coli Top 10) bzw. 900 pl (E.coli XL-10 Gold) LB-Medium aufgenommen und flr
30 bis 60 min bei 37°C (250 rpm) vorinkubiert. Die Zellsuspension wurde unverdiinnt

oder in geeigneter Verdinnung auf Agar-Platten mit Selektionsmedium (Ampicillin,
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100 pg/ml) ausplattiert und anschlieBend fur 18 bis 24 h bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.

3.1.3 Konservierung von Bakterien

Zur Konservierung von Bakterienzellen wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafr
wurde 1 ml einer Ubernacht-Kultur in ein steriles Cryo-Réhrchen uberfiihrt, mit

Glycerin versetzt (Endkonzentration 20 %) und bei -80°C eingefroren.

3.2 DNA- und RNA-Techniken

3.2.1 DNA-Isolation aus Bakterien

3.2.1.1 Plasmid-Préparation in kleinem MaBstab (Minipréparation)

Diese Methode diente der schnellen Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien und
wurde mit Hilfe des Plasmid Minipraparation Kit (Kapitel 2.3) durchgefihrt. Dazu
wurden 5 ml LB-Medium in ein 15 ml-Réhrchen Gberflihrt, mit Antibiotikum versetzt
(Ampicillin, 100 pg/ml) und anschlieBend mit einer Bakterienkolonie von der
Agarplatte beimpft. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37°C schittelnd (250 rpm)
inkubiert. Aus 1,5 ml Zellsuspension wurde mittels Plasmid Minipraparation Kit die

Plasmid-DNA entsprechend der Herstellerangaben isoliert.

3.2.1.2 Plasmid-Préparation in groBem MaBstab (Maxiprdparation)

Die Maxipraparation von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe und nach dem Protokoll des
EndoFree® Plasmid Kit (Kapitel 2.3). Diese Methode diente der Isolierung nicht nur
von gréBeren DNA-Mengen, sondern auch von hochreiner DNA, die fir Klonierung
sowie flr die Transfektion von Saugetierzellen verwendet werden kann. Dabei
wurden 250 ml LB-Medium im Erlenmeyerkolben (mit Ampicillin 100 pg/ml) mit 1 ml
einer Ubernacht-Kultur oder 100 pl Glycerinkultur beimpft und ber Nacht bei 37°C

geschattelt (250 rpm). Die Zellsuspension wurde in 50 ml Falcon-Rérchen Uberfihrt
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und 10 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-Isolierung wurde entsprechend

den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.2.2 Isolierung eukaryotischer DNA aus Zellen und Geweben

Die Isolierung genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mittels E.Z.N.A.
Tissue DNA Kit Il (Kapitel 2.3). Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen auf Zellkulturplatten mit dem vom Hersteller mitgelieferten Lyse-Puffer lysiert.
Danach wurde die DNA nach Angaben des Herstellers weiter prépariert.

Bei der Isolierung von DNA aus Gewebestlicken wurde ein ca. 30 mg umfassendes
Gewebestick in Lysepuffer aufgenommen und mit einem autoklavierten
Plastikst6Bel zerkleinert. Die Inkubationszeit bei 55°C wurde je nach Beschaffenheit
des Gewebes auf 3 h bis Gber Nacht verlangert. Danach wurde weiter nach dem
Herstellerprotokoll verfahren.

3.2.3 Isolierung viraler DNA

Die Uberpriifung der produzierten Adenoviren auf Kontamination mit Replikation
kompetente Adenoviren (RCAs) und RR5-Viren wurde mittels PCR durchgeftihrt.
Des Weiteren wurde dabei die Adenovektor-DNA auf Richtigkeit des Inserts
Uberpraft.

Zur Lyse der adenoviralen Partikel wurden zur Virus-Suspension 50 pl 10 x TE-
Puffer, 50 pl Proteinase K (5 mg/ml) und 50 pl einer 10 %igen DNase-freien SDS-
Lésung gegeben. Der Ansatz wurde 2-3 h bei 55°C inkubiert und die virale DNA im
Anschluss durch Phenol-Chloroform extrahiert.

Far die Isolation von DNA aus rekombinanten adeno-assozierten Virusvektoren
(AAV) wurden die AAV-Fraktionen aus der Jodixanolgradienten-Isolierung
(Kapitel 3.10.3) verwendet. Die Inkubation mit Proteinase K fand bei 37°C fir 1 h
statt und anschlieBend wurde die virale DNA ebenfalls durch Phenol-Chloroform
extrahiert. Dazu wurden die DNA-haltigen Lysate mit einem Volumenteil einer
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Lésung (24:25:1) versetzt, eine Minute geschiittelt

und 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die obere wassrige DNA-haltige Phase wurde
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in ein frisches steriles GefaB Uberflhrt und mit einem Volumenteil
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde 1 min geschuttelt und
erneut zentrifugiert. Die obere wassrige DNA-haltige Phase wurde in ein frisches
Réhrchen tberfuhrt und mit Ethanol geféllt (Kapitel 3.2.4).

3.2.4 DNA-Fallung

Die Fallung diente der Konzentration von DNA-Proben. Dazu wurde die DNA-
Lésung mit 0,1 Vol einer 1 M NaCl- oder 3 M Natriumacetat-Lésung und mit 2 Vol
absolutem Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde gut durchmischt und fir mindestens
15 min oder Uber Nacht bei -20°C gelagert. Nach Zentrifugation fir 15 min bei
12.000 rpm wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet mit 400 pl 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut far 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Nach Lufttrocknung,
10 min bei Raumtemperatur, wurde das DNA-Pellet in A. dest. oder TE-Puffer
gelost. Die Konzentration der DNA wurde anschlieBend mit dem NanoDrop® ND-

1000 Spectrophotometer gemessen.

3.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Durch Restriktionsverdau und PCR entstandene DNA-Fragmente wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Gelkonzentration wurde abhangig von den zu
trennenden FragmentgréBen gewahlt. Als LAngenmarker wurden je nach GréBe der
zu trennenden DNA verschiedene DNA-Leiter verwendet (71 kb-DNA-Leiter fir
Fragmente groBer als 1 kb, DNA-Leiter Mix fir Fragmente kleiner als 500 bp und
peq Gold o’range fur Fragmente kleiner als 100 bp).

Zur Herstellung des Gels wurde die entsprechende Menge an Agarose in 1 x TAE-
Puffer geldst und bis zum Schmelzen in der Mikrowelle erhitzt. Diese Lésung wurde
auf ca. 60°C temperiert und Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 0,005%
hinzugegeben. Nach vollstandiger Verfestigung in der Gelkammer wurden die
Kédmme entnommen und das Gel in der Elektrophorese-Apparatur vollstandig mit
1 x TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Loading-Puffer vermischt
(10:1), aufgetragen und bei 140 V/200 mA aufgetrennt. Das Bandenmuster der

aufgetrennten DNA wurde mit Hilfe eines Transilluminators dokumentiert.
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3.2.6 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Nach der elektrophoretischen Auftrennung durch ein Agarosegel wurden die
gewlnschten DNA-Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des
QIAEX® Il Gel Extraction Kit (Kapitel 2.3) nach den Angaben des Herstellers

aufgearbeitet.

3.2.7 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen und Geweben

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte nach dem Prinzip der Einschrittmethode
nach Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 2006). Dafir wurde die
monophasische Lésung  TRIzol®  verwendet, welche Phenol und
Guanidinisothiocyanat (GTC) enthalt. Durch das chaotrope GTC werden die
Wasserstoffbriickenbindungen aufgelést und so die Gewebebestandteile lysiert,
Proteine denaturiert und dadurch RNAsen inaktiviert. Das enthaltene Phenol im
sauren Milieu bewirkt, dass denaturierte Proteine und kleinere DNA-Fragmente aus
dem Lysat entfernt werden.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen wurde das Medium aus
der Kulturplatte abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend
wurde 1 ml TRIzol-Lésung pro Well (fur 6-Well-Platte) auf die Zellen gegeben, durch
auf- und abpipettieren durchmischt und das Zelllysat in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen
uberfahrt. Die RNA wurde nach den weiteren Angaben des Herstellers isoliert und
anschlieBend in 30 pl RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasser) gelést, 10 min bei
60°C inkubiert und bei -80°C gelagert.

Bei der Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben wurde ein ca. 30 mg
umfassendes Gewebestiick in 1 ml Trizol-L6sung aufgenommen und mit einem
autoklavierten PlastikstéBel in einem 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen zerkleinert. Die
nachfolgende Praparation richtete sich nach den Herstellerangaben und das RNA-
Pellet wurde je nach GrdBe in 50 - 100 ul DEPC-Wasser gelost.

Die Konzentration der RNA wurde anschlieBend mit dem NanoDrop® ND-1000

Spectrophotometer gemessen.
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3.2.8 Transfer und Nachweis von Nukleinsauren auf Nylonmembranen

3.2.8.1 RNA-Transfer mittels Northern-Blot

Die praparierte Gesamt-RNA (Kapitel 3.2.7) wurden in einem 1 %igen Formamid-
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 10 ug RNA mit 5 pl RNA-
Ladepuffer (Kapitel 2.4) gemischt, 5 min bei 65°C erhitzt und schnell auf Eis
gelagert. Die Proben wurden auf das Gel aufgetragen und die RNA-Trennung
erfolgte mit 1 x MOPS-Puffer (Kapitel 2.4) fir etwa 1 h bei 140 V. AnschlieBend
wurde die RNA im Transilluminator sichtbar gemacht und Uberpriift, dass die 28S-
und 18S-rRNA gut erkennbar sind, die RNA somit nicht degradiert ist.

Zur Herstellung des Formamid-Agarosegels wurden 1 % Agarose in 5/6 Vol 1x
MOPS-Puffer aufgekocht und auf 60°C abgeklhlt, bevor 1/6 Vol 38 % Formaldehyd

(2,2 M Endkonzentration) zugegeben wurden.
Der Transfer der aufgetrennten RNA auf eine Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-

Blot. Bei dieser Methode wird der Nukleinsdurentransfer durch eine gerichtete
lonenwanderung mittels Kapillarkrafte vollzogen.

Gewicht

Papiertiicher

Nylonmembran
Plastikfolie
| Agarosegel

Whatman-Papier

Schale mit
Transferpuffer
10 x SSC

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Blots

Dazu wurde Whatman-Papier in 10 x SSC-Puffer eingelegt und Uber einen glatten
Untergrund gelegt, wobei die Enden des Papiers in 10 x SSC-Puffer eintauchten.

AnschlieBend wurde das Agarosegel mit der aufgetrennten RNA luftblasenfrei auf
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das Whatman-Papier aufgelegt und auf allen vier Seiten mit Plastikfolie isoliert, um
einen Flissigkeitsstrom abseits der Membran zu verhindern. Auf das Gel wurden
nun nacheinander ebenfalls luftblasenfrei eine angefeuchtete Nylonmembran, ein
feuchtes und ein trockenes Whatman-Papier sowie ein Stapel trockener
Papiertlicher geschichtet (Abb. 3.1). SchlieBlich wurde der Blot mit einem Gewicht
von etwa 500 g beschwert und tber Nacht stehen gelassen.

Am néachsten Tag wurde der vollstandige Transfer der Nukleinsauren vom Gel auf
die Nylonmembran mittels Transilluminator Gberprift. Die Position der 18S- und
28S-rRNA-Bande (Northern-Blot) oder DNA-Marker (Southern-Blot) wurde auf der
Nylonmembran markiert und diese fur 30 min an der Luft getrocknet. AnschlieBend
wurden die Nukleinsduren durch zweimaliges Cross-linken unter UV-Licht
(150 mJoule/cm?) im Strata Linker 1200 an den Filter kovalent gebunden und die

Filter bis zur Hybridisierung bei 4°C gelagert.

3.2.8.2 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde mittels PCR durchgefihrt
(Tab. 3.1). Das Prinzip der DNA-Markierung beruht auf der Synthese eines
komplementédren DNA-Matrizenstranges mit Hilfe der Tag-Polymerase und unter
Verwendung radioaktiv markierter Nukleotide. Als Sonde dienten mit **P-dCTP
radioaktiv markierte Einzelstrang-DNA, die unter Verwendung des entsprechenden
antisense-Primers (Northern Blot) mit Hilfe einer PCR hergestellt wurden. Dazu
diente folgendes Protokoll:

Tab. 3.1: Reaktionsansatz fir die Herstellung von
Einzelstrang-DNA-Sonden

Reagenzien Volumen
10 x Taq Polymerasepuffer 2,50 ul
MgCl. 2,50 ul
dNTP ohne dCTP (1 mM) 0,50 pl
Primer (100 pM) 0,20 pl
DNA-Matrize (100 ng) -l
Tag-Polymerase (5 U/pl) 0,25 ul
A. dest. ) ad 25,00 pl
Mineraldl zur Uberschichtung 15,00 pl
%P-dCTP (10 uCi/pl) 2-5yul
25 ul
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Die radioaktiv markierten PCR-Produkte wurden Uber Sephadex-Saulen gereinigt.
Dazu wurde in A. dest. geléstes Sephadex G-50 in eine Pasteurpipette ohne
Einschluss von Luftblasen geschichtet. Unter Plexiglas-Schutz wurde die radioaktive
Sonde auf die S&ule pipettiert und anschlieBend ca. 1 ml A. dest zugegeben. Die
erste Fraktion von ca. 500 pl Eluat wurde verworfen. Danach wurden 10 Fraktionen
a 50 ul aufgefangen und die Radioaktivitat in jeder Fraktion mit dem Bioscan QC
2000 gemessen. Die Fraktionen mit der hdchsten Radioaktivitat wurden
anschlieBend vereinigt und als Sonde verwendet. Bis zur Hybridisierung wurde
diese bei 4°C oder -20°C gelagert.

3.2.8.3  Hybridisierung von Nukleinsduren mit markierten DNA-Fragmenten

Die Nylonmembran wurde in den gereinigten Hybridisierungsréhren mit 5 —-10 ml
ExpressHyb Hybridization Solution im Hybridisierungsofen bei 68°C (Northern Blot)
bzw. bei 60°C (Southern Blot) fir 30 min prahybridisiert. Danach wurden 500 pul der
entsprechenden gereinigten Sonde hinzugegeben und die Membran fiir 1 h bei 68°C
(Northern Blot) bzw. bei 60°C (Southern Blot) hybridisiert. Nach Verwerfen der
Hybridisierungslésung wurde der Filter einmal fir 15 min mit 10 ml Waschlésung |
(Kapitel 2.4) bei Raumtemperatur gewaschen. Die Waschlésung | wurde verworfen
und die Membran zweimal fir 20 min mit je 10 ml der Waschlésung Il (Kapitel 2.4)
bei 50°C gewaschen. Die Filter wurden entnommen und noch feucht in Klarsichtfolie

eingeschlagen.

3.2.8.4 Nachweis und Quantifizierung der Hybridisierungsprodukte

Far die Detektion radioaktiv markierter DNA-Fragmente wurde die in Klarsichtfolie
eingeschlagene hybridisierte Membran in eine Filmkassette gelegt und nach
Auflegen eines Roéntgenfilms bei -80°C fir 1 h bis hin zu mehreren Tagen inkubiert.
Zur Quantifizierung des radioaktiven Signals wurde die hybridisierte Membran in
eine Phosphoimager-Belichtungsplatte (Fuji Film-Platte BAS-1500) eingelegt und bei
Raumtemperatur fir eine Stunde bis hin zu mehreren Tagen inkubiert. AnschlieBend
wurde die Phosphoimager-Belichtungsplatte mit dem Fuji Bas 2000 Phospho-Imager
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und der Software BAS Reader 2.21 digital ausgewertet und die Intensitat des
Hybridisierungssignals unter Verwendung der Software Tina (Version 2.09g ©raytest
Isotopenmessgerate GmbH) bestimmt.

3.2.8.5 Rehybridisierung radioaktiv markierter Membranen

Far eine Rehybridisierung von bereits marktierten Membranen wurden die
radioaktiven Sonden im Wasserbad bei 95 - 98°C durch 5-minitiges Schwenken in
0,5 %igem SDS vom Filter gelést (Strippen). Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt,
bis kein radioaktives Signal mehr gemessen werden konnte. Danach konnte der Blot

erneut hybridisert werden (Kapitel 3.2.8.3).

3.3 Kilonierung

3.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il erkennen spezifisch palindromische
Sequenzen und hydrolysieren die doppelstrangige DNA innerhalb dieser
Erkennungssequenzen. Dabei entstehen entweder glatte (,blunt-ends”) oder 5°-
bzw. 3’-Uberhangende (,sticky-ends®) Enden.

Je nach der Menge der zu schneidenden DNA wurden Restriktionsansatze mit
unterschiedlichem Volumen angesetzt (20 pl fur 0,5-1 pug DNA, 50 - 100 pl fur 3 -
10 pg DNA und 500 - 1.000 pl fir DNA-Mengen hoéher als 10 pg). GemaB den
Herstellerangaben wurden je 1 U Restriktionsenzym pro pg DNA mit dem jeweiligen
Puffersystem eingesetzt. Die Restriktionsansatze wurden zwischen 1 und 24 h bei

entsprechender Temperatur inkubiert.

3.3.2 Dephosphorylierung von DNA-Molekulen

Um bei der Ligation eine mogliche Religation der Vektor-DNA verhindern zu kénnen,
wurden diese DNA-Restriktionsprodukte an ihren 5°-Enden dephosphoryliert.
Dazu wurde zur Inaktivierung des Restriktionsenzyms der Restriktionsansatz 20 min

bei der fur die jeweiligen Restriktionsenzyme angegeben Denaturierungstemperatur
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inkubiert. Nach AbkUhlung auf Raumtemperatur (10 min) wurden 0,1 U Calf
Intestinal alkalinische Phosphatase (CIP) pro ug Plasmid-DNA zugegeben und die
Probe fur weitere 60 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von EDTA-L&sung
(Endkonzentration: 5 mM) und 20-minttigem Erhitzen bei 75°C wurde die Reaktion
abgestoppt. Zur Entfernung der alkalischen Phosphatase wurden die
Dephosphorylierungsprodukte anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt und das

entsprechende Fragment aus dem Gel extrahiert (Kapitel 3.2.6).

3.3.3 Herstellen von glatten Enden an DNA-Fragmenten

Far die Ligation von DNA-Fragmenten mit nicht-kompatiblen Enden war es
notwendig glatte Enden zu generieren. Dafiir wurden die 3’- Gberhdngenden Enden
abgebaut und die 5" Gberhangenden Enden aufgefillt. Zu diesem Zweck wurde eine
T4-DNA-Polymerase mit einer 3°-5"- Exonuklease- und mit 5°-3"-Polymeraseaktivitat
eingesetzt. Dem vorangegangenen Restriktionsansatz wurden Desoxyribonukleotide
(dNTP’s) (je 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) zugegeben und die Reaktion mit
1 U T4-DNA-Polymerase bei 12°C far 20 min fortgefihrt. AnschlieBend wurde die T4-

Polymerase fiir 20 min bei 65 °C inaktiviert.

3.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligationsreaktionen wurden mit dem zur DNA-Ligase mitgelieferten
Puffersystem nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Dazu wurden fir
Klonierungszwecke 50 bis 100 ng linearisierten Vektor-Plasmids mit ca. 50 ng DNA-
Fragment (Insert) zusammen pipettiert (Verhaltnis von 1:1 bis 1:3 je nach
InsertgrdBe) und in einem Gesamtansatz von 20 pl mit 1 U T4-DNA-Ligase und 2 pl
des entsprechenden 10 x Puffers fir mindestens 2 h bei RT oder Gber Nacht bei
16°C inkubiert.
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3.4 cDNA-Synthese, Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und quan-
titative PCR

3.4.1 cDNA-Synthese mittels reverser Transkriptase

Bei der reversen Transkriptase (RTase) handelt es sich um eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, die von einer einzelstrangigen RNA als Matrize ein RNA/DNA-
Hybrid herstellt, das nachfolgend fir die PCR eingesetzt werden kann. Fir die
Umschreibung der mRNA aus HL-1 Zellen zur Generierung der mCAR1- und
mCAR2-cDNA wurde die SuperScriptll RTase benutzt. Die RT-Reaktion in
Vorbereitung der real-time PCR wurde mit dem High Capacity cDNA Archive Kit

durchgefuhrt. In beiden Fallen wurde nach dem Herstellerprotokoll verfahren.

3.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifizierung und zum Nachweis
spezifischer DNA-Fragmente eingesetzt. In Abhé&ngigkeit von Primer-Lénge,
Basenzusammensetzung und der Lange und Struktur der zu amplifizierenden DNA
wurde die PCR-Reaktion mit unterschiedlichen DNA-Polymerasen und unter
verschiedenen PCR-Bedingungen durchgefihrt. Fir Klonierungszwecke wurde die
DNA mit Pwo-Polymerase, einer DNA-Polymerase mit Proof Reading Eigenschaften
amplifiziert. Bei besonders langen DNA-Stlcken, die amplifiziert werden mussten,
wurde ein Gemisch aus Tag-Polymerase und Pwo-Polymerase im Verhaltnis von
10:1 eingesetzt. PCR-Reaktionen zum Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen
erfolgten mit Tag-Polymerase. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes
sowie die Reaktionsbedingungen sind in den Tabellen 3.2 und 3.3 angegeben. Die
PCR erfolgte im Gene Amp Thermocycler 9700. Die Elongationszeit betragt
abhangig von der Lange des Amplifikates 30 s bis 2 min.
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Tab. 3.2: Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatzes

Reagenzien 25 pl Ansatz
10x Polymerasepuffer 2,5ul
MgCl, 2,5ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Forward-Primer (100 uM) 0,25 pl
Reverse-Primer (100 uM) 0,25 pl
DNA-Template (0,2 - 0,5 pg) X Hl
DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
A. dest. ad. 25 pl

Tab. 3.3: Reaktionsbedingungen der PCR

Reaktionsschritt fiir Temperatur Zeit

18 bis 40 Zyklen

Initialer Denaturierungsschritt 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 55°C - 60°C 30s
Elongation 72°C 30 s - 2 min

Finale Elongation 72°C 5 min

Kihlung 4°C oo

3.4.3 Real-Time-PCR mittels TagMan

3.4.3.1 Quantifizierung der mRNA-Transkription

Die Bestimmung und Quantifizierung der mCAR-mRNA erfolgte mittels real-time
PCR. Dabei wurden spezifische fluoreszenzmarkierte Sonden benutzt, die von
Applied Biosystem mit den dazugehdrigen Primern geliefert wurden (Kapitel 2.5.3).
Vier Microgramm der gesamt RNA (Kapitel 3.2.7) wurden vor der cDNA-Synthese
mit DNase | inkubiert, um mdgliche DNA Reste in der preparierten RNA vollstandig
zu eliminieren. Dazu wurde die RNA mit DNasel fir 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die DNasel durch Zugabe von 2,5 pl 25 nM EDTA und Erhitzen auf
65°C far 15 min inaktiviert. Nach der cDNA-Synthese (Kapitel 3.4.1) erfolgte die
Real-Time PCR mit Hilfe des Mastercycler ep Gradient S (Eppendorf). In einem
Gesamtansatz von 20 ul wurden 50ng umgeschriecbene RNA als template
eingesetzt. Der Mastermix setzte sich zusammen aus 10 pyl TagMan Universal
Master Mix UNG, 4 pyl RNase freiem Wasser und 1 pl der spezifischen Sonde. Die
Real-Time PCR wurde nach dem Standardprotokoll der Firma Eppendorf
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durchgefiihrt (10 min 95°C, 40 Zyklen mit Denaturierungstemperatur von 95°C flr
15 s und Annealing/ Extinktionstemperatur von 60°C fur 1 min).

Far die relative Quantifizierung der mCAR-Expression wurde ein Referenzgen,
entweder HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) oder GAPDH
(Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) als interne Kontrolle gemessen, um
Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen.

Auswertung der Tag-Man PCR und Quantifizierung der mRNA

Um die Tag-Man PCR auszuwerten, wurde der vom Gerat nach der PCR
angegebene Ct-Wert (Zyklus, an dem die Fluoreszenz der Sonde erstmals Uber die
Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt) des zu bestimmenden Gens (mCAR) mit dem Ct-
Wert des Referenzgens (HPRT oder GAPDH - konstitutive Kontrolle) derselben
Probe ins Verhaltnis gesetzt. Der sich ergebene ACt1-Wert konnte nun mit den
ACt2-Werten einer anderen Probe verglichen werden und man erhdlt den
sogenannten AACWert (= ACt1-ACt2). Der relative Expressionsunterschied
zwischen Probe 1 und Probe 2 berechnete sich dann nach der Formel: RQ (relative
quantity) = o-ACH-ACt2

Es wurde jede Probe dreimal gemessen, aus den Ct-Werten ein Mittelwert errechnet

und fUr die relative Quantifizierung benutzt.

3.4.3.2 Quantifizierung der shRNA-Transkription

Der Nachweis und die Quantifizierung der shRNAs setzt sich aus zwei Schritten
zusammen, der reversen Transkription und einer sich anschlieBenden real-time PCR
mit dem interkalierenden DNA-Farbstoff SYBR-Green. Insgesamt wurden fir die
Bestimmung und Quantifizierung der shRNAs drei Primer spezifisch fir jede shRNA
sythetisiert (Kapitel 2.5.2).

Far die reverse Transkription der prozessierten shRNA (siRNA) wurde ein RT stem-
loop Primer eingesetzt, der am 3’ Ende sechs spezifische Nukleotide besitzt, die
komplementér zur siRNA-Sequenz sind. Im weiteren Verlauf besteht der stem-loop
Primer aus einem doppelstrangigen Teil (stem) und einem loop. Mit den sechs
komplementédren Nukleotiden bindet der RT stem-loop Primer (Abb. 3.2 - schwarz)
an die zur siRNA prozessierten shRNA (Abb. 3.2 - griin) und mit Hilfe der RTase
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(High-Capacity cDNA Archieve Kit) wird ein zu dieser Sequenz komplemetéarer
cDNA-Strang synthetisiert (Abb. 3.2 - blau). In Tabelle 3.4 ist die Zusammensetzung

des RT-Reaktionsansatz aufgeflhrt.

Transkrition ~ |

= o RT stem-
Reverse - laop Primer

SENSE i
Primer-—__
5
PCR — T,

. e
SENSE
Primer—=m .

- an_hsense
Primer

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Quantifizierung der shRNAs mittels RT-PCR und
real-time PCR (grine = Einzelstrang der prozessierten shRNA (siRNA), blau =
komplementarer Teil des RT stem-loop Primers bzw. komplementare cDNA zur siRNA target-
Sequenz nach RT.

Es folgt eine real-time PCR, wobei der sense-Primer spezifisch am 3’-Ende des
umgeschriebenen siRNA-Strangs bindet und der antisense-Primer in der loop-
Sequenz des RT-loop-Primer. Diese Reaktion fihrt zur Entstehung eines 69 bp
groBen PCR-Fragmentes. Die Quantifizierung der exprimierten shRNAs erfolgte
unter Verwendung von SYBR-Green und dem TagMan Mastercycler ep Gradient S
(Eppendorf) (Tab. 3.5).

Tab. 3.4: Zusammensetzung der RT-Reaktion zum Um-
schreiben von shRNA

Reagenzien Menge
RNA 50 ng/pl
shRNA stem-loop RT primer 50 nM
5 x RT Puffer 1,5 pl
dNTP jeweils 0,25 mM
Multi-Scribe RTase 3,33 U/l
RNase Inhibitor 0,25 U/l
H,O (DEPC) -
Gesamtvolumen 7,5 pl

Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 16°C und weiterhin fir 30 min bei 42°C, mit
einer sich anschlieBenden Denaturierung der RTase fiir 5 min bei 85°C.
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Tab. 3.5: Zusammensetzung der real-time-PCR zur Quantifizierung

von shRNA

Reagenzien Menge
Reaktionsprodukt aus RT-Reaktion 1ul
TagMan Universal Master Mix 1x
sense Primer 200 nM
antisense Primer 200 nM
Sybr Green 1:1.000 2ul
ad x ul A. dest. x
Gesamtvolumen 20 pl

Die real-time-PCR wurde nach dem Standardprotokoll der Firma Eppendorf
durchgefthrt (10 min 95°C, 40 Zyklen mit Denaturierungstemperatur von 95°C fur
15 s und Annealing/Extinktionstemperatur von 60°C fir 1 min).

Da es in diesem Fall keine zellularen Referenzgene gibt, konnte nicht wie in Kapitel
3.4.3.1 die relative Quantifizierung der gebildeten shRNA durchgefiihrt werden,
sondern nur die relative Anderung der shRNA-Expression. Der Wert der relativen
Anderung der Expression zu einem Vergleichswert wurde wie folgt berechnet:
2(Cmais-Ctmo) \wohei Ctmoi5 den Ct-Wert beinhaltet, der bei der kleinsten
eingesetzten AdshRNA-Menge von moi = 5 erhalten wurde, wahrend Ctmoix den Ct-
Wert darstellt, der bei der Verwendung anderer mois erzielt wurde. Die berechneten
Werte entsprechen damit der Veranderung der shRNA-Expression im Vergleich zur
Menge gebildeter shRNA bei Transduktion mit AdshRNA moi 5. In der graphischen
Darstellung wurde dabei Ctmoi 5 als Nullwert definiert (Abbildung 4.1.7_B).

3.5 Sequenzierung von DNA

Alle im Rahmen dieser Arbeit klonierten und untersuchten Plasmid-Konstrukte
wurden durch Sequenzierung der jeweiligen Expressionskassetten auf Mutationen
tberprift. Fir die Sequenzierung der Plasmide und Vektor-DNA wurden 0,4 pg bis
1 ug DNA verwendet, 1 pl Sequenzierungspuffer und 1 pl Sequenzierungsprimer
(10 pM) hinzugeftgt und mit A. dest. auf 8 pl aufgefillt. Nachdem der Reaktions-
ansatz 4 min bei 98°C im Gene-Amp-Thermocycler 9700 erhitzt worden war, wurden
2 ul Big Dye Pramix (PE Applied Biosystems, CA, USA) zugegeben und die PCR-
Reaktion Uber 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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Tabelle 3.6: Reaktionsbedingungen flir Sequenzier-PCR

Reaktionsschritt | Temperatur |Zeit

Denaturierung 96°C 10s
Annealing 50°C 5s
Elongation 60°C 4 min
Kihlung 4°C oo

Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurde die DNA fir die Sequenzierung
aufgearbeitet. Dazu wurden 90 pl A. dest., 10 ul 3 M Natriumazetat-Lésung (pH 4,8)
und 250 pl absoluter Ethanol zum PCR-Ansatz gegeben und fir 15 min bei
14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das DNA-Pellet mit 400 pl
70%igem Ethanol gewaschen, danach 5 min bei 56°C getrocknet und in 30 pl
A. dest. geldst. Die Sequenzierung und Auswertung erfolgten mit Hilfe des Gene
Analyzer ABI 310 Kapillar-Sequenzierautomaten unter Verwendung der ABI DNA
Sequencing Analysis Software.

3.6 Plasmid-Konstruktion

Alle Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf ihre
Richtigkeit Uberpruft.

pAdmCAR1
Fir die Konstruktion des Maus-CAR1 (mCAR1) Expressionsplasmides wurde Total-

RNA von HL-1 Zellen isoliert, mit dem SuperScriptll RTase-Kit und Random Primern
in cDNA umgeschrieben und mCAR1 mit den Primern mCAR105s und hCAR1157as
unter Benutzung eines Tag-Polymerase/Pwo-Polymerase-Gemisch (10:1) amplifiziert
und anschlieBend in pCR2.1-TOPO kloniert. Nach der Sequenzierung wurde mCAR
mit EcoRl aus pCR2.1-TOPO herausgeschnitten und in das adenovirale
Shuttleplasmid pZS2, welches ebenfalls mit EcoRI geschnitten wurde, kloniert.
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pAdmCAR2
FOr die Konstruktion des mCAR2 Expressionsplasmides wurde die bereits

vorhandene cDNA von mCAR2 aus dem Plasmid (pCR3.1-mCAR2) mittels
Hindlll/Pmel Verdau herausgeschnitten und via Smal/Hindlll in das adenovirale
Shuttleplasmid pZS2 kloniert, woraus pAd5SmCAR2 resultiert.

pAdshCAR2,,, pAdshCAR3, pAdshCAR4, pAdshCAR9,

Fir die Klonierung der adenoviralen sh-RNA Expressionsplasmide wurden fir jede

CAR-shRNA, vier Oligonucleotide synthetisiert, die die Zielsequenz und die Loop-
Struktur enthalten (Kapitel 2.5.2). Die shRNA Zielsequenz wurde U{ber einen
computergestiitzten Algorythmus ermittelt, wobei fiir shCAR2, und shCARS3;
Dharmacon siDESIGN benutzt wurde und fur shCAR4, der BLOCK-iT RNAi
Designer (Invitrogen). Als Auswahlkriterien fur die Zielsequenz galten dabei die
Bestimmungen von Tuschl (Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2001c; Elbashir et
al., 2002)

Die Oligonucleotide wurden mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert,
wobei jeweils 5 pl Oligonucleotid (10 pmol/pl) mit 2 ul 10 x T4-Ligase Puffer, 11 pl
A. dest. und 2 ul Kinase zusammen pipetiert und fir 30 min bei 37°C inkubiert
wurden. Die Kinase wurde anschlieBend bei 68°C fur 10 min inaktiviert und die vier
phosphorylierten Oligonucleotide miteinander verbunden. Dazu wurden sie zu
gleichen Teilen gemischt, 2 min auf 65°C erhitzt und Gber 30 min auf RT abgekihlt
(10 min 45°C, 10 min 37°C, 10 min 22°C).

Die Sequenz der Primer wurde so gewahlt, dass sich am 3-Ende der shRNA-
Kassette ein Uberhdngendes Ende, kompatibel zu einem Hindlll-Schnittort und am 5’-
Ende zum BamHI-Schnittort befindet und somit die shRNA-Kassette direkt in den
Hindlll/BamHI-verdauten  pSilencer™ 2.1-U6 neo  kloniert  werden  konnte.
AnschlieBend wurde die gesamte shRNA-Expressionskassette, bestehend aus dem
U6-Promotor und der shRNA-Kassette, Uber EcoRI/Hindlll in das adenovirale
Shuttelplasmid pAdshPLB; kloniert (Fechner et al., 2006).
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pscAAV2-shRdRP2.4, pscAAV2-shGFP
Um dimerische (self-complementary sc) AAV-Vektoren herzustellen, wurde aus dem

AAV-Genom die terminal resolution site und die D-Sequenz der 3-ITR (Nucleotid
114 — 141) deletiert. Dazu wurde das Plasmid pAAV-MCS (Stratagene) mit Hincll
und Mscl verdaut und beide entstehenden Fragmente (2.832 bp und 1.234 bp)
voneinander getrennt. Das 2.832 bp groBe Fragment wurde dephosphoriliert und
wieder mit dem 1.234 bp groBen Fragment ligiert - pscAAV.

AnschlieBend wurden zwei shRNA-Expressionskassetten, die jeweils eine effiziente
shRNA gegen die RNA-abhéangige RNA-Polymerase (RdRP) des Coxsackievirus B3
expremieren, in pscAAV kloniert. Dafir wurde das Plasmid pSiDEx (Schubert et al.,
2005) mit EcoRI/Hindlll geschnitten und das 400 bp — Fragment (U6-Promotor und
shRdRP2) in den ebenfalls mit EcoRI/Hindlll geschnittenen Vektor pAAV-MCS ligiert
(pPAAV-shRdRP2). Uber einen weiteren Klonierungsschritt wurde die zweite shRNA
gegen RdRP (shRdRP4) und der U6 Promotor aus pSiDEx mit EcoRI
herausgeschnitten und in pAAV-shRdRP2 kloniert, welches ebenfalls mit EcoRI
verdaut und dephosphoriliert wurde. Das resultierende Plasmid pAAVRdRP2.4
wurde mit Clal und BamHI geschnitten und in den Clal/Bglll verdauten Vektor
pscAAV kloniert, wo bei das Plasmid pscAAV-shRdRP entstand.

Fiar das Plasmid pscAAV-shGFP wurde aus dem adenoviralen Shuttelplasmid
pAdshGFP ein 400 bp groBes Fragment mit EcoRI/Hindlll ausgeschnitten, welches
den U6-Promotor und die GFP-shRNA enthélt. AnschlieBend wurde das Fragment in
das Plasmid pscAAYV, das ebenfalls mit EcoRI/Hindlll geschnitten wurde, ligiert.

pThorsten-sCAR-Fc
Um das Fusionsprotein sCAR-Fc herzustellen, wurde in den Expressionsvektor

pThorsten-Fc (B. Spiller, CardifffUK) die Sequenz des extrazellularen human (h)
CAR (Nukleotid 1 - 709) in frame vor der bereits im Plasmid enthaltenden Sequenz
des humanen IgG1-Fc kloniert. Daflr wurde mittels PCR und der Primer CAR105-
Nhel und B618-Notlas (Kapitel 2.5.2) ein 735 bp groBes Fragment amplifiziert,
aufgereinigt und mit Nhel und Notl verdaut. AnschlieBend wurde dieses Fragment in
den ebenfalls mit Nhel/Nofl geschnittenen Vektor (pThorsten-Fc) kloniert.
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pAdG12, pAdG124nk, PAdAR4
Um die Expression des sCAR-Fc pharmakologisch regulierbar zu machen, wurde die

Expression des Fusionsproteins sCAR-Fc unter einen TREtight Promotor gestellt,
einem minimalen CMV-Promotor mit upstream sich befindender Regulatorregion,
bestehend aus sieben sich wiederholenden TetO-Sequenzen (Kapitel 1.5). Im selben
Konstrukt befindet sich auch die Expressionskassette des Tetrazyklin-abhangigen
Transaktivators der zweiten Generation - rtTA2°-M2 (Srour et al., 2003). Diese
beiden Expressionskassetten wurden in unterschiedlicher Orientierung zueinander
kloniert, um eine mdgliche Beeinflussung des TREtight-Promotors durch andere
Promotorregionen, wie dem CMV-Promotor der rtTA2°-M2 Expressions-kassette
oder der ITRs des adenoviralen Vektors, zu minimieren. Dafir wurde der TREtight-
Promotor mit multiply cloning site (MCS) und SV40 Polyadenylierungs-signal (polyA)
mittels zwei unterschiedlichen Primerpaaren aus dem Plasmid pTREtight amplifiziert.
Durch die Amplifikation mit den Primerpaar 1 (pTREtightSpels und pTREtightXbalas)
wurde die pTREtight-MCS-polyA Kassette so amplifiziert, dass sie Uber Spel/Xhol in
den mit Xbal/Xhol geschnittenden Vektor pZS2-CMV-rtTA2°-M2 in der selben
Orientierung wie die rtTA2°-M2-Expressionskassette kloniert werden konnte — pZS2-
R. Mit dem Primerpaar 2 (pTREtightXbals und pTREtightSpelas) konnte die
amplifizierte pTREtight-MCS-polyA Kassette Uber Xhol/Spel ebenfalls in pZS2-CMV-
rtTA2%-M2 kloniert werden, diesmal entgegengesetzt der Orientierung der rtTA2°-M2-
Expressionskassette — pZS2-G. AnschlieBend wurde aus pThorsten-sCAR-Fc mittels
PCR der komplette sCAR-Fc amplifiziert. Dabei wurden zwei Primer benutzt, die
jeweils Uber eine Schnittstelle verfliigten (SCAR-Fc_Kpnls und sCAR-Fc_Miulas) um
sCAR-Fc gerichtet in die MCS downstream des pTREtight zu klonieren. Das
Amplifikat wurde nach der PCR mit einem Tag-Polymerase/Pbw-Polymerase-
Gemsich (10:1) direkt in den pCR®II-TOPO kloniert. AnschlieBend wurde pCR®II-
sCAR-Fc mit Kpnl und Miul geschnitten und sCAR-Fc mit den ebenfalls Kpnl/Mlul-
geschnittenen Plasmiden pZS2-G und pZS2-R ligiert. Es entstanden die beiden
adenoviralen Plasmide pAdG12 und pAdR4.

Mit einem weiteren Primerpaar (SCAR-Fciunk_Kpnls und sCAR-Fc_Milulas) wurde
mittels PCR sCAR-Fcyunk aus pThorsten-sCAR-Fc amplifiziert. Durch eine Deletion
im sense-primer (Position 10 in sCAR-Fc-Sequenz) kam es zu einer Verschiebung

des Leserahmens und dadurch zu einem Stop-Signal in AS 13. Der dadurch
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entstehende Translationsabruch fihrt zu einer trunkierten, nur 12 AS-langen Form
des sCAR-Fc (pCR®Il-sCAR-Fcyunk). Uber Kpnl/Miul wurde sCAR-Fcyunk ebenfalls in
pZS2-G kloniert — pAdG12¢ynk-

3.7 Zellbiologische Methoden

3.7.1 Ablésen adharent wachsender Zellen und Passagierung

Adharent wachsende Zellen wurden durch Trypsinierung vom Kulturboden abgelést.
Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen (5 ml pro 25 cm?- bzw. 10 ml pro
75 cm? -Kulturflasche), 2 ml Trypsin-Lésung in die Zellkulturflasche bzw. in die
Vertiefung der Zellkulturplatte gegeben und 2 bis 3 min bei 37°C inkubiert. Die
Trypsinierung wurde dann mit Medium inkl. 10 % FKS gestoppt, die abgelésten
Zellen resuspendiert und in eine neue Kulturflasche entsprechend der gewilinschten
Konfluenz ausgesat.

HL-1 Zellen wurden mit 0,05 %Trypsin/EDTA (1,5 ml fiir 25 m? Kulturflasche) in
einem ersten Schritt fir 2 min inkubiert. AnschlieBend wurde das Trypsin abgesaugt
und noch einmal frisches hinzugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 3 -
8 min, wurde die gleiche Menge Trypsininhibitor hinzu gegeben, die Zellen
resuspendiert, in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberflhrt und bei 1.000 rpm 5 min
bei RT zentrifugiert. AbschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, die HL-1 Zellen
in frischem Medium resuspendiert und weiter verarbeitet. HL-1 Zellen wurden bei
37°C und 5 % CO, inkubiert und alle 3 bis 4 Tage umgesetzt.

3.7.2 Konservierung von Zellkulturen

Die Zellen wurden in einer 75 cm?-Kulturflasche bis zu einer Konfluenz von 70 -
80 % kultiviert, trypsiniert (Kapitel 3.7.1) und in 10 ml Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
fir 5 min bei 1.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium
(95 % FKS, 5% DMSO) resuspendiert (5x10° bis 1x10” Zellen/ml). AnschlieBend
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wurden 1 ml Aliquots in Cryo-Réhrchen gefillt und sofort in einer Einfrierbox bei
kontrollierter Temperaturabnahme (1°C/min) flir mindestens 16 h bei -80°C gelagert

und danach in -196°C kaltem flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.7.3 Reaktivierung konservierter Kulturen

Um Zellen, die in flissigem Stickstoff lagern anzuziichten, wurde 10 ml kaltes
Medium in ein 15 ml Réhrchen gegeben, die schnell aufgetauten Zellen (bei 37°C)
direkt hinzu pipettiert und vorsichtig durchmischt. Die Zellsuspension wurde fir 5 min
bei 1.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und anschlieBend das
Zellpellet in 5 ml, auf 37°C vorgewarmtes Kulturmedium resuspendiert, in eine
25 cm?®-Zellkulturflasche berfithrt und bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach 24 h
wurde das Kulturmedium gewechselt und die Zellen bis zum Erreichen der

gewulnschten Konfluenz weiter inkubiert.

3.7.4 Praparation und Kultivierung von neonatalen Rattenkardiomyozyten

Neonatale Rattenkardiomyozyten (neonatal ratcardiomyocytes - NRCM) wurden aus
dem ventrikuldarem Gewebe von 1-3 Tage alten Wistar Ratten (Charles River,
Berlin, Deutschland) isoliert (Vetter et al., 1998).

Die Tiere wurden vor Beginn der Praparation mit einem 70 % Ethanol haltigen Tupfer
gereinigt. In Rickenlage wurden diese mit einer Pinzette fixiert und mit einer Schere
dekaptiert. Es erfolgte ein Sternalschnitt bis zum Zwerchfell. Durch leichten Druck mit
der Pinzette wurde das Herz, an der Schnittstelle sichtbar, entnommen und in
eiskalte 1 x ZIM/PS-L6sung transferiert. AnschlieBend wurden von den Ventrikeln die
Vorhofe, GefaBe, Fett- und Bindegewebe entfernt. Die gereinigten Ventrikel wurden
nochmals in 1 x ZIM/PS-Lésung Uberfihrt und gewaschen. Die Ventrikel wurden
dann mit zwei Skalpellen in ca. 1 mm® groBe Stiicken geschnitten und zweimal in
Antibiotika freier ZIM Lésung gereinigt. Nach Uberfiihrung der zerkleinerten Ventrikel
in einen 50 ml Erlenmeyerkolben erfolgte der Gewebeaufschluss in 15 ml 1 x ZIM-
Trypsin Lésung far 15 min bei 37°C unter Rihren in einem Wasserbad. Der

Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein 50 ml Réhrchen mit 4 ml
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eiskaltem FKS Uberfihrt und 10 min bei 400 g bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 2 ml CMRL 1415-Medium + FKS (1:1) resuspendiert und auf Eis gelagert. Diese
Schritte wurden solange wiederholt, bis sich die Ventrikel fast vollstdndig aufgeldst
hatten. Die gesammelten Uberstdnde aus den resuspendierten Zellpellets wurden
vereinigt und erneut fir 10 min bei 400 x g zentrifugiert. In Abhangigkeit von der
Anzahl der praparierten Herzen wurde das Zellpellet in Komplettmedium
aufgenommen, (1 Herz = 1 ml Medium, 60 Herzen = 60 ml Medium) auf 1 - 3 75 cm?
Zellkulturflaschen Ubertragen und fir 90 min bei 37°C im Inkubator (0 % COy)
inkubiert. In dieser Zeit erfolgte ein selektives Anheften von Nicht-Herzmuskelzellen.
Danach wurde der Uberstand mit den angereicherten NRCM abgenommen, in eine
neue Flasche Uberfihrt und die Zellzahl bestimmt. Je nach experimenteller
Verwendung wurden die Zellen in entsprechenden Zellkulturplatten in
Komplettmedium (Kapitel 2.8) ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium gegen
Vollmedium (Kapitel 2.8) ausgetauscht. 48 h bis 72 h nach Praparation haben sich
die NRCM adaptiert und es wurde mit den Experimenten begonnen. Danach erfolgte

alle 48 h ein Mediumwechsel mit Vollmedium.

3.7.5 Zellzahl-Bestimmung

Um die Zellzahl und den Anteil der lebenden Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen
mit einer Trypanblau-Lésung angefarbt und in einer Neubauer-Zahlkammer unter
dem Mikroskop gezéahlt. Trypanblau farbt lediglich tote Zellen aufgrund ihrer defekten
Zellmembran an. Es wurden jeweils 4 GroBquadrate (Q) ausgezéhlt und die Zellzahl

dann nach folgender Formel berechnet:
Zellzahl (Zellen/ml) = [(Q1+Q2+Q3+Q4)/4] x Verdiinnungsfaktor x 10*
3.7.6 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Das Einschleusen nackter DNA in adharent wachsende Zellen erfolgte durch
Kalziumphosphattransfektion, ein Verfahren mit dem man eine transiente
Genexpression erzielen kann. Hierbei wird die DNA mit einer Kalziumchlorid-Lésung
und Phosphatpuffer (HBS) gemischt. Die gebildeten DNA-Kalziumphosphat-
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Coprazipitate treten mit der Zelloberflache in Kontakt und werden durch Phagozytose
in die Zelle aufgenommen.

Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen auf eine neue Zellkulturschale so
ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion zu 50 — 80 % konfluent sind.

Der benétigte pH-Wert von 7,1 des HBS-Puffers wurde direkt vor jeder Transfektion
Uberprift, gegebenenfalls neu eingestellt und der Puffer anschlieBend steril filtriert.
Far die Vertiefung einer 6-Well-Platte enthielt der Transfektionsansatz 1 ug DNA,
250 I 250 mM CaCl, und 250 pyl 2 x HBS-Puffer. DNA und CaCl, wurden
miteinander vermischt und anschlieBend tropfenweise der 2 x HBS-Puffer hinzu
gegeben. Nach 1 min Inkubationszeit wurde der Transfektionsansatz tropfenweise in
das Zellkulturmedium pipetiert und nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO, das
Medium gewechselt.

3.7.7 Zellviabilitats-Assay mittels XTT

Die Bestimmung lebender Zellen wurde mit dem Cell Proliferations Kit — XTT (Roche)
nach den Anleitungen des Herstellers durchgefuhrt. 24 h vor Transduktion wurden
5x10* Zellen/Well in eine 96 Well-Platte ausgesdht, so dass am Folgetag ein
konvluenter Zellrasen bestand. AnschlieBend wurden die Zellen mit den jeweiligen
AAV-Vektoren mit unterschiedlicher Dosierung transduziert und weitere 24 h spater
erfolgte die Infektion mit CVB3 (Kapitel 3.8.2).

An den nachfolgenden Tagen wurde zu dem Zellkulturmedium das Nachweisreagenz
hinzugegeben und 4 h spater die Absobtion bei 492 nm gemessen. Der gemessene
Wert ist proportional zur Anzahl metabolisch aktiver Zellen.

3.8 Virologische Methoden

3.8.1 Anzucht von Coxsackieviren

Zur Anzucht der Coxsackieviren wurde entweder ein gelagerter Virusstock (CVB2 —
CVB5) oder ein, von ATCC gelieferter Virusstock (CVB1 und CVB6) als

Ausgangsmaterial benutzt. 24 h vorher wurden HelLa-Zellen in eine Zellkulturflasche
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(150 m?) eingesat, so dass der Zellrasen am Tag darauf konfluent war. Der
Virusstock (1 ml) wurde mit 19 ml Medium ohne FKS vermischt und auf den
konfluenten Zellrasen gegeben, von dem vorher das Kultivierungsmedium
abgenommen wurde. Nach einer Inkubationszeit von 30 min im Brutschrank (37°C,
5 % COy) wurde das Virus abgenommen und 35 - 40 ml Medium mit 2 % FKS auf die
Zellen gegeben. Nachdem die Zellen komplett lysiert waren (nach ca. 6 - 8 h) wurde
die Flasche samt Virus/Zelllysat bei -20°C eingefroren.

Am Folgetag wurde die Flasche bei RT aufgetaut und das Zelllysat mit einem Mérser
durch 20xliges auf- und abziehen weiter zerkleinert. Nachdem die Zelltrimmer bei
3.000 rpm und 4°C, 20 min abzentrifugiert wurden, wurde das Virus aliquotiert und

bei -80°C gelagert.

3.8.2 Infektion von Zellkulturen mit Coxsackieviren

Die Infektion von Zellen mit Coxsackievirus erfolgte stets mit Serum freiem Medium.
Das Virusaliquot wurde unmittelbar vor der Infektion aus dem -80°C Gefrierschrank
entnommen und schnell bei 37°C (HRV14 bei 33°C) aufgetaut. Je nach
Konzentration des Virus (plaque forming units - pfu/ml) und der multiplicity of
infection (moi) wurde das Virus mit Medium ohne FKS verdinnt, das
Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen und das verdinnte Virus vorsichtig
auf die Zellen pipetiert. Nach 30 min Inkubation bei 37°C (HRV14 bei 33°C) wurde
der ViruslUberstand abgesaugt und die Zellen mit frischem Medium (5 % FKS) weiter
kultiviert. Je nachdem wie permissiv die jeweilige Zelllinie fir Coxsackieviren ist und
wie schnell das Virus in dieser repliziert, wurden die Zellen 1 -6 Tage bei 37°C
weiter inkubiert (HRV14 bei 33°C).

Die moi berechtet sich aus der Zellzahl und der Konzentration des verwendeten
Virus. Dabei bedeutet, dass bei einer moi 1, ein Viruspartikel pro Zelle auf die

Zellkultur gegeben wird; moi von 0,1 bedeutet 1 infektidses Virus auf 10 Zellen etc.
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3.8.3 Bestimmung der Coxsackievirus-Konzentration durch Plaque-Assay

Um die Anzahl der infektiésen Viruspartikel in einer Probe zu ermitteln, wurde diese
Probe auf HelLa Zellen mittels Plaque-Assay austitriert. Daflr wurden am Vortag
HelLa-Zellen so ausgesét, dass sie am nachsten Tag einen konfluenten Monolayer
gebildet haben (24 Well-Platte = 2,5x 10° Zellen/Well; 6 Well-Platte = 1 x 10°
Zellen/Well).

Am nachsten Tag wurde von der zu bestimmenden Virusprobe eine logarithmische
VerdUnnungsreihe mit Serum freiem Medium hergestellt. Nachdem das Medium von
den konfluenten HelLa-Zellen abgesaugt wurde, erfolgte die Inokulation von 300 pl
(24-Well-Platte) bzw. 1 ml (6-Well-Platte) Virusverdinnung fir 30 min bei 37°C im
Brutschrank (HRV14 bei 33°C). Bereits vor der Inokulation des Virus wurde der Agar-
Overlay, bestehend aus zwei Lésungen, vorbereitet. In Ldsung A wurde 0,32 g Agar
mit 10 ml A. dest. gemischt und anschlieBend in einem Topf mit Wasser Gber einen
Bunsenbrenner fir 15 min gekocht bis sich der gesamte Agar aufgeldst hat. FOr
Lésung B wurden 30 ml Eagle Overlay (Kapitel 2.8) mit 4 ml FKS vermischt und im
Wasserbad auf 41,5°C erwarmt. Nach 15minttigem Kochen der Lésung A, wurde die
Lésung B zur Lésung A hinzugegeben, gut durchmischt und im Wasserbad bei
41,5°C mindestens 30 min temperiert.

Nach 30mindtiger Inokulation der Virusverdinnungen, wurde diese vorsichtig
abgesaugt und die Zellen mit 500 pl (24 Well-Platte) bzw. 2 ml (6 Well-Platte) Agar-
Overlay Uberschichtet. Nach Erkalten und Verfestigung des Overlay wurden die
Zellen je nach Coxsackievirusserotyp fir 1 — 3 Tage inkubiert (Brutschrank bei 37°C
— HRV14 bei 33°C), anschlieBend die Plaques angefarbt und ausgezahlt. Zum
Anfarben wurde 0,02 g Neutralrot in 50 ml PBS gelést, filtriert und jeweils 500 pl (24-
Well-Platte) bzw. 2 ml (6-Well-Platte) auf den Agar-Overlay pipetiert. Nach einer
weiteren Inkubation bei 37°C im Brutschrank fir 2,5 bis 4 h wurde die Farbelésung
abgesaugt, ohne den Agar zu beschadigen, und anschlieBend die Plaques
ausgezahlt.

Wenn ein Gewebestlick als Ausgangsmaterial fir ein Plaqueassay vorhanden war,
wurde dieses in 2 ml serumfreien Medium aufgenommen, mit Hilfe eines Hackslers
zerkleinert und dreimal eingefroren und aufgetaut. AnschlieBend wurden die
zerkleinerten Gewebestlickchen bei 5.000 rpm fir 3 min abzentrifugiert und der
Uberstand fiir das Plaqueassay verdiinnt.
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Die Anzahl der infektidsen Viruspartikel wird in plaque forming units (pfu) angegeben

und wie folgt bestimmt:

gezahlte Plaques / Inokulationsvolumen [ml] x Virusverdiinnung = pfu/ml

3.8.4 Nachweis von CVB3-RNA mittels in situ-Hybridisierung

Um die CVB3 infizierten Zellen im Herzen nachzuweisen, wurde das CVB3-RNA
Genom mit radioaktiven einzelstrangigen RNA-Sonden hybridisiert. Die 3°S-
markierten Sonden wurden mit Hilfe des Plasmides pCVB3-R1 hergestellt. Kontroll
RNA-Proben wurden vom Vektor pSPT18 gewonnen (Klingel et al., 1992). Die in situ-

Hybridisierung wurde im Labor von Prof. Klingel, Ttbingen durchgeflhrt.

3.9 Konstruktion und Produktion adenoviraler Vektoren

Die adenoviralen Vektoren wurden durch in vitro Ligation eines Shuttle-Plasmids mit
dem langem Xbal-Fragment (RR5-long arm) der RR5-DNA generiert und in HEK 293
Zellen produziert (Abb. 3.3). RR5 ist ein Ad5 Mutant mit einer singularen Xbal-
Schnittstelle, einer Deletion der E1-Region (Nukleotid 445 — 3.333) und E3-Region im
Wildtyp vom Ad5-Genom. Nach in vitro Ligation, Transformation und Amplifizierung
folgte die Reinigung durch Ultrazentrifugation mittels Cé&siumchlorid-Gradienten und
anschlieBender Entfernung des Salzrickstandes. Der Titer der produzierten Viren

wurde dann bestimmt.
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Abb. 3.3: Schema zur Konstruktion von rekombinanten AdV.
3.9.1 Herstellung des RR5-/longarm

Aus 5x10'® RR5-Viruspartikeln wurde die DNA isoliert (Kapitel 3.2.3). Die RR5-DNA
(80 - 100 pg) wurde in einem 1 ml Restriktionsansatz mit 400 U Xbal Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Danach wurden weitere 80 U Xbal zugegeben und nach einer
Inkubation von 4 h bei 37°C wurde zur Inaktivierung des Enzyms, der Ansatz 5 min
bei 60°C erhitzt. Nachdem die Vollstandigkeit des Verdaus durch elektrophoretische
Auftrennung eines Aliquots Uberpraft wurde (longarm 33,33 kb und shortarm
0,57 kb), erfolgte die Dephosphorylierung (Kapitel 3.3.2). Die Auftrennung beider
Fragmente erfolgte durch Ultrazentrifugation mittels Sucrose-Gradienten. Danach
wurde die 33,33 kb RR5-Bande gesammelt, gefallt, in TE-Puffer gelést und 1 ug
Aliquots bei -20°C gelagert.

3.9.2 Generierung und Produktion adenoviraler Vektoren
3.9.2.1 Ligation und Vorkultur

Far in vitro Ligation der Adenovirus-DNA wurden in einem 40 pl Reaktionsansatz

1 ug des adenoviralen Xbal-long arm, 500 ng des linearisierten Shuttle-Plasmids
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(Uber Xbal- oder Spel-Verdau), 1 U DNA-Ligase und 4 ul des mitgelieferten
Puffersystems zusammen pipettiert. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C.

Am Vortag wurden bereits auf einer @60 mm-Kulturplatte 1x10° HEK 293-Zellen
ausgesat und der Ligationsansatz nun mit dem Kalzium-Phosphat Transfektions-Kit
nach den Angaben des Herstellers transfiziert. Nach Inkubation Gber Nacht bei 37°C
und 5% CO. wurde das Kulturmedium abgenommen, die transfizierten Zellen mit
PBS vorsichtig gewaschen und mit Agarose (Kapitel 3.9.3) Uberschichtet. Nach 7 bis
14 Tagen wurden unter dem Mikroskop bis zu zehn gut isolierte virale Plaques auf
der unteren Seite der Kulturplatte markiert, unter der Werkbank mit einer 1 ml Pipette
ausgestochen und in 500 pyl des mit 2% FKS versetzten DMEM Low Medium
aufgenommen (Plaquelésung). Die Plaquelésung wurde dreimal in dem Medium
eingefroren und wieder aufgetaut, damit die Zellen platzen und alle Viren in das
Medium abgegeben werden. Zur Amplifikation der Plaques wurden 500 pl der
Plaquelésung auf eine @60 mm-Kulturplatte HEK 293-Zellen gegeben, die bereits am
Vortag ausgesat wurden. Nach einer Inkubation far 2 h folgte die Zugabe von 4 ml
DMEM (High Medium) mit 10 % FKS und eine weitere Inkubation.

In der Regel waren nach 5 bis 7 Tagen die gesamten Zellen lysiert und Iésten sich
vom Boden der Zellkulturplatte ab. Das Zelllysat wurde dann geerntet, in 15 ml-
Falcon-Réhrchen Gberfihrt und dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
37°C im Wasserbad aufgetaut.

Das Zell-Virus-Lysat wurde 5 min bei 3.000 rpm zentrifugiert und wiederum 500 pl
virushaltiger Uberstand (Priméarlysat) zur weiteren Amplifikation, wie oben
beschrieben, auf neue Zellen gegeben. Nach 5 Tagen wurden erneut Medium und
Zellen nach vollstandiger Lyse geerntet (Sekundarlysat).

Vom Sekundarlysat wurden 1,5ml in 2 ml Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt und
10 min bei 3.000 rpm zentrifugiert. Die gesamte DNA wurde aus dem Zellpellet
isoliert (Kapitel 3.2.3) und mit Ethanol geféllt (Kapitel 3.2.4). AnschlieBend wurden
die amplifizierten Plaques auf das Insert des Shuttelplasmids, auf RR5-
Kontamination (Primer-Paar Ad5 324s/ Ad5 4600as) und auf Rekombination zu
replikations-kompetenten Adenoviren (RCA) (Primer-Paar Ad5 3315s / Ad5 4600as)
mittels PCR berpriift, (Kapitel 3.4.2). Zur Uberpriifung des Inserts wurden
spezifische Primer verwendet. Das RCA-freie und auf Transgen positiv getestete
Sekundarlysat wurde weiter vermehrt und zur Produktion von Adenoviren in

gréBerer Menge verwendet (Kapitel 3.9.2.2).
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3.9.2.2 Adenovirus-Préparation

Das RCA-freie Sekundar-Lysat (je 500 pl) wurde erneut auf drei 60 mm-
Kulturplatten mit konfluentem HEK293 Zellenrasen gegeben. Nach 30 min
Inkubationszeit wurden 4,5ml Low-Medium zugegeben und die Zellen weiter
inkubiert. Nach kompletter Lyse des Zellrasens (nach 4 Tagen) wurden die Lysate
der drei Platten gesammelt und in einer sterilen 250 ml-Flasche mit 180 ml Low-
Medium gemischt. Zehn @14,5 cm-Kultur-Platten mit konfluenten HEK293-Zellen
wurden mit 10 ml PBS gewaschen und 9 Platten mit jeweils 20 ml der Virus-
Lésung/Low-Medium-Mischung infiziert. Eine Platte diente als Kontrolle und wurde
nur mit Low-Medium kultiviert. Nach weiterer Inkubation bei 37°C flir 4 Tage wurde
das entstandene Virus-Lysat der 9 Platten in einen 250 ml Erlenmeyerkolben
dberfihrt und mit Nonidet-P40 (Endkonzentration: 0,5 %) zum Zellaufschluss
vermischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde dann fir
10 min bei 13.000 rpm (20.000 x g) bei 4°C zentrifugiert und der virushaltige
Uberstand in einen sterilen 250 ml-Erlenmeyerkolben Gberfiihrt. Dazu wurden 0,5 Vol
steril filtrierter, gekihlter PEG/NaCl-Puffer (20% PEG, 2.5 mM NaCl) hinzugeflgt und
die Viruspartikel durch Inkubation der Lésung Uber Nacht bei 4°C préazipitiert. Am
nachsten Tag wurden die Viren bei 13.000 rpm fir 15 min bei 4°C zentrifugiert, das
Virus-Pellet in 4 ml TBS resuspendiert und nochmals bei 3.000 rpm fir 5 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert.

3.9.2.3 Aufreinigung durch Ultrazentrifugation

Zu 4 ml virushaltigem Uberstand (Kapitel 3.9.2.2) wurden ca. 2 g CsCl gegeben
(Dichte von 1,34 g/ml). Der Ansatz wurde 1 h bei 4°C inkubiert und die Zellbruch-
stiicke bei 3.000 rpm fur 10 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Mittels einer
Pasteur-Pipette wurde der Uberstand in zwei Beckman-Ultrazentrifugen-Réhrchen
(2 ml/Tube) Uberflhrt, genau austariert und mittels eines Tube-Topper-Heaters
(Beckman, USA) versiegelt. Nach der Zentrifugation bei 90.000 rpm fir 3 h bei 20°C
(Beckman Ultrazentrifuge, TLA-120 Rotor) sammelten sich die viralen Partikel als
weiBer Ring in der Mitte des Réhrchens an. Der Virus-Ring wurde mit einer sterilen
Insulin-Spritze abgezogen, in ein 1,5ml Eppendorf-GefaB Uberfihrt und

anschlieBend das CsCl entfernt. Dies erfolgte Uber Gelfiltrations-Chromatographie
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mittels NAP™-Saulen. Nachdem die Saule mit 25 ml TBS &quilibriert wurde, erfolgte
die Zugabe von 1 ml Virus-Probe direkt auf die Saule, die nach Durchlauf mit 2,5 ml
TBS aufgeflllt wurde. Die Saule wurde mit weiteren 6 ml TBS gewaschen und das
Eluat in 1,5 ml Eppendorf-GeféaBen in 14 Fraktionen & 0,5 ml aufgefangen. 10 pl
jeder Fraktion wurden mit 90 pul TBS vermischt und die optische Dichte (OD) bei
260 nm im Genesys 6 UV-Spektrometer (Thermo Electron Corporation, USA)
gemessen. Drei bis vier Fraktionen mit den hdéchsten Konzentrationen wurden
gesammelt, vereinigt und die Konzentration erneut bestimmt. Die Partikelzahl wurde

nach folgender Formel berechnet:
Konzentration in Partikel pro pl (pt/pl) = OD x 10 x 10°

Die Virus-L6sung wurde mit BSA (Endkonzentration von 1,0 mg/ml) zum Stabilisieren
des Virus gegenlber dem Gefriervorgang versetzt und in 50 pl bis 200 ul Aliquots bei
-80°C gelagert. Aus einem 200 pl Virusaliquot wurde die DNA isoliert und mittels
PCR nochmals auf das Transgen und auf RCA Kontamination hin Uberpruft.

Zuséatzlich wurde die Integritat des Virus-Genoms durch Hindlll-Verdau analysiert.

3.9.3 Bestimmung der biologisch aktiven adenoviralen Partikelkonzentration

Die Bestimmung der biologisch aktiven (infektidsen) adenoviralen Viruspartikel
erfolgte Uber Plaqueassay. Dazu wurden 10 pl Virus-Probe in 990 ul DMEM Medium
(mit 2% FKS) aufgenommen (102 Verdiinnung). Ausgehend von dieser 1072
Verdiinnung wurde die Virusprobe weiter bis auf 10 logarythmisch verdiinnt. 900 pl
der jeweiligen Verdinnungen wurden anschlieBend auf eine 6-Well Platte mit
konfluentem HEK293-Zellrasen gegeben und die Platten flr 2 h bei 37°C inkubiert.
Waéhrenddessen wurde autoklavierte 5 %ige Low-Melting-Agarose-Lésung (Kapitel
2.8) 5 min in der Mikrowelle bei 200 W zum Schmelzen gebracht und auf 42°C im
Wasserbad temperiert. Die flissige Agarose wurde mit temperierten Medium (37°C)
1:4 vermengt und das 1,25 %iges Agarose-Medium auf die HEK 293 Zellen, nach
Absaugen der Virusverdinnung, gegeben (3 ml pro Well). Nach Verfestigung der

Agarose bei Raumtemperatur wurden die Platten bei 37°C weiter inkubiert bis sich
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innerhalb von 10 Tagen virale Plaques bilden. Nach dem 14. Tag wurden die

Plaques ausgezahlt und der Virustiter wie folgt berechnet:

Virustiter in (pfu/ml) = Anzahl der Plaques x Verdinnungsstufe

Volumen der Virusverdinnung

3.10 Konstruktion und Produktion adeno-assozierter Virusvektoren

3.10.1 Transfektion

Far die Herstellung von adenoassoziierten Virusvektoren (AAV-Vektoren) wurden
HEK 293T Zellen verwendet. Dafiir wurden auf 20 Zellkulturplatten (14,5 cm)
1 x 107 Zellen pro Platte ausgesat, so dass sie am néchsten Tag ca. 80 % Konfluenz
erreicht hatten. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe der Kalzium-Phosphat-Methode
(Kapitel 3.7.6). Dabei wurden pro Platte 6 ug transgenes Plasmid und 18 pg Helfer
Plasmid (pDP6) fur scAAV2/6 (Abb. 3.4) bzw. 18 ug p5E18-VP 2/9, 18 ug P-Helper
und 10 pg transgenes Plasmid fir scAAV2/9 verwendet. Es wurden 1 ml 250 mM
CaCl, dazu pipettiert, geschittelt und anschlieBend 1 ml HBS tropfenweise
zugegeben. Der Ansatz wurde 1 min bei RT inkubiert, bevor er auf die Zellen
gegeben wurde. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO. erfolgte ein
Mediumwechsel, danach wurden die Zellen fir weitere 72 h inkubiert.
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von rekombinanten AAV : TAAY

Abb. 3.4: Schema des 2-Plasmid-Protokolls fir die Herstellung von AAV. HEK 293T
Zellen werden mit 2 Plasmid kotransfeziert. Das AAV-Shuttelplasmid enthélt das von 2
ITR’s flankierte Transgen. Das AAV-Helferplasmid tragt die Genkassette fiir rep und cap
sowie die adenoviralen Gene fur E2A und E4.

3.10.2 Ernte der AAV-Vektor produzierenden Zellen

Die Zellen wurden 72 h nach der Transfektion durch Abschaben abgelést, zusammen
mit dem Medium resuspendiert und 10 min bei 3.000g in 50 ml Réhrchen
zentrifugiert (2,5 Platten pro 50 ml). Der Uberstand wurde fiir die Weiterverarbeitung
in einen Erlenmeyerkolben Gberfihrt. Die Zellpellets wurden in je 10 ml PBS
resuspendiert und in 2 x 40 ml vereinigt. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
fr 10 min bei 3.000 g. Die Zellpellets wurden erneut in 25 ml PBS resuspendiert und
anschlieBend bei 3.000 g fir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
10 ml PBS resuspendiert und durch viermaliges Einfrieren im Ethanol-Trockeneisbad
und Auftauen bei 37°C im Wasserbad aufgeschlossen. Der gelésten Zell-AAV-
Suspension wurden 15 pl (3.750 U) Benzonase zugegeben und 1h bei 37°C
inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fur 30 min bei 6.000 g wurde der
Uberstand abgenommen, nochmals zentrifugiert (20 min bei 6.000g) und an-
schlieBend Uber einem lodixanolgradienten (Kapitel 3.10.3) weiter aufgereinigt.
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3.10.3 Fallung und Aufreinigung der AAV-Vektoren

Der in Kapitel 3.10.2 gesammelte virushaltige Uberstand (ca. 400 ml) wurde mit 8 ml
2,5 M CaCl, versetzt, gemischt, 1 h auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 4.000 rpm
fir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einen Erlenmeyerkolben Uberfiihrt,
130 ml PEG-L6sung zugegeben und fir 48 h bei 4°C belassen. Je 50 ml der
Virsussuspension wurden auf 50 ml Rdéhrchen verteilt und 30 min bei 3.000 g
in 500 ul NaCl-HEPES-Lésung
resuspendiert, vereinigt und nochmals zentrifugiert bei 10.000 g far 15 min. Zum

zentrifugiert. Die Zellpellets wurden jeweils
virushaltigen Uberstand wurden 8 ul (2.000 U) Benzonase zugegeben und fiir 1,5 h
bei 37°C inkubiert.

Die Aufreinigung der AAV-Fraktion erfolgte durch einen lodixanolgradienten
(Tab. 3.7) in einer Ultrazentrifuge. Der Virusiberstand wurde zuerst mit 6 ml 15 %
lodixanollésung, dann mit 4,5 ml 25 %, mit 3,5 ml 40 % und abschlieBend mit 3,5 ml
54 % lodixanollésung unterschichtet.
1 x PBS/MK-L6sung bis zum Rand aufgeflllt, austariert und fir 2,5 h bei 54.000 g

und 18°C zentrifugiert. Die dabei entstandene sichtbare Virusbande Uber der

Die Ultrazentrifugenréhrchen wurden mit

54 %igen lodixanol Phase wurde mit Hilfe einer Kanlle (18G) abgezogen. Die AAV-
Vektoren wurden bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.7: Herstellung eines lodixanolgradienten

15% lodixanol | 25% lodixanol | 40% lodixanol | 54% lodixanol
1 x PBS/MK 37,5 ml 28 ml 16,5 ml 5ml
lodixanol Stock
(60 %) 12,5 ml 20 ml 33 ml 45 ml
Phenolrot / 100 pl / 100 ul
Gesamtvolumen 50 ml 48 ml 49,5 ml 50 mi

3.10.4 Bestimmung des genomischen Titers durch Slot-Blot

Flr die genomische Titerbestimmung erfolgte eine lIsolation der AAV-DNA nach
Kapitel 3.2.3. Der Titer gibt die Anzahl DNA enthaltener Partikel pro ml an. Fir eine
genaue Validierung der Virustiter wurde flr jedes der zu bestimmenden Viren ein
eigener Standard generiert. Daflir wurden die AAV-Plasmide mit Smal geschnitten,

welches sowohl in der 3’-ITR als auch in der 5-ITR schneidet und dadurch ein DNA-
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Fragment von einer Virusgenomlange entstand. Von diesem AAV-Plasmid-Standard
wurden, ausgehend von 1 ng/ul eine Verdiinnungsreihe von 107 - 10 hergestellt
und wie die AAV-DNA weiterverwendet.

Von der AAV-DNA wurden jeweils 10 pl und 20 pl mit der gleichen Menge an 1 N
NaOH versetzt und fir 30 min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 Vol 20xSSC
zu den Proben gegeben und das gesamte Volumen mittels einer Slot-Blot-Apperatur
auf eine Nylonmembran transferiert. Fir die Hybridisierung wurde eine Sonde
hergestellt, die sowohl im AAV-Genom, als auch im Standard bindet. Bei den scAAV-
Pseudotypen, die eine shRNA expremieren, wurde eine Sonde benutzt, die
spezifisch an den U6-Promotor bindet, bei den scAAV-GFP Pseudotypen eine gegen
den CMV-Promotor. Die Starke des Hybridisierungssignals von der Virus-DNA wurde
in das Verhaltnis des jeweiligen Standards gesetzt. Um die genaue Virusgenomzahl
zu ermitteln, musste vorher das Molekulargewicht der Standards berechnet werden.
Damit lieB sich die Anzahl der Viruskopien im Standard und das direkte Verhéltnis

zum Hybridisierungssignal wie folgt ermitteln:
Avo** x Standardkonzentration / MW des Standards
Formel zur Berechnung des Molekulargewichtes (MW) (g/mol):
[(313,2 x A*) + (329,2 x G*) + (289,2 x C*) + (304,2 x T*)] - (62 x 2)

*Entspricht der Anzahl der Nukleotidbasen im Standard
**Avogadro Zahl definiert als Teilchenzahl N pro Stoffmenge n = 6,022 x 10?® mol™

3.11 Expressionsnachweis-Methoden

3.11.1 Immunfluoreszenz-Farbung

Die indirekte Immunfluoreszenz-Farbung diente zum Nachweis des CAR-Proteins in
verschiedenen Zelllinien. Dazu wurden die Zellen auf 40 mm-Zellkulturschalen
ausgesét (2 x 10° Zellen pro Schale) und 24 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
dann entsprechend transfiziert und unterschiedlich lange im Brutschrank weiter
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inkubiert. Nach der gewlnschten Inkubationszeit wurde das Kulturmedium
abgenommen und die Zellen zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Zur Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen wurde 1 ml Fixierungslésung (Kapitel 2.4) zugegeben
und die Schale 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit
jeweils 3 ml TBS wurde der Puffer vollstandig entfernt, jedoch ohne die Zellen
austrocknen zu lassen. Mit einem Wattestdbchen wurde ein Kreis von ca. 20 mm
Durchmesser in den Zellrasen eingezeichnet und mit einem Fettstift (Dako
Cytomation, Danemark) nachgezogen. In dem abgedichteten Kreis wurden nun die
Zellen mit 100 pl Blockierungslésung (Kapitel 2.4) 20 min bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 100 ul TBS
wurden 100 pl der jeweiligen, in Blockierungslésung verdinnten, primaren Antikdrper
in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Inkubationszeit betrug je nach Antikérper
entweder 1 h bei 37°C oder Uber Nacht bei 4°C. Die Zellen wurden erneut dreimal
gewaschen und mit 100 ul des jeweiligen in Blockierungslésung verdinnten
sekundaren Antikorpers fir 45 min bei RT in einer abgedunkelten Kammer inkubiert
und anschlieBend ebenfalls dreimal gewaschen.

Um den Zellkern anzufarben, schloss sich eine 10mindtige Inkubation mit 100 pl
0,5 mg/ml DAPI-Lésung und anschlieBendes Waschen (3x) an. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der Puffer vollstandig entfernt, die Zellen mit einem Tropfen
Fluoromount G eingebettet und mit einem Deckglas luftblasenfrei bedeckt. Die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Olympus BX60
Immunofluorescence Mikroskops unter Verwendung der Software AnalySIS
(Olympus).

3.11.2 Western-Blot

Des Weiteren wurde die Expression von Proteinen mittels Western-Blot
nachgewiesen und quantifiziert. Dafur wurden die Zellen (6 Well-Platte) mit PBS
gewaschen und mit 250 ul PBS unter Zuhilfenahme eines Zellschabers von der
Platte gelést und in ein Eppendorf-tube Uberfihrt. Nach 3 min Zentrifugation bei
10.000 rpm und 4°C, wurde der PBS-Uberstand abgesaugt und das Pellet je nach
GréBe in  50-100 ul ,General*-Lysispuffer (Kapitel 2.4) resuspendiert.
Gewebesticke (ca. 20 - 30 mg) wurden ebenfalls in 100 pl Lysepuffer aufgenommen
und mit einem sterielen PlastikstdBel zerkleinert. Das Lysat wurde fir 15 min auf Eis
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inkubiert und anschlieBend die Zelltrimmer bei 14.000 rpm fir 5 min (4°C)
abzentrifugiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA-Test
unter Anleitung des Herstellerprotokolls.

20 ug Gesamtprotein  wurden anschlieBend durch SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Dazu wurde die entsprechende
Menge Zelllysat mit 4 x Ladepuffer (Kapitel 2.4) vermengt, fir 5 min in siedendem
Wasser denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Die Trennung der Proben erfolgte
durch ein 4 - 12% SDS-Gel in Laufpuffer fiir 1 - 1,5 h bei 90 - 140 V.

Der sich anschlieBende Western-Blot wurde wie in Abbildung 3.5 gezeigt aufgebaut,
wobei darauf geachtet wurde, dass keine Luftblasen den Transfer der Proteine
negativ beeinflussen. Die Nylonmembran wurde zuvor fir 10 s in Methanol eingelegt
und dann mit A. dest. gespult. Schwammchen und Whatmanpapier wurden gut in
Transferpuffer (Kapitel 2.4) eingeweicht, damit das Gel wahrend des Blottens nicht
austrocknet. Bei 200 mA wurden die Proteine fir 1-2h vom Gel auf die
Nylonmembran transferiert. Danach wurde die Nylonmembran kurz in Ponceau-rot
angefarbt, um sicher zu gehen, dass der Transfer funktioniert hat. Mit TBST wurde
die Membran entfarbt und fir die Antikérpermarkierung far 30 min bei RT in 5%
Magermilchpulver/TBST blockiert.

Der 1. Antikdrper wurde in der jeweiligen Konzentration mit der Blockierungslésung
verdiinnt und die Membran damit fir 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach 3xligem Waschen mit TBST (je 10 — 20 min) folgte die Inkubation mit einem
HRP-konjugiertem, sekundaren Antikérper (in 5 % Magermilchpulver/TBST) fur 1 h
bei RT.

Schwammchen
Membran

SDS-Gel

Whatman —&=

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau eines Western-Blots
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Nach der Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper wurde die Membran wiederum
dreimal fur 10 - 20 min in TBST gewaschen. Die spezifisch gebundenen Antikérper
wurden mit dem ECL Plus - Reagenz nachgewiesen. Dabei wird das Substrat
Luminogen, durch die am sekundéaren Antikdrper gekoppelte HRP, unter Absenden
von Licht (Chemilumineszenz) oxidiert. Mit diesem Licht wurde ein HyperfilmTM ECL
belichtet und somit die Quantitat der Proteine bestimmt.

3.11.3 Luciferase-Assay

Das Enzym Luciferase katalysiert die Oxidation von Luciferin unter Abgabe eines
Photons in Form einer messbaren Lumineszenz und wurde so als Reporter flr
verschiedene Expressionsanalysen verwendet.

Der Nachweis der Luciferase-Expression erfolgte mit dem Luciferase Detection Kit
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Nach Abnehmen des Mediums und
Waschen der Zellen mit 1 x PBS wurden die Zellen direkt mit 250 ul Lysispuffer (24
Well-Platte) lysiert. Gewebestiicke (zwischen 20 - 30 mg) wurden in 500 ul Lysis-
puffer aufgenommen und unter zu Hilfenahme eines sterilen PlastikstoBels
zerkleinert. Danach erfolgte eine 15-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur und
anschlieBend wurde das Zelllysat in Eppendorf-Tubes Gberfihrt und fir 15 s bei
14.000 rpm zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden mit 50 pl Luciferin gemischt

und die Luciferase-Aktivitat innerhalb 20 s mit einem Luminometer bestimmt.

3.11.4 FACS-Messung

Um zu UOberprifen, wie effizient die Adenovektoren HL-1 Zellen transduzieren,
wurden diese mit verschiedenen moi eines GFP expremierenden Adenovektors
inkubiert und 48 h spater mittels FACS-Analyse die Expression des Markergens
quantifiziert.

HL-1 Zellen wurden in eine 6-Well-Platte ausgesdt und 24 h spater mit
unterschiedlichen mois AdCMVGFP inkubiert. 48 h spater wurden die Zellen
trypsiniert, mit 3 ml FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Rdéhrchen fir 5 min bei
1.200 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das
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Zellpellet in 500 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Messungen wurden an dem
FACS Calibur vorgenommen und die Ergebnisse mittels CellQuest Software (Becton
Dickinson) ausgewertet.

3.11.5 ELISA

Zur Quantifizierung des gebildeten sCAR-Fc in vitro und in vivo, wurde ein ELISA
benutzt, der spezifisch das humane IgG-Fc detektiert und so mit Hilfe eines IgG-Fc
Standards eine absolute Quantifizierung erlaubt. Es wurde nach dem
Herstellerprotokoll verfahren. Die einzelnen Proben wurden jeweils in mehreren
Verdinnungsstufen eingesetzt. Um den Background zu ermitteln, wurde entweder
Medium von untransfizierten Zellen oder Serum von unbehandelten Mausen

eingesetzt.

3.12 Tierversuche

Die Mause wurden unter Beachtung der deutschen Tierschutzverordnung gehalten
und gepflegt. Fir die Tierversuche wurden C57BL/6-Mause (FEM, Charite bzw.
Charles River, Sulzfeld/D) und Balb/c-Mause (Charles River, Sulzfeld/D) benutzt.

3.12.1 Transduktion von Mausen mit AdV mittels Schwanzveneninjektion

C57BL/6-Mause wurden mit 1x10"'pt/Maus AdV-Vektoren (AdCMViuc, AdshCAR4,,
AdshPLB,) transduziert. Die Injektion erfolgte mit einem Gesamtvolumen von 250 ml
(mit PBS verdlinnt) Uber die Schwanzvene. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Mause euthanasiert, die Organe entnommen und sofort in flissigen
Stickstoff Uberflhrt. AnschlieBend wurden die Organe fir Luciferase-Assay (Kapitel
3.11.3), Tag-Man (Kapitel 3.2.7) und Western-Blot (Kapitel 3.11.2) weiter verarbeitet.
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3.12.2 Transduktionseffizienz von scAAV-Vektoren nach i.v. Applikation

Um die Transduktionseffizienz von unterschiedlichen pseudotypisierten scAAV-
Vektoren zu bestimmen, wurden 1x10''vg scAAV2-GFP, scAAV2.6-GFP und
1x10"° vg scAAV2.9-GFP i.v. in die Jugularisvene appliziert. Die 6 Wochen alten
mannlichen C57BL/6 Mause wurden dafir unter Ketanest-Inhalationsnarkose
gehalten und die Vektoren mittels Katheter in die freipraparierte Vena jugularis mit
einem Gesamtvolumen von 90 pl injiziert. AnschlieBend wurde die Wunde verndht
und die Mause fur weitere 10 Tage gehalten. Danach wurden sie euthanasiert, die
Gewebe entnommen, bei -20°C eingefroren oder in 4 %igem Formalin fixiert und

anschlieBend in Parafin eingebettet.

3.12.3 CVB3-Myokarditismodell in scAAV2.9-transduzierten Mausen

Die Mause wurden wie oben beschrieben mit scAAV2.9-shRdRP2.4 und scAAV2.9-
shGFP transduziert und 9 Tage spater, mit 2x10°pfu CVB3 i.p. in einem
Gesamtvolumen von 200 pl infiziert. Nach weiteren 10 Tagen wurden die Mause
narkotisiert, hd&modynamisch charakterisiert und anschlieBend euthanasiert. Die
Herzen wurden entnommen und in flissigem Stickstoff eingefroren oder in 4 %
Formalin fixiert. Die Gewebestlcke im flissigen Stickstoff wurden fir die CVB3-
Bestimmung mittels Plaque-Assay (Kapitel 3.8.3) benutzt, wahrend die Formalin
fixierten Herzstlicke fur die H&E-Farbung verwendet wurden (Kapitel 3.13).

Die hamodynamischen Messungen wurden von der Arbeitsgruppe um Dr. Dirk
Westermann, Charite — Universitatsklinikum Berlin durchgefihrt. Die Mause wurden
am Tag 9 p.i. mit Thiopental (125 ug/g i.p.) narkotisiert und wahrend der Messung
beatmet. Die hamodynamischen Messungen wurden mit einem 1.2-F Milar Tipp

Katheter im linken Ventrikel durchgefiihrt (Westermann et al., 2006).

3.12.4 Expression von sCAR-Fc durch AdG12 nach i.v. Applikation

Um die Effizienz und Regulierbarkeit der sSCAR-Fc Expression des AdG12 in vivo zu
untersuchen, wurde Balb/c-Mause mit 3x10'°pt AdG12 pro Maus i.v. liber die Vena
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jugularis (Gesamtvolumen 75 pl) injiziert (Kapitel 3.12.2).

Die 6-8 Wochen alten mannlichen Mause wurden bereits 2 Tage vor
Vektorapplikation, markiert, umgesetzt und entweder mit Dox im Trinkwasser
(200 ng/ml in 5% Succrose) oder nur mit Succrose gehalten. Dabei wurde das
Trinkwasser taglich erneuert.

Aller 2 - 3 Tage wurden Blutproben genommen, indem die V. jugularis kurz unterhalb
des Unterkiefers mit einer Kanile punktiert wurde. Das Serum wurde 8 min bei
3.000 rpm abzentrifugiert und die sCAR-Fc Konzentration mittels Human-IgG-ELISA
ermittelt (Kapitel 3.11.5). Dabei wurde nachdem Herstellerprotokoll verfahren. Nach
einem Untersuchungszeitraum von 14 Tagen wurden die Mduse euthanasiert und
Blut und Gewebe von Herz und Leber enthommen. Die Gewebstlicke wurden

entweder bei -80°C gelagert oder in 4%igem Formalin fixiert.

3.12.5 CVB3-Myokarditsmodell in AdG12-transduzierten Mausen

Zwei Tage vor der CVB3-Infektion wurden die Adenovektoren AdG12 Uber die V.
jugularis appliziert (Kapitel 3.12.2).

Im protektiven Modell wurde die sCAR-Fc Expression zwei Tage vor CVB3-Infektion
durch Zugabe von Dox in das Trinkwasser der Mause induziert (200 pg/pl Dox in 5 %
Succrose). Im therapeutischen Ansatz wurde die SCAR-Fc Expression zeitgleich mit
der CVB3-Infektion oder 24 h nach Infektion durch Dox-Zugabe ins Trinkwasser
gestartet. Ausfihrliches FlieBschema und Definition der Gruppen unter Kapitel
4.3.4.2 bzw. 4.3.4.3.

Die Tiere wurden zwei Tage nach Vektorapplikation mit 5x10* pfu CVB3 i.p. in einem
Gesamtvolumen von 250 pl infiziert. Als Negativkontrolle wurde 250 pl PBS i.p.
appliziert. Wahrend des Inkubationszeitraumes wurde in regelmaBigen Abstanden
das Aussehen, Gewicht und Verhalten der Mause beobachtet, um eine Aussage
uber den Krankheitsverlauf zu treffen. Am Endpunkt des Beobachtungszeitraums
(Tag 7 p.i.) wurden die Mause narkotisiert und hamodynamisch charakterisiert
(Kapitel 3.12.3). AnschlieBend wurden die Tiere euthanasiert und die Organe (Herz,
Pankreas, Leber, Milz, Lunge, Darm, Niere) und Blut entnommen. Vom Herz wurden
die Vorhofe entfernt, der Ventrikel transversal geschnitten, der apikale Teil nochmals
halbiert und in flissigem Stickstoff eingefroren (CVB3-Plaqueassay — Kapitel 3.8.3).

90



Der basale Teil wurde in 4 %igem Formalin fixiert und fur H&E-Farbung (Kapitel 3.13)
bzw. in situ-Hybridisierung (Kapitel 3.8.4) benutzt. Von den anderen Organen wurde
ebenfalls eine Probe in Stickstoff eingefroren und ein Teil in Formalin fixiert.

3.13 HE-Farbung von Gewebeschnitten

Um die Infiltration von Immunzellen in diversen Geweben zu bestimmen, wurden die
Organe mit Haemotoxlin-Eosin (HE) geférbt, ein Farbstoff, der Zellen rot und
Zellkerne blau anfarbt. Die verschiedenen Organe wurden nach Entnahme in 4 %
Formalinldsung eingelegt und Uber mindestens 24 h fixiert. AnschlieBend wurden die
Gewebe in Parafin eingebettet, mit einem Microtom in 4 um dicke Schnitte
geschnitten und auf Glas-Objekttrager tGbertragen. Die Entparafinierung der Schnitte
und HE-Farbung wurde automatisiert durchgefihrt und die gefarbten
Gewebeschnitte anschlieBend mit Entellan® eingebettet und unter dem Mikroskop
ausgewertet.

Far die Quantifizierung der Inflammation wurde eine Skala von 0 —4 festgelegt:
0 = keine Infiltrate; 1 = kleine fokale Ansammlung von infiltrierenden Zellen zwischen
Myozyten; 2 = gréBere Foki > 100 infiltrierende Zellen; 3 =< 10% des Gewebe-
schnittes von infiltrierender Zellen betroffen; 4 = 10 — 30% des Gewebeschnittes von

Inflammation betroffen (Szalay et al., 2006).

3.14 Statistische Evaluierung

Die Daten der Hamodynamikmessungen wurden mit dem ungepaarten, zweiseitigen
Mann-Whitney U Test verglichen. Die Berechnung statistischer Parameter flr in vitro
Versuche erfolgte unter Verwendung des Student-t-Test. Die Unterschiede zwischen
zwei Versuchsansatzen wurden als signifikant betrachtet, wenn die P-Werte kleiner
als 0,05 waren.
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4 Ergebnisse

4.1 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-vermittelte
Herunterregulation des zellularen Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor (CAR)

Essentiell fir die Infektion von Zellen durch Viren sind spezifische zellulare
Rezeptoren, Uber die das Virus Kontakt mit der Zelle aufnimmt und in diese eindringt.
Far Coxsackieviren der Subgruppe B ist CAR der Internalisierungrezeptor und
vermittelt die Aufnahme des Virus in die Zielzellen. Zellen, die dieses Protein nicht
exprimieren, sind unter normalen Bedingungen nicht permissiv fur CVB-Infektionen.

Im ersten Teil der Promotion sollte die Expression von CAR in verschiedenen
Zelltypen, unter anderen auch in kardialen Zellen untersucht werden. AnschlieBend
sollte die Expression des CAR mittels RNAI in diesen Zielzellen herunterreguliert

werden, um so kardiale Zellen vor einer CVB3-Infektion zu schitzen.

4.1.1 Expression von CAR1 und CAR2 auf unterschiedlichen Zelltypen

Um zu untersuchen, inwiefern die beiden CAR-Isoformen auf verschiedenen
Zellkulturen vorhanden sind, wurden die humanen Zelllinien HEK 293T und Hela,
die kardiale Mauszelllinie HL-1 und neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) mit
zwei verschiedenen Antikdrpern untersucht, die spezifisch Maus-CAR1 (mCART1)
und mCAR2 erkennen (Shaw et al., 2004). Dabei bindet der Antikdrper RP-291
spezifisch gegen das SIV-Motiv am intrazellularen C-terminalen Ende von mCAR1
(Accession-Nr. NM_001025192), wahrend RP-194 gegen das TVV-Motiv von
mCAR2 (Accession-Nr. NM_009988) gerichtet ist (Abb. 1.3). Beide Antikdrper
zeigen dabei Kreuzreaktionen mit den humanen CAR-Homologen, da die
Peptidsequenz, gegen die der Antikérper gerichtet ist, zwischen beiden Spezies zu
100 % homolog ist (Shaw et al., 2004; Fechner et al., 1999).

Um die Spezifitdt der beiden Antikdrper zu Uberprifen, wurden dafir HEK 293T-
Zellen in einem Vorexperiment mit den jeweiligen mCAR1 und mCAR2-Expressions-
plasmiden (pZS2-mCAR1, pZS2-mCAR2) transduziert und mittels Immun-
fluoreszenz beide Isoformen nachgewiesen. Die spezifische Expression der beiden
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CAR-Isoformen in den pZS2-mCAR1 und pZS2-mCAR2 transduzierten Zellen war
deutlich nachweisbar, wenn sie mit den jeweiligen spezifischen Antikérpern
angefarbt wurden (Abb. 4.1.1_A). Des Weiteren konnte in beiden humanen
Zellkulturen, HEK 293T (Abb. 4.1.1_A) und Hela-Zellen (Abb. 4.1.1_B), sowohl
hCAR1 als auch hCAR2 detektiert werden. Dabei sind beide Isoformen an der
Zellmembran an den Zell-Zell-Kontaktstellen lokalisiert. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass beide Antikodrper, wie erwartet, sowohl die CAR-Isoformen der Maus

erkannten, als auch die humanen.

-E
T

Cy3/DAPI

Abb. 4.1.1: Nachweis von CAR1 und CAR2 mittels Immunfluoreszenz. (A) 293T-Zellen wurden
mit mCAR1- und mCAR2-Expressionsplasmiden transfiziert und 24 h spater mittels
spezifischer Antikérper mCAR1 (RP-291) bzw. mCAR2 (RP-194) nachgewiesen. Weiterhin
wurden untransfizierte HEK 293T-Zellen auf die Expression von beiden CAR-Isoformen hin
Uberprift. (B) HelLa-Zellen wurden auf die Expression von hCAR1 und hCAR2 mittels
spezifisch bindender Antikdrper (siehe oben) untersucht. Farbung des Zellkerns mit DAPI.
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Phalloidin

FPhalloidin
MCAR1
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Abb. 4.1.2: CAR-Immunfluoreszenz in der kardialen Mauszelllinie HL-1. (A) Nachweis von
mCAR-Isoformen. HL-1 Zellen wurden ausgeséat und mittels spezifischer Antikérper mCAR1
(RP-291) und mCAR2 (RP-194) nachgewiesen. (B) Nachweis von mCAR1 in HL-1-Zellen
mittels Immunfluoreszenz mit dem Antikdrper H-300 (rabbit-anti-mouse CAR) und Aktin mittels
Phalloidin 488. Anfarbung des Zellkerns mit DAPI.

Untersuchungen in der kardialen Mauszelllinie HL-1 zeigten eine Expression von
mCAR1 aber nicht von mCAR2 in diesen Zellen (Abb. 4.1.2_A). Dabei ist auch eine
zellulare Funktion des CAR gut zu erkennen, die unter anderem darin besteht, den
Kontakt zwischen Zellen zu vermitteln. CAR wird durch Bildung von Homodimeren an
der Membran an den Zell-Zell-Kontakistellen stabilisiert. Besteht zwischen zwei
Zellen kein direkter Kontakt, konnte an der Zellmembran kein CAR mittels

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Abb. 4.1.2_A - weiBer Pfeil). Durch die
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Immunfluoreszenz konnte ebenfalls sehr gut beobachtet werden, wie der Kontakt
zwischen zwei Zellen durch CAR vermittelt wird. Zellen erkunden ihre Umgebung
durch Filopodien und treten Uber diese in Kontakt miteinander (Mattila and
Lappalainen, 2008). In der Abbildung 4.1.2_B ist gut zu erkennen, wie die linke Zelle
an mehreren Stellen mit der rechten Zelle durch Filopodien (Aktinfasern grin
markiert, weiBer Pfeil) Kontakt aufnimmt und es kommt an der Kontaktstelle zu CAR-
CAR-Interaktion und homophiler Bindung, was zur Stabilisierung von CAR an der

Zellmembran fuhrt (rot angefarbt, gelber Pfeil).

Cy3/DAPI

Abb. 4.1.3: CAR-Immunfluoreszenz in neonatalen Rattenkardiomyocyten (NRCM). Nachweis
von rCAR-Isoformen in NRCM 4 Tage nach Praparation mittels spezifischer Antikérper CAR1
(RP-291) und CAR2 (RP-194). Anfarbung des Zellkerns mit DAPI.

Die letzten 5 (CAR2) bzw. 6 AS (CAR1) am C-terminalen Ende des Ratten-CAR
(rCAR) (Accession-Nr. AF_109644) stimmen mit der entsprechenden Peptidsequenz
von mMCAR und hCAR Uberein, gegen die die beiden Antikérper RP-291 und RP-194
gerichtet sind. So bestand die Mdoglichkeit, dass beide Antikérper auch rCAR
erkennen kdnnen. NRCM wurden deshalb auf die Expression von rCAR1 und rCAR2
hin untersucht. Dabei konnte, wie auch bei HL-1 Zellen, nur die Expression von
rCAR1 nachgewiesen werden (Abb. 4.1.3). Die Lokalisation von rCAR in den NRCM

ist auch in diesem Fall an den Zell-Zell-Kontakten in der Membran zu erkennen
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(Pfeil). Zusammenfassend konnte in allen untersuchten Zelllinien CAR nachgewiesen
werden, welcher ausschlieBlich an den Zell-Zell-Kontaktstellen in der Zellmembran
lokalisiert war. Unterschiede traten jedoch bei der Verteilung der beiden CAR-
Isoformen auf. Wahrend bei den humanen Zelllinien HEK 293T und HelLa, CAR1 und
CAR2 nachgewiesen wurden, konnte in den kardialen Zellen, HL-1 und NRCM, nur
CAR1 detektiert werden.

4.1.2 Evaluierung effizienter short hairpin (sh)RNAs gegen mCAR

Um die effizienteste shRNA gegen mCAR zu ermitteln, wurden drei verschiedene
adenovirale Shuttleplasmide mit shRNA-Expressionskassetten gegen den
extrazellularen Teil des mCAR1 und mCAR2 (pAdshCAR2,, pAdshCAR3, und
pAdshCAR4,,) generiert, wobei die jeweiligen shRNA-Kassetten unter Kontrolle eines
murinen U6-Promotors standen (Abb. 4.1.4).

51TR  TetO, B-globulin 3I1TR

e
PAJShCAR,, H A\
Zielsequenz sense loop Zielsequenz antisense
shCAR2 S-GATCCCC CTACTATCCGEATCTEAAL TT GAGA TTTCAGATCOCGGATAGTAG TTTTTA-S
m

3-GGG GATGATAGSCUTAGACTTT AAGTTCTOT AAAGTUTAGGCCUTATCATC AAAAATTCGA-S'

shCAR3 EGATCCCC CTATAAATGTGACCAACET TTCRAGAGA AGGTTGGTCACATTTATAG TTTTTA-S
LU 3-GGG GATATTTACACTSGTTSGA AAGTTCTCT TCCAACCAGTGTAAATATC AAAAATTCGA-S'

shCAR4 S-GATCCCC GGATCGGAAGAGATTGEAAAT TTCRAGAGA ATTTCCAATCTCTTCCGATCC TTTTTA-3
LU 3-GGG COTASCUTTCTCTAACCTTTA  AAGTTCTCT TAAAGGTTAGAGAAGGCTAGS AAAAATTCGAS'

Abb. 4.1.4: Schematische Darstellung des adenoviralen Vektorkonstruktes zur Expression von
mCAR-shRNAs. Abkirzungen: 5'ITR, inverted terminal repeat von Adenovirus5 und
5 adenovirale Sequenz (1-342bp); TetO;, siebenfache Wiederholung der 42bp fet
Operatorsequenz; U6, RNA-Polymerase-Ill-Promotor U6; SEC, short hairpin (sh)RNA Expres-
sionskassette; 3'ITR, inverted terminal repeat von Adenovirus 5. Die SEC beinhaltet die sense
und antisense Sequenz der mCAR-Zielsequenz downstream vom U6-Promotor, getrennt durch
eine 9 bp loop-Sequenz und ein Terminationssignal bestehend aus finf Thymidinen.

Die Silencing-Effizienz der shRNAs wurde durch Co-Transfektionsexperimente in
293T-Zellen ermittelt. Dabei wurden 293T-Zellen mit mCAR-Expressionsplasmiden
(pZS2-mCAR1, pZS2-mCAR2) und den jeweiligen shRNA-expremierenden
Plasmiden co-transfiziert und 48 h spater die Menge der mCAR-mRNA mittels
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Northern-Blot analysiert. Als Kontrolle diente ein Plasmid, dass eine nicht relevante

shRNA exprimiert (pAdshPLB,), die keine Sequenzhomologie mit Maus-mRNAs
aufweist.

| e e s S S -

mock  pAdshCAR2, pAdshCAR3, pAdshCAR4, pAdshPLB,

Sy S - mCAR2
A e ™ et s, B-Aktin

mock pAdshCAR2, pAdshCAR3,, pAdshCAR4, pAdshPLB,

B
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mock  pAdshCAR, pAdshCAR3,, pAdshPLB,
pAdshCAR2,, pAdshCAR4,

Abb. 4.1.5: Effizienz und Spezifitdt der mCAR-shRNAs. (A) 293T-Zellen wurden mit mCAR1- und
mCAR2-Expressionsplasmiden (mock) und den shCAR-Expressionsplasmiden co-transfiziert und
RNA nach 48h mittels Northern-Blot mit einer einzelstrdangigen CAR-Antisense
Hybridisierungssonde analysiert. Es wurden jeweils dreifach bzw. zweifach Bestimmungen
durchgefihrt. (B) 293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir hCAR und fiir mCAR-
shRNAs und hCAR-shRNA (pAdshCAR;,) cotransfiziert und nach 48 h mittels Northern-Blot die

hCAR-mRNA Expression bestimmt. In allen Northern-Blots diente B-Aktin mRNA als
Ladekontrolle.

Wie die Northern-Blot Untersuchung zeigt, waren zwei shRNAs, shCAR2,
(pPAdshCAR2,) und shCAR4, (pAdshCAR4,) hocheffizient und regulierten die
Menge der mCAR1- und mCAR2-mRNA (ber 90 % herunter — shCAR2,, (93 %),
shCAR4, (97 %) (Abb. 4.1.5_A). Die shCARS3,, zeigte dagegen keinerlei Wirksamkeit
und auch die Kontroll-shRNA (pAdshPLB,) hatte keinen Effekt auf die mRNA-Menge
von mCAR1 und mCAR2.

AnschlieBend wurde die Spezies-Spezifitdt der shRNAs getestet, indem untersucht
wurde, inwiefern die mRNA von humanem CAR (hCAR) durch die Expression der
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gegen mCAR gerichteten shRNAs beeintrachtigt wird. Northern-Blot Analysen nach
Co-Transfektion mit einem hCAR-Expressionsplasmid zeigt keine Beeinflussung der
hCAR-mRNA durch die mCAR-shRNAs (Abb. 4.1.5_B). Eine shRNA, spezifisch
gegen die Sequenz des hCAR, regulierte dabei jedoch hocheffizient die hCAR-
mRNA herunter. Auch hier diente pAdshPLB; als Negativkontrolle und hatte keinen
Effekt auf die Menge der hCAR-mRNA. Die Tatsache, dass shCAR4, drei und
shCAR2, nur einen missmatch in der Zielsequenz zur Sequenz von hCAR aufwies
zeigt, dass die hier ausgesuchten shRNAs eine hohe Speziesspezifitat bezliglich
ihrer Zielsequenz besitzen. Als Ladekontrolle wurde bei allen Untersuchungen

B-Aktin mitgefhrt, dessen Expression durch die shRNAs nicht beeintrachtigt wurde.

4.1.3 Inhibierung der CVB3-Replikation in der kardialen Mauszelllinie HL-1
durch Herunterregulation von mCAR mittels Vektor-vermittelter RNAi

Sowohl Adenoviren als auch Coxsackie-B-Viren benutzen CAR als zelluldren
Rezeptor. Dabei vermittelt er bei Adenoviren die Anheftung an die Zelle und bei
Coxsackieviren die Virusaufnahme. Durch die Inhibierung der CAR-Expression
mittels RNAI sollte die Infektion der Zielzellen und dadurch die virale Replikation
inhibiert werden.

4.1.3.1 Herunterregulation der mCAR-mRNA in der kardialen Mauszellinie HL-1
durch vektorexprimierte shRNA

Kardiale Zellen, wie HL-1 Zellen und NRCM, lassen sich schwer und nur mit geringer
Effizienz transfizieren, was eine Behandlung mit siRNAs oder Plasmid generierter
shRNAs nicht praktikabel macht (Yuan et al., 2004). Deshalb sollten die evaluierten
CAR-shRNAs (shCAR2,, shCAR4,) von adenoviralen Vektoren exprimiert werden,

welche ihrerseits effizient kardiale Zellen in vitro transduzieren.

Um far die Transduktion der HL-1 Zellen die optimale Vektordosis zu ermitteln, bei
der mdglichst viele Zellen transduziert werden, ohne dass zytotoxische Effekte
auftreten, wurden HL-1 Zellen mit unterschiedlichen Mengen (moi 5 - 1.000) eines
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GFP-exprimierenden Adenovektors (AdGFP) transduziert. Nach 48 h wurde die
Transduktionseffizienz, Uber die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen mittels
FACS-Analyse bestimmt. Dabei wurde beobachtet, dass die Anzahl GFP-
exprimierender Zellen mit zunehmender AJGFP Menge stetig ansteigt, bis sie bei
moi 100 mit 80 % GFP-expremierender Zellen eine Plateauphase erreicht (Abb.
4.1.6). Eine weitere Erhéhung der Vektordosis um das 10-fache (moi 1.000) zeigte
weiterhin nur einen minimalen Zuwachs an GFP-positiven Zellen. Zytotoxische
Effekte wurden ab einer moi von 500 beobachtet und nahmen mit steigender moi zu,
gekennzeichnet durch eine erhéhte Anzahl apoptotischer Zellen und vermindertem

Zellwachstum.
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Abb. 4.1.6: Transduktionseffizienz adenoviraler Vektoren in HL-1 Zellen. HL-1 Zellen wurden mit
AdGFP transduziert (moi von 5 bis 1.000) und die GFP-expremierenden Zellen mittels FACS-
Analyse 48 h spater quantifiziert. Foto rechts: HL-1 Zellen transduziert mit AJGFP (moi 100).

AnschlieBend wurde die Effizienz der adenoviral exprimierten (AdshCAR4,) shCAR4,
bestimmt; die shRNA gegen mCAR, die in dem Co-Expressions-experimenten auf
Plasmidebene die effizienteste Herunterregulation (um 97 %) zeigte (4.1.5_A). HL-1
Zellen wurden mit ansteigenden Dosen AdshCAR4., (moi von 5 bis 1.000) transduziert
und die mMCAR-mRNA jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h mittels quantitativer PCR
ermittelt (Abb. 4.1.7_A).
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Abb. 4.1.7: Herunterregulation der mCAR-mRNA in HL-1 Zellen durch AdshCAR4,,. (A) HL-1
Zellen wurden mit unterschiedlichen Dosen AdshCAR4,, oder AdshPLB, transduziert und die
Expression von mCAR-mRNA mittels real-time RT-PCR zu unterschiedlichen Zeitpunkten
bestimmt. (B) Adenoviral vermittelte shCAR4,,-Expression. HL-1 Zellen wurden transduziert mit
AdshCAR4,, (moi 5 - 1.000) und die Menge der exprimierten shCAR4,,, wurde durch real time
RT-PCR (obere Grafik) und Agarosegelelektrophorese (unteres Bild) bestimmt.

Gleichzeitig wurde erstmals die Menge der exprimierten shCAR4,, ermittelt und
ermdglichte so einen direkten Vergleich zwischen shRNA-Menge und Effizienz der
Herunterregulation (Abb. 4.1.7_B). Dabei waren die Menge der gebildeten shCAR4,
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und die damit verbundene Herunterregulation der mCAR-mRNA, sowohl von der
Zeit, als auch von der Dosis der eingesetzten shRNA-Vektoren abhéngig. Mit
zunehmender Vektordosis nahm die Menge der detektierten shCAR4,, zu und damit
einhergehend verringerte sich die mMCAR-mRNA.

Eine starke Verringerung der mCAR-mRNA wurde 48 h und 72h nach der
Transduktion mit AdshCAR4,, festgestellt. Dabei betrug die Menge der mCAR-mRNA
nur noch 10 % (AdshCAR4, =100 moi) im Vergleich zur mCAR-mRNA untrans-
duzierter HL-1 Zellen und HL-1 Zellen, die mit dem Kontrollvektor (AdshPLB;)
behandelt wurden. Auch hier ist anfanglich ein schneller Abfall der mCAR-mRNA zu
erkennen, wahrend ab einer moi von 100 nur noch eine geringe Abnahme der
mCAR-mRNA festgestellt werden kann. Selbst eine sehr viel hdhere Dosis
(moi 1.000) fuhrte nur zu einer minimal erhéhten Inhibierung, im Vergleich zu 100
moi. Somit wurde mit Hinblick auf die Zytotoxizitat héherer Dosen eine Vektordosis

von moi 100 fir die nachfolgenden Experimente festgelegt.

4.1.3.2 Herunterregulation des mCAR-Proteins durch Vektor-exprimierte sShRNA in

der kardialen Mauszelllinie HL-1

Die nachfolgenden Untersuchungen sollten zeigen, wie effizient und wie schnell das
mMCAR-Protein in den mit AdshCAR4,, transduzierten HL-1 Zellen herunterreguliert
bzw. wie effizient die Neubildung des mCAR verhindert werden kann. Daflir wurden
HL-1 Zellen mit AdshCAR4, bzw. AdshPLB, als Negativkontrolle transduziert
(moi 100). Um bereits in der Zellmembran befindliches mCAR-Protein zu beseitigen,
wurden die Zellen 24 h nach der Transduktion mit Trypsin abgelést und dann auf
eine neue Zellkulturschale ausgesat. Nach weiteren 24 h, 48 h und 72 h wurde aus
den Zellen Protein isoliert und mittels Western-Blot die Expression von mCAR
bestimmt. Bereits zwei Tage nach der Transduktion mit AdshCAR4, (24 h nach
Trypsinbehandlung) konnte im Western-Blot kein mCAR-Protein mehr nachgewiesen
werden, ein Effekt der bis zum Tag vier anhielt (Abb. 4.1.8_A). In HL-1 Zellen, die
mit der Kontroll- shRNA (AdshPLB,) behandelt wurden, war hingegen an allen Tagen
deutlich mCAR nachweisbar. Dies zeigt, dass die Neubildung des mCAR-Proteins
durch die AdshCAR4, effizient verhindert werden kann und dies Uber einen

Untersuchungszeitraum von mehreren Tagen.
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Abb. 4.1.8: Herunterregulation des mCAR Protein in HL-1 Zellen durch AdshCAR4,,.
HL-1 wurden mit AdshCAR4,, und AdshPLB, transduziert (moi 100). Nach 24 h wurden
die Zellen trypsiniert, neu ausgeséat und 2, 3 und 4 Tag p.t. die Expression von mCAR
analysiert. (A) Western-Blot Analyse: polyklonaler rabbit-anti-CAR Antikérper H-300
gegen die extrazelluldare Doméane von mCAR. Sekundarer Antikérper swine-anti-rabbit
HRP (B) Immunfluoreszenz: polyklonaler rabbit-anti-CAR1 Antikérper RP-291 gegen die
intrazelluléare SIV-Doméane von mCAR. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.

Auch der Nachweis mittels Immunfluoreszenz zeigt, dass die Expression des mCAR
durch die vektorexprimierte shRNA nahezu vollstédndig inhibiert werden konnte (Abb.
4.1.8_B). Zwar waren 24 h nach der Trypsinierung im Gegensatz zum Western-Blot
noch geringe Mengen mCAR detektierbar, was jedoch daran liegen kdnnte, dass der
AK, der far die Immunfluoreszenz benutzt wurde, an den C-terminalen also intra-
zellularen Teil bindet, welcher durch die Trypsinbehandlung nicht abgespalten wurde.
Bereits am Tag 2 nach der Trypsinbehandlung war jedoch kein mCAR mehr auf der
Zellmembran detektierbar. Im Gegensatz dazu konnte per Immunfluoreszenz in den
HL-1 Zellen, die mit der Kontroll-shRNA transduziert wurden, permanent mCAR in

der Zellmembran nachgewiesen werden.
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4.1.3.3 Inhibierung der CVB3-Replikation in HL-1 Zellen durch mCAR-shRNA

In den anschlieBenden Untersuchungen wurde die Effizienz der Virusinhibierung
durch die Inhibierung der CAR-Expression in kardialen Zellen bewertet. Als erstes
wurde untersucht, wie sich eine protektive Behandlung der Zellen mit shRNA gegen
mCAR auf die CVB3-Infektion auswirkt. Um dabei zu untersuchen, wie der antivirale
Effekt von der Dosis des shCAR4, expremierende Vektor abhéngig ist, wurden HL-1
Zellen mit unterschiedlichen Dosen von AdshCAR4, bzw. AdshPLB, transduziert
(moi von 10 bis 100), die Zellen 24 h spater mit Trypsin behandelt und weitere 24 h
spater mit CVB3 (moi 1) infiziert. Da CVB3-infizierte HL-1 Zellen im Gegensatz zu
anderen permissiven Zellen, wie HelLa oder Vero, nicht schon nach kurzer Zeit
lysierten, wurden die CVBS-infizierten Zellen sechs Tage weiter kultiviert und danach
mittels Plaque-Assay die Virusreplikation quantifiziert. Es zeigte sich, dass in
Abhangigkeit von der Dosis des shCAR4, expremierenden Adenovektors
(AdshCAR4,) die Anzahl neugebildeter CVB3-Viren deutlich abnahm (Abb. 4.1.9).
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Abb. 4.1.9: Inhibierung der CVB3-Infektion in HL-1 Zellen durch mCAR-
Herunterregulation in Abhangigkeit von der Vektordosis. HL-1 Zellen
wurden mit AdshCAR4,, und AdshPLB, in unterschiedlichen Dosen
transduziert, 24 h danach ftrypsiniert und neu ausgesat. Weitere 24 h
spater wurden die Zellen mit CVBS3 infiziert (moi 1) und nach 6 Tagen die
CVB3-Menge mittels Plaque-Assay bestimmt (* = p<0,05).

Bereits mit einer moi von 25 und 50 konnte eine starke Reduktion der Virusreplikation
zwischen 75 % und 85 % erzielt werden, wohingegen mit einer moi von 10 keine

signifikante CVB3-Inhibierung auftrat. Diese Daten korrelieren mit den mRNA Daten
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von 4.1.7_A, wo bei einer AdshCAR4,-Dosis von moi 10 die mCAR-mRNA nur um
ca. 30 % reduziert wurde, was nachfolgend auf eine ineffiziente Reduktion des
Proteins schlieBen lasst. Die geringe Reduktion der mCAR-mRNA |aBt sich dabei vor
allem auf eine niedrige Transduktionseffizienz zurickfihren, die bei dieser Dosis nur
ca. 40 % betragt (siehe Abb. 4.1.6). Die effizienteste Reduktion der neu gebildeten
Viren wurde bei einer moi von 100 erzielt und betrug 97 % in Vergleich zu AdshPLB,
behandelten Zellen.

Proteine besitzen unterschiedliche Halbwertzeiten in der Zelle. Eine hohe Stabilitat
kann somit zur Verzégerung des RNAi-Effektes auf Proteinebene fihren, da das
bereits existierende Protein langsamer abgebaut wird. Um nachfolgend zu testen, ob
bereits existierender membranstandiger CAR die Virusinhibierung durch shCAR4,
beeinflusst, wurden HL-1 Zellen mit AdshCAR4,, bzw. AdshPLB, transduziert
(moi 100) und 24 h nach Tranduktion ein Trypsinierungsschritt eingefthrt, der den
membranstandigen CAR proteolytisch abbauen sollte. Weitere 24 h spater wurden
die Zellen mit CVB3 infiziert (moi 1) und nach 5 bzw. 6 Tagen die virale Replikation
quantifiziert. Es zeigte sich, dass unabhangig davon, ob die Zellen mit Trypsin
behandelt wurden oder nicht, die Bildung neuer Viren stark reduziert werden konnte
(97 %) (Abb. 4.1.10).
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Abb. 4.1.10: Einfluss der Trysinbehandlung auf die Inhibierung der CVB3-Infektion in
HL-1 Zellen durch mCAR-Herunterregulation. HL-1 Zellen wurden mit AdshCAR4,
und AdshPLB, transduziert. 24 Stunden spater wurde entweder eine
Trypsinierungsschritt eingefligt (siehe oben) oder dieser ausgelassen. Weitere 24 h
spater wurden die Zellen mit CVBS3 infiziert (moi 1) und nach 5 und 6 Tagen die
CVB3-Menge mittels Plaque-Assay bestimmt (*= p < 0,05). Rechts: Beispiel fur ein
Plaque-Assay auf HeLa-Zellen mit HL-1 Lysat; Verdiinnung von 1:500.
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Obwohl am Tag 6 eine erhdhte Virusreplikation nachgewiesen werden konnte, hatte
dies jedoch keinen Einfluss auf den antiviralen Effekt von shCAR4,.

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass AdshCAR4,, die Replikation von CVB3
in HL-1 Zellen effizient inhibieren kann. Die Proteolyse von bereits vorhandenem
membranstandigem mCAR hatte dahingegen keinen Einfluss auf die Effizienz der
inhibitorischen Wirksamkeit der mCAR-shRNA. Weiterhin deuten diese Daten darauf
hin, dass mMCAR eine geringere Halbwertszeit an der Zelloberflache hat als anfangs

angenommen und eine schnelle Rezyklierung des Proteins stattfindet.

4.1.3.4 Inhibierung anderer Coxsackievirus-Serotypen in HL-1 durch CAR-shRNA

Nicht nur CVB3 sondern alle Coxsackievirus-B-Serotypen benutzen CAR als Inter-
nalisierungsrezeptor. Um zu untersuchen, inwieweit sich auch die anderen
Coxsackieviren durch shCAR4., inhibieren lassen, wurden HL-1 Zellen mit
AdshCAR4,, und dem Kontrollvektor (AdshGFP) transduziert (moi 100) und nach
48 h mit den verschiedenen CVB-Serotypen (moi 0,5) infiziert. Als Kontrollvirus

diente Coxsackievirus A 21, der CAR-unabhangig die Zelle infiziert.
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Abb. 4.1.11: Inhibierung der Infektion unterschiedlicher CVB-Serotypen in HL-
1 Zellen durch mCAR-Herunteregulation. HL-1 Zellen wurden mit AdshCAR4,,
und AdshPLB, transduziert. 24 h spater wurden die Zellen mit CVB1 - CVB6
infiziert (moi 0,5) und 5 und 6 Tage spéater die CVB-Menge mittels Plaque-
Assay bestimmt Das Experiment wurde zweimal mit jeweils Doppelansatzen
wiederhohlt (p < 0,05).
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Bei allen Coxsackievirus-Serotypen der Gruppe B konnte durch die Herunter-
regulation des mCAR eine Inhibierung der Replikation in HL-1 Zellen festgestellt
werden (Abb. 4.1.11). Dabei war die Effizienz ahnlich hoch und betrug auBer bei
CVB6 (87 %) Uber 95 %. Dies zeigt, dass durch die Verminderung des CAR-
Rezeptors auf der Zelloberflache die Virusaufnahme und damit verbunden die virale
Replikation in der Zelle inhibiert wird. Dies ist unabh&ngig davon, um was flr einen
Serotyp der Coxsackievirus-B-Gruppe es sich handelt. Als Kontrolle wurde ein
Coxsackievirus der Gruppe A (CoxA21) benutzt, dass als zellularen Rezeptor
ICAM-1 benutzt, um die Zelle zu infizieren (Shafren et al., 1997). Durch Inhibierung
der mCAR-Expression durch shCAR4,, war bei der Infektion mit CoxA21 keine
Reduktion der Virusreplikation zu erkennen. Dies zeigt auch, dass die Inhibierung der
CVB-Serotypen kein unspezifischer Effekt der shRNA oder des Adenovektors ist,

sondern direkt aus der Downregulation des zellularen Rezeptors mCAR resultiert.

4.1.4 Inhibierung der CVB3-Replikation in neonatalen Rattenkardiomyozyten
(NRCM) durch Herunterregulation des rCAR mittels Vektor-vermittelte
RNAI

4.1.4.1 Herunterregulation des rCAR durch Vektor-exprimierte shRNA in NRCM

Neben der permanenten Zelllinie kardialen Ursprungs (HL-1) wurde der RNAI-Effekt
durch shCAR auch bei primaren kardialen Zellen (NRCM) untersucht. Die
Zielsequenz der ebenfalls hocheffizienten shCAR2 ist identisch mit der CAR-
Sequenz der Ratte, so dass davon ausgegangen werden kann, dass mit dieser
shRNA ebenfalls in Ratten-Zellen die CAR-Expression inhibiert werden kann.

In einem Vorexperiment zeigten adenovirale Vektoren eine gleich hohe Effizienz bei
der Transduktion von NRCM wie bei den HL-1 Zellen. Bei einer AdGFP-Vektordosis
von 100 moi konnte in nahezu allen Zellen die Expression von GFP detektiert
werden, ohne dass aufféllige Beeintrachtigungen der Zellkultur beobachtet wurden
(Abb. 4.1.12_A). Wie auch HL-1 Zellen wurden NRCM mit dieser Dosis (moi 100)
AdshCAR2, bzw. AdshGFP tranduziert und nach 48 h die Menge der rCAR-mRNA
mittels Tag-Man bestimmt. Es zeigte sich, dass die rCAR-mRNA in den NRCM mit
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annahernd gleich hoher Effizienz (85 %) durch AdshCAR2,, herunter reguliert wird,
wie in HL-1 Zellen.
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Abb. 4.1.12: Herunterregulation  von rCAR in NRCM  durch  AdshCAR2,.
(A) Transduktionseffizienz von AdV in NRCM. GFP-Fluoreszenz 48 h nach Transduktion
mit AJGFP (moi 100). (B) Herunterregulation der rCAR-mRNA. NRCM wurden mit
AdshCAR2,,, und AdshGFP (moi 100) transduziert und die rCAR-mRNA 48 h spater mittels
real time RT-PCR bestimmt. (C) Herunterregulation des rCAR-Protein. NRCM wurden wie
unter (B) transduziert und die rCAR Expression 3, 6 und 8 Tage nach Transduktion mittels
Western-Blot-Analyse untersucht (polyklonaler rabbit-anti-CAR Antikdrper H-300 gegen die
extrazellulare Doméane von CAR, sekundérer Antikérper swine-anti-rabbit-HRP).

Weiterhin wurde die Inhibierung der rCAR-Expression auf Protein-Ebene untersucht.
Wie bereits beschrieben, wurden die NRCM transduziert und nach 3, 6 und 8 Tagen
rCAR mittels Western-Blot quantifiziert. Drei Tage nach der Transduktion war noch
kein signifikanter Unterschied in der Expression des rCAR detektierbar (Abb.
4.1.12_C), obwohl die Menge der mRNA bereits stark reduziert war (Abb. 4.1.12_B).
Erst 6 Tage nach der Transduktion war das Proteinlevel von rCAR in NRCM, die mit
AdshCAR2,, transduziert wurden, erheblich niedriger als in den Kontrollzellen und am
Tag 8 war in den shCAR2,, expremierenden NRCM kein rCAR mehr detektierbar.
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Dies deutet im Gegensatz zu den HL-1 Zellen auf eine hdhere Stabilitat des rCAR-
Proteins in den NRCM hin.

4.1.4.2 Inhibierung der CVB3-Replikation in NRCM durch rCAR-shRNA

AnschlieBend wurde untersucht, welchen Einfluss die Herunterregulation von rCAR
auf die CVB3-Replikation in den NRCM hat. Die Zellen wurden mit AdshCAR2,, und
dem Kontrollvektor AdshGFP in unterschiedlichen Konzentrationen (moi 25, 50 und
100) transduziert und nach 3, 6 und 8 Tagen mit CVB3 infiziert. 72 h nach der

Infektion wurde die virale Replikation mittels Plaque-Assay quantifiziert.
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Abb. 4.1.13: Inhibierung der CVB3-Infektion in NRCM durch rCAR-Herunter-
regulation in Abhangigkeit der Vektordosis und Inkubationszeit. NRCM wurden mit
AdshCAR2,, oder dem Kontrollvektor AdshGFP mit unterschiedlicher Vektordosis
transduziert und nach 3, 6 bzw. 8 Tagen mit CVB3 infiziert (moi 1). Nach weiteren
3 Tagen wurden die Zellen lysiert und die CVB3-Menge mittels Plaque-Assay
bestimmt (*=p<0,05).

Wurden die NRCM 3 Tage nach der AdshCAR2,, Transduktion mit CVBS3 infiziert,
konnte keine Reduktion der CVB3-Replikation nachgewiesen werden (Abb. 4.1.13).
Bei einer AdshCAR2,, Dosis von moi 100 wurde dabei ein geringer, jedoch nicht

signifikanter Effekt beobachtet. Dies korreliert mit den Daten des Western-Blots, bei

denen ebenfalls nach 3 Tagen noch keine Reduktion des rCAR in den NRCM
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beobachtet werden konnte. Wurden die NRCM 6 und 8 Tage nach ihrer Behandlung
mit shCAR2,, mit CVB3 infiziert, konnte man eine dosisabhangige Reduktion der
Virusreplikation erkennen. Eine Inhibierung von 66 % und 90 % wurde bei einer moi
von 100 nach einer Zeit von 6 bzw. 8 Tagen gemessen, wohingegen bei einer moi
von 25 die Reduktion nur 16 % bzw. 34 % betrug. Auch diese Daten korrelieren mit
dem Western-Blot, der eine signifikante Reduktion des CAR 6 bzw. 8 Tage nach der
Transduktion mit AdshCAR2, im Vergleich zur Kontrolle (AdshGFP) zeigte
(Abb. 4.1.12_C).

4.1.5 Herunterregulation der mCAR-Expression in vivo durch RNAi

Nachdem gezeigt werden konnte, dass AdV-exprimierte shCAR in vitro die
Expression von CAR herunterregulieren kann und dadurch die Replikation von
Coxsackieviren in kardialen Zellen inhibiert wird, sollte nun die Effizienz dieses

Ansatzes in vivo getestet werden.

4.1.5.1 Transduktionseffizienz von Adenovektoren in Mausen

Adenovektoren eignen sich gut fur die Applikation in vivo, da sie eine hohe
Transduktionseffizienz aufweisen. In einem initialen Experiment wurde getestet, wie
hoch die in vivo-Transduktionseffizienz von Adenovektoren ist. C57BL/6-Mausen
wurde jeweils 1x10''pt des Luziferase exprimierenden Vektors AdCMVluc via
Schwanzveneninjektion verabreicht und die Luciferaseexpression in Leber, Herz und

Lunge 5 Tage spater gemessen.

109



108
104 -

104
104

102

Luciferaseaktivitat
in rlu/mg

-
o

L Leber | Herz | Lunge |

Abb. 4.1.14: Transduktionseffizienz von adenoviralen Vektoren in
vivo. C57BL/6-Mause wurden ({ber Schwanzvenenapplikation
AdCMViuc (1x10'"' pt/Maus) verabreicht und die Luciferase-
expression in Herz, Leber und Lunge wurde nach 5 Tagen, mittels
Luciferase-Assay gemessen.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Leber das Hauptzielorgan der AdV darstellt,
wenn diese i.v. mittels Schwanzeninjektion appliziert wurden (Abb. 4.1.14). Zwar
konnte auch in Herz und Lunge eine Luciferaseexpression nachgewiesen werden,

diese betrug jedoch weniger als 1 % der Expression in der Leber.

4.1.5.2 Herunterregulation der mCAR-Expression durch AdshCAR4, in vivo

Im nachfolgenden Experiment sollte getestet werden, ob es prinzipiell mdglich ist,
durch Vektor-exprimierte mMCAR-shRNAs die Expression von mCAR in vivo zu
inhibieren. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf die Leber gerichtet, das
Hauptzielorgan fir Adenovektoren. Mause wurden mit AdshCAR4, und dem
Kontrollvektor (AdshPLB,) wie oben beschrieben transduziert und am Tag 5, 7, 10
und 13 die mCAR-Expression untersucht.

Dazu wurde in jeweils zwei Lebersticken pro Maus die mCAR-mRNA mittels
Tagman-PCR und CAR-Protein mittels Western-Blot quantifiziert und mit Daten von

AdshPLB-transduzierten Mausen verglichen.
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Abb. 4 1.15: Herunterregulation von mCAR in vivo durch AdshCAR4,,. C57BL/6-Mausen wurde
1x10' pt/Maus AdshCAR4,, bzw. Kontrollvektor (AdshPLB,) via Schwanzveneninjektion
appliziert und nach 5, 7, 10 und 13 Tagen die mCAR-Expression in der Leber Gberprift. (A)
Anderung im mCAR-mRNA Expressionslevel in AdshCAR4, transduzierten M&usen im
Verhéltnis zu Kontrollmiusen (AdshPLB,). Pro Maus (M) wurden zwei Stiick Leber untersucht
(hellgrauer und dunkelgrauer Balken). (B) Anderung im mCAR-Proteinlevel. Gesamtprotein
wurde aus jeweils zwei Leberstlicken (oberer und unterer Blot) pro Maus (M) isoliert und mittels
Western-Blot und dem rabbit-anti-CAR Antikérper (H-300) die Expression von mCAR bestimmt.
Als Negativkontrolle (N) diente eine Maus mit AdshPLB, transduziert. Als Vergleich dienten
HL-1 Zellen mit AdshCAR4,, bzw. AdshPLB, (moi 100) transduziert.

Sowohl das mRNA-Level (Abb. 4.1.15_A) als auch der Proteingehalt (Abb. 4.1.15_B)
zeigten keine signifikante Herunterregulation der mCAR-Expression in AdshCAR4,
transduzierten Mausen. Zwar zeigte die Quantifizierung der mCAR-mRNA am Tag 5
nach der Transduktion eine ca. 40 %ige Herunterregulation, Western-Blot-Daten
konnten dies aber nicht bestatigen. Auch setzte sich der Trend auf mMRNA-Ebene am
Tag 7 nicht weiter fort.

Um die Funktionalitat des AdshCAR4,,-Vektors in vivo zu Uberprifen, wurde in den

Leberproben die Expression der shCAR4, untersucht.
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Abb. 4.1.16: Expression von shCAR4,, im Lebergewebe von Mausen (M)
nach Transduktion mit AdshCAR4,,. Gesamt-RNA wurde aus Lebergewebe
der mit AdshCAR4,, und AdshPLB, (M,) transduzierten Mausen gewonnen
und die shCAR4,, Expression mittels RT-PCR nachgewiesen. Als Kontrolle
dienten HL-1 Zellen, die ebenfalls mit beiden AdVs transduziert wurden.

In allen Leberproben, der AdshCAR4y-transduzierten Tiere konnte eine Expression
der shCAR4, mittels RT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 4.1.16). Als Positiv-
kontrolle dienten dabei HL-1 Zellen, die ebenfalls mit AdshCAR4,, transduziert
wurden. Als Negativkontrolle diente die Leberprobe einer Kontrollmaus und HL-1
Zellen, die mit dem Kontrollvektor (AdshPLBy) transduziert wurden.

Obwohl die Vektoren in vivo funktionell aktiv waren und im Zielorgan shCAR4
exprimiert wurden, war die Expression von mCAR in der Leber nicht signifikant
verringert. Durch die ineffiziente Herunterregulation des mCAR durch AdshCAR4,
in vivo wurde auf weitere Experimente, mit dem Hintergrund der in vivo CVB3-

Inhibierung verzichtet.
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4.2 Inhibierung der CVB3-Replikation durch Vektor-vermittelte Herunter-
regulation der viralen RNA-abhéngigen RNA-Polymerase (RdRP)

Durch die virale RdRP wird das (+)-Strang-RNA-Genom des Virus Uber ein
(-)-strangiges RNA-Intermediat wahrend der Replikation vermehrt (Kapitel 1.2.1).

In  Vorarbeiten wurden bereits synthetische siRNAs evaluiert, die an
unterschiedlichen Stellen der Sequenz fir die RARP binden (Werk et al., 2005). Zwei
der effizientesten siRNAs wurden als shRNAs in ein AAV2-Shuttleplasmid kloniert
(pPAAV2-shRdRP2.4), aus dem anschlieBend dimerische self complementary (sc)
AAV2-Vektoren generiert wurden (scAAV2-shRdRP2.4). Dimerische AAV
ermoglichen im Vergleich zu monomerischen single strand (ss) AAV eine wesentlich
schnellere und starkere Expression ihres Transgens, eine Eigenschaft, die bei einem
antiviralen Einsatz essentiell ist. Vor allem bei schnell replizierenden Viren wie CVB
ist es notwendig, die therapeutisch wirkame shRNA schnell und hoch zu
expremieren. Durch die Expression von zwei unterschiedlichen shRNAs gegen die
virale RARP verringert sich die Méglichkeit zur Entstehung von Escape-Mutanten, ein
Problem, dass bei RNAi-basierten antiviralen Strategien haufig vorkommt (Gitlin et
al., 2005; Boden et al., 2003).

ATRS
shRdRP4 shRdRP2
scAAV2-shRdRP2.4 Usprom. Usprom. 4 [ERE
SY=GGATCCC GTACAGGGATAAACATTAT TTCARGAGR GTAATGTTTATCCCTGTAC TTTTTTGGAAGRAATTCALGCTT-5°
3'- GG CATGTCCCTATTTGETAATST AAGTTCTCT CATTACAAATAGGHFACATT AAAAAACCTTCTTRAGT -5*
ZIRissqUenz Sense loop Zigisaquenz anhlisense
S*-GGATCCCS CTAAGGATCTAACAAAGTT TTCAAGAGA AACTTTGTTAGETCCTTAS TTTTTTGGARAAGCTT-3*
3= GGC GATTCOCTAGATTGTTITRAA AAGTTCTCT TTSALACAARTCCAGGRATC AAAAAACCTTT-5*
Ziglseguenz sense loop  Ziefsequenz anfisense

Abb. 4.2.1: Schematische Darstellung von scAAV2-shRdRP2.4 mit zwei Expressionskassetten,
deren shRNAs (shRdRP2 und shRdRP4) gegen die RARP von CVBS3 gerichtet sind. Beide
Expressionskassetten beinhalten einen Maus RNA-Polymerase-Ill-Promoter U6 und sind
entgegengesetzt gerichtet, zwischen den terminal repeats (TR) vom AAV2 inseriert. Die 3TR
beinhaltet eine Deletion der terminal resolution site (trs) und der D-Sequenz (Nukleotid 118-
141), was zur Verpackung von dimerischen, self complementary (sc) AAV-Genomen fihrt.

Die AAV-exprimierten shRNAs gegen die RdRP greifen an verschiedenen Punkten
die virale Replikation an. Erstens wird die Translation viraler RdRP verhindert und

somit die Generierung neuer viraler RNA durch die RARP. Zweitens wird direkt das
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virale (+)-RNA-Genom degradiert. Auf diese Weise wird sowohl die Vermehrung des
Virusgenoms durch die fehlende Matritze, als auch die virale Proteinexpression durch
die fehlende mRNA verhindert.

4.2.1 Langzeitinhibierung der CVB3-Infektion in HelLa-Zellen durch scAAV2-
shRdRP2.4

HelLa-Zellen sind eine permissive Zelllinie fir CVB3, was sich in einer schnellen und
effizienten viralen Replikation mit anschlieBender Zelllyse zeigt. Als erstes wurde
deshalb untersucht, inwiefern durch scAAV2-shRdRP2.4 Hela-Zellen vor einer
replikationsbedingten Zelllyse des CVB3 geschitzt werden kdénnen. Dazu wurden
HeLa-Zellen mit scAAV2-shRdRP2.4 oder dem Kontrollvektor scAAV2-shGFP in
unterschiedlichen Dosen transduziert (5x10? bzw. 4x10°vg/Z). Nach 24 h wurden die
Zellen mit CVB3 (moi 0,1) infiziert und die Zellviabilitat téaglich bis Tag 5 nach der
Infektion bestimmt.
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Abb. 4.2.2: Verringerung der durch CVB3-Replikation verursachten Zelllyse durch
shRdRP2.4. HelLa Zellen wurden mit 5x10°vg/Z und 4x10°vg/Z scAAV2-shRdRP2.4
und scAAV2-shGFP transduziert und nach 24 h mit CVB3 (moi 0,1) infiziert. Der
Bestandteil lebender Zellen wurde an verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
mittels Zellviabilitats-Assay gemessen. Dabei dienten nicht infizierte Zellen als
Referenz = 100 % Zellviabilitat (*=p<0,001).

HelLa-Zellen, die mit der hdheren Dosis scAAV2-shRdRP2.4 (4x10° vg/Z)

transduziert wurden, zeigten einen Langzeitschutz vor viral-bedingter Zelllyse Uber
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einen Untersuchungszeitraum von 5 Tagen nach der CVB3-Infektion. Sowohl
untransduzierte Zellen (Mock) als auch Zellen, die mit dem Kontrollvektor (scAAV2-
shGFP) tranduziert wurden, wiesen ab Tag 2 nach der CVB3-Infektion einen Verlust
der Zellviabilitdt von ca. 80 % im Vergleich zu uninfizierten Zellen (100 %) auf.
Wurden die Zellen mit der geringeren Dosis scAAV2-shRdRP2.4 (5x10%vg/Z)
behandelt, konnte jedoch keine schitzende Wirkung gegen die viralbedingte Zelllyse
beobachtet werden (Abb. 4.2.2).

Mittels Plague-Assay wurde anschlieBend die Inhibierung der Virusreplikation
quantitativ bestimmt. Dazu wurden Hela-Zellen, wie im vorhergehenden Versuch,
mit scAAV2-shRdRP2.4 und scAAV2-shGFP (4x10°vg/Z) transduziert und 24 h
spater mit CVB3 infiziert (moi 0,1 und 0,01). Plaqueassay-Analysen 72 h nach der
CVB3-Infektion zeigen eine effiziente Reduktion der viralen Replikation in den
scAAV2-shRdRP transduzierten Hela-Zellen im Vergleich zum Kontrollvektor
scAAV2-shGFP (Abb. 4.2.3). Die Effizienz der Virusinhibierung war dabei abhangig
von der Dosis der eingesetzten initialen CVB3-Dosis. Bei einer moi von 0,1 betrug
die Inhibierung der Virusreplikation durch shRdRP2.4 mehr als 2 log1 (99,75 %) und
mehr als 3 10g1o (99,94 %) bei einer niedrigeren CVB3-Dosis von 0,01 moi.
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Abb. 4.2.3: Inhibierung der CVB3-Replikation durch scAAV2-shRdRP2.4.
HelLa-Zellen wurden mit 4x103vg/Z scAAV2-shRdRP2.4 oder scAAV-shGFP
transduziert und 24 h spater mit CVB3 (moi0,1 oder 0,01) infiziert.
Bestimmung von CVB3 mittels Plaque-Assay 72 h nach Infektion.

Dieses Experiment zeigte weiterhin, dass die Verringerung der Zytotoxizitat aus einer
verminderten CVB3-Replikation resultiert, die durch die inhibierende Wirkung der

shRNAs gegen die virale RdRP hervorgerufen wird.
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4.2.2 Inhibierung der CVB3-Infektion in NRCM
4.2.2.1 Effiziente Transduktion von NRCM durch scAAV-Pseudotypen

Die Zielzellen des Coxsackievirus im Herzen sind die Kardiomyozyten. Demzufolge
mussen in einem potentiellen therapeutischen antiviralen Ansatz, basierend auf
RNAI, ebenfalls die Kardiomyozyten als Zielzellen gewéhlt werden. Deshalb wurde in
den nachfolgenden Experimenten die AAV-Vektor-vermittelte antivirale Effizienz der
shRNAs gegen die RdRP in NRCM getestet.

Da AAV-Vektoren je nach Serotypen unterschiedliche Zell- und Gewebetropismen
aufweisen, wurde als erstes untersucht, wie hoch die Transduktionseffizienz von
verschiedenen AAV-Pseudotypen in diesen primaren kardialen Zellen ist. Daftr
wurden NRCM mit 3x10° bzw. 6x10°vg/Z scAAV2-GFP (AAV2-Kapsid) oder den
Pseudotypen scAAV2/6-GFP und scAAV2/9-GFP, die das Kapsid von AAV6 bzw.
AAV9 besitzen, transduziert und die GFP-Expression 48 h und 96 h nach

Transduktion dokumentiert.

48 h 96 h
3x10° vgiZ 6x10° vgiZ 3x10° vgiZz 6x10° vg/Z

SCAAV2-
GFP
scAAV2/6-
GFP
SCAAV2/9-
GFP

Abb. 4.2.4: Transduktionseffizienz von scAAV2- Vektoren und pseudotyp|3|erten scAAV2/6-
und scAAV2/9-Vektoren in NRCM. Zellen wurden mit 3x10° vg/Z bzw. 6x10° vg/Z scAAV2-GFP,
scAAV2/6-GFP bzw. scAAV2/9-GFP transduziert und die GFP-Expression 48 h und 96 h spater
dokumentiert.
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Die héchste Transduktionsrate zeigte der scAAV2/6-GFP Pseudotyp, bei dem bereits
nach 48 h eine Vielzahl von GFP-expremierenden NRCM zu sehen waren, deren
GFP-Expression an den nachfolgenden Tagen noch zunahm (Abb. 4.2.4). scAAV2-
GFP und scAAV2/9-GFP zeigten dagegen eine ahnliche, aber im Vergleich zu
scAAV2/6-GFP, deutlich reduzierte Tranduktionseffizienz.

4.2.2.2 Inhibierung von CVB3 durch AAV-Vektor-exprimierte shRdRP2.4 in NRCM

Resultierend aus den vorhergehenden Ergebnissen wurde ein scAAV2/6 Pseudotyp
generiert, der die shRARP2 und shRdRP4 exprimiert. NRCM wurden mit diesem
Vektor (scAAV2/6-shRdRP2.4) in unterschiedlichen Dosierungen transduziert und die
Effizienz der CVB3-Inhibierung getestet. Dabei wurden die Zellen 24 h nach der
Tranduktion infiziert. Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern die AAV exprimierten
therapeutischen shRNAs in der Lage sind, nach einer bereits stattgefundenen CVB3-
Infektion die virale Replikation zu inhibieren. Dafur wurden die NRCM 30 min bzw.
6 h vor der Transduktion mit CVBS3 infiziert (moi 1). Als Kontrollvektor diente
scAAV2/6-shGFP.

Bei der Transduktion von scAAV2/6-shRdRP2.4 24 h vor der CVB3-Infektion konnte
eine sehr effiziente Inhibierung der CVB3-Replikation in den NRCM festgestellt
werden. Diese betrug in Abhéangigkeit von der verwendeten Vektordosis 99,7 %
(1x10° vg/Z) bzw. 99.9 % (6x10° vg/Z) und damit nahezu 3log-Stufen im Vergleich
zum Kontrollvektor und zu untransfizierten Zellen (Abb. 4.2.5_A).

Wurden die Zellen erst nach der CVBS3-Infektion mit scAAV2/6-shRdRP2.4
transduziert, konnte zwar noch immer eine signifkante Inhibierung der CVB3-
Replikation festgestellt werden, jedoch mit geringerer Effizienz. So konnte eine
Verringerung der viralen Nachkommen um etwa 1logso-Stufe [85 % (1x10° vg/Z) bzw.
92,3 % (6x10° vg/Z)] nachgewiesen werden, wenn die NRCM 30 min nach der
CVBS-Infektion transduziert wurden. Bei einer Behandlung mit shRdRP2.4 6 h nach
der Virusinfektion konnte allerdings nur noch bei der hdheren Vektordosis
(6x10° vg/Z) ein inhibitorischer Effekt von ca. 50 % festgestellt werden (Abb.
4.2.5 A).
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Abb. 4.2.5: Inhibierung der CVB3-Replikation in NRCM durch scAAV2/6-
shRdRP2.4 in Abhangigkeit von der Vektordosis und dem Zeitpunkt der
Transduktion. NRCM wurden mit 1x10° oder 6x10°vg/Z, 30 min vor bzw. 30 min
oder 6 h nach CVB3-Infektion transduziert. (A) 72 h nach Infektion wurde mittels
Plaque-Assay die Menge an CVBS3-Viren bestimmt (*=p<0,05). (B) Darstellung
eines reprasentativen Plaque-Assays.

Abbildung 4.2.5_B zeigt exemplarisch die Inhibierung der CVB3-Replikation durch
scAAV2/6-shRdRP2.4 in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Transduktion vor oder nach
der CVB3-Infektion. Die Menge der neugebildeten infektidsen CVB3-Viren wurde

mittels Plaque-Assay ermittelt.

4.2.3 Therapeutischer Effekt von AAV-Vektor-exprimierter shRdRP2.4 im
CVB3-Myokarditis-Mausmodell

Nachdem in vitro gezeigt werden konnte, dass scAAV-shRdRP2.4 sowohl in Hela-
Zellen als auch in NRCM die Replikation von CVB3 effizient inhibieren kann, sollte
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nachfolgend untersucht werden, inwiefern dieser therapeutische Ansatz auch im in

vivo Modell der CVB3-Mausmyokarditis eine antivirale Wirksamkeit aufweist.

4.2.3.1 Transduktion von kardialen Zellen durch scAAV-Pseudotypen in vivo

In einem initialen Experiment wurde die Transduktioneffizienz im Herzen von
unterschiedlichen AAV-Pseudotypen untersucht.

C57BL/6-Mausen wurde via Jugularisvenen-Injektion 10" vg scAAV2-GFP oder
SCAAV2.6-GFP bzw. 1x10"°vg scAAV2.9-GFP appliziert und nach 10 Tagen die

Organe entnommen.

Abb. 4.2.6: Kardiale Transduktionseffizienz von scAAV2 und den AAV-Pseudotypen
scAAV2/6 und scAAV2/9 in vivo. C57BL/6-Mausen wurde via Jugularisvenen-Injektion
scAAV2-GFP (1x10'"vg/Z), scAAV2/6-GFP (1x10''vg/Z) und scAAV2/9-GFP (1x10" vg/Z)
appliziert und 10 Tage nach Applikation die Herzen entnommen und mittels Immunfarbung
GFP exprimierende Zellen (rot/violett angefarbt) detektiert.

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass der Pseudotyp scAAV2.9-GFP,
der die Kapsidproteine vom AAV-Serotyp 9 besitzt, die hdchste kardiale
Transduktionseffizienz in vivo aufwies (Abb. 4.2.6). Obwohl scAAV2/6 kardiale Zellen
in vitro sehr effizient transduziert (Abb. 4.2.4), waren in den scAAV2.6-GFP
behandelten Mausen keine GFP-exprimierenden Zellen nachweisbar, ebenso wie bei
scAAV2-GFP.
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Dieses Experiment zeigte, dass AAV2/9-Pseudotypen die hochste Kkardiale
Transduktionseffizienz aufweisen und damit fur die in vivo Anwendung mit kardialem

Hintergrund am besten geeignet sind.

4.2.3.2 Inhibierung der CVB3-induzierten Myokarditis durch scAAV2/9-shRdRP2.4

Nachfolgend wurde untersucht, wie sich die Behandlung mit shRdRP2.4 auf eine
CVB3-Myokarditis auswirkt. Daflir wurden jeweils acht Mause mit 2x10'"" vg/Maus
scAAV2/9-shRdRP2.4 oder dem Kontrollvektor (scAAV2/9-shGFP) transduziert und
10 Tage spater mit CVB3 infiziert (i.p. 2x10° pfu). Nach weiteren 9 Tagen wurden

hamodynamische Parameter gemessen und die Organe der Tiere entnommen.
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shGFP shRdRP2.4 shGFP shRdARP24 shGFP shRdRP2.4
CVBE3 CVB3 CVB3

Abb. 4.2.7: Hdmodynamische Parameter in CVB3 infizierten Mausen, transduziert mit
scAAV2/9-shRdRP2.4 und scAAV2/9-shGFP. C57BL/6-Mausen wurde via Jugularisvenen-
Injektion scAAV2/9-shRdRP2.4 oder scAAV2/9-shGFP (2x10''vg/Z) appliziert. 10 Tage nach
Applikation wurden die Mause i.p. mit CVB3 (2x10° pfu) infiziert. 9 Tage nach Infektion erfolgte
mittels Katheter die Bestimmung der linksventrikularen Funktionsparameter, wie Kontraktilitat
(dP/dtnax) und Relaxation (dP/dtm,, Tau). Als Kontrollgruppe wurden nicht infizierte Mause
(PBS) mitgeflhrt.

Die hdmodynamischen Messungen 9 Tage nach Infektion der Mause mit CVB3
zeigten, dass sich sowohl die systolische Kontraktilitdt (dP/dtmax 3.006 £ 287 vs.
7.482 + 487 mmHg/s, p<0,01) als auch die diastolischen Parameter der Herzfunktion
(dP/dtmin  -2.224 £ 195 vs. -6.456 + 356 mmHg/s, p<0,01; Tau 16,2+1,1 vs.
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10,7+0,6 ms, p<0,01) als MaB der Relaxation des Herzmuskels im Vergleich zu nicht
infizierten Mausen (PBS) erheblich verschlechterten (Abb 4.2.7). Bei scAAV2/9-
shRdRP2.4 behandelten Mausen wurde im Gegensatz zu den Mausen, die mit dem
Kontrollvektor scAAV2/9-shGFP behandelt wurden, eine signifikante Verbesserung
der kardialen Dysfunktionen beobachtet; dP/dtmax: 3.865 £ 354 vs. 3.006 + 287
mmHg/s, p<0,05; dP/dtnin: -3.245 £ 231 vs. -2.224 + 195 mmHg/s, p<0,05; Tau:
11,940,5 vs. 16,2+1,1 ms, p<0,01.

Die Bestimmung der CVB3-Replikation im Herzen erfolgte mittels Plaque-Assay von
homogenisiertem ventrikularem Herzgewebe. Trotz groBer Differenzen in der
Viruslast zwischen den einzelnen Mausen einer Gruppe (Abb. 4.2.8 A), ist deutlich
erkennbar, dass die mit scAAV2/9-shRdRP2.4 behandelten Mause im Gegensatz zur
Kontrollgruppe (Kontrollvektor scAAV2/9-shGFP) eine signifikant geringere Viruslast
im Herzen aufwiesen. Dabei zeigte der Mittelwert der CVB3-Titer im Herzen der
behandelten Tiere (scAAV2/9-shRdRP2.4) eine signifikante Verringerung der
Viruslast um 73 % (Abb. 4.2.8_B).
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Abb. 4.2.8: Inhibierung der CVB3-Replikation in Mausen nach Transduktion mit scAAV2/9-
shRdRP2.4. (A) C57BL/6-Mausen wurde via Jugularisveneninjektion scAAV2/9-shRdRP2.4
oder scAAV2/9-shGFP (2x1011 vg/Z) appliziert. 10 Tage nach Applikation wurden die
Mause i.p. mit CVB3 (2x105 pfu) infiziert. 9 Tage nach Infektion wurden die Herzen
entnommen und mittels Plague-Assay die CVB3-Titer bestimmt. Das Plaque-Assay wurde
zweimal mit jeweils dreifacher Bestimmung des Titers wiederholt. (B) Mittelwert der CVB3-
Titer im Herzgewebe der Mause (*=p<0,05).

Trotz verbesserter Hdmodynamikdaten und Inhibierung der CVB3-Replikation in
infizierten scAAV2/9-shRdRP2.4 behandelten Mausen, konnte keine signifikante
Verringerung der Inflammation beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

121



4.3 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-vermittelte Dox-
regulierbare Expression des solublen CAR (sCAR-Fc)

4.3.1 Dox-regulierbare Expression von sCAR-Fc durch adenovirale Vektoren

4.3.1.1 Entwurf und Konstruktion von adenoviralen Vektoren zur Dox-regulierbaren

Expression von sCAR-Fc

Um eine moglichst gute Regulierbarkeit der sCAR-Fc Expression in Abhangigkeit von
Dox zu erreichen, wurden zwei verschiedene adenovirale Shuttleplasmide (pAdG12-
sCARFc und pAdR4-sCARFc) konstruiert und hinsichtlich ihrer Regulierbarkeit und
Quantitat der sCAR-Fc Expression bewertet. Bei dem sCAR-Fc handelt es sich um
ein Fusionsprotein, bestehend aus der extrazellularen Domane D1 und D2 des
humanen CAR und dem konstanten Teil des humanen IgG1 (Abb. 1.5). Die
Expression von sCAR-Fc wurde unter den TREtight1-Promoter gestellt, einem
minimalen CMV-Promoter mit upstream sich befindender Regulatorregion, bestehend
aus sieben sich wiederholenden TetO-Sequenzen (Kapitel 1.5). Im selben Plasmid
wurde zusatzlich die Expressionskassette des reversen Tetrazyklin-abhangigen
Transaktivators (rtTA2°-M2) unter Kontrolle eines CMV-Promoters inseriert. Diese
beiden Expressionskassetten wurden in unterschiedlicher Orientierung zueinander
kloniert, um mdogliche Beeinflussungen des TREtight1-Promoters durch andere
Promoterregionen (z.B.. CMV-Promoter der rtTA2%-M2 Expressionskassette, ITRs
des adenoviralen Vektors, andere im adenoviralen Genom befindliche Promotoren)

ZU minimieren.

AdG12

STOP

p—
A
AdR4 51TR [ CMVIE p > [T IEY bGH oA Jiarie)) sCARTZIINs“0 oAl /{ 31TR]

NP: 453 NP: 3333

Abb. 4.3.1: Schematische Abbildung der Dox-regulierbaren sCAR-Fc Expressionsvektoren AdG12,
AdG 12, und AdR4 mit zwei Expressionskassetten. Die erste Kassette kodiert fiir die kontinuierliche
Expression des Dox-abhangigen Transaktivators rtTA2°-M2 und die zweite Kassette fir die
regulierbare Expression von sCAR-Fc durch einen Dox-abhangigen TREtight1-Promoter. Beide
Expressionskassetten wurden in die E1-Region zwischen Position 453 und 3.333 des Adenovirus 5
inseriert.
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Nachdem in einem initialen Experiment gezeigt werden konnte, dass alle Konstrukte
auf Plasmidebene Dox-regulierbar sind (Daten nicht gezeigt), wurden aus diesen
Plasmiden die adenoviralen Vektoren AdG12 und AdR4 generiert (Abb. 4.3.1).

Des Weiteren wurde ein AdV mit dem gleichen Hintergrund wie AdG12 konstruiert, in
dem sich jedoch in der Sequenz des sCAR-Fc an Nukleotidposition 10 eine Deletion
befindet. Der daraus resultierende frameshift fihrt bei AS 13 zu einem
Translationsstop, so dass dieser Vektor als Kontrolle genutzt werden kann
(AdG12¢yrk)-

4.3.1.2 Charakterisierung der Dox-regulierbaren Expression von sCAR-Fc

Um die adenoviralen Vektoren hinsichtlich ihrer Regulierbarkeit und
Expressionsstéarke zu charakterisieren, wurden Hela-Zellen mit jedem dieser
Vektoren transduziert (moi 5) und mit unterschiedlichen Dosen Doxyzyklin (Dox)
(0 —1.000 ng/pl) kultiviert. 48 Stunden nach Transduktion wurde sowohl die gebildete
sCAR-Fc-mRNA mittels Northern-Blot, als auch das Proteinlevel mittels Western-Blot
untersucht. Bei allen drei Konstrukten wurde beobachtet, dass die Transkription des
sCAR-Fc strikt von der hinzu gegebenen Dox-Menge abhangig ist (Abb. 4.3.2). Dabei
ist die Transaktivierung nach Zugabe von Dox bei AdG12 am starksten, wobei die
quantitative Analyse mittels Phospholmager eine 2.700fach hdhere sCAR-Fc-
Transkription mit Dox (1.000 ng/ul) im Medium zeigte, als ohne Dox. AdR4 zeigte
eine ahnlich gute Regulierbarkeit aber eine 6fach niedrigere Expression von
sCAR-Fc nach Zugabe von Dox (1.000 ng/ul). Auch AdG12,nk zeigte im Northern-
Blot eine sehr gute Dox-Regulierbarkeit der Transkription. Die Transaktivierung der
Expression nach Dox-Zugabe war von den drei AdV am geringsten.

Bei allen drei Konstrukten konnte dagegen eine gleichbleibend hohe, kontinuierliche

Expression des tTA2°-M2 Transaktivators gemessen werden.
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Abb. 4.3.2: Dox-abhangige Transkription von sCAR-Fc. HelLa-Zellen wurden
mit AdG12, AdG12,,« und AdR4 (moi5) transduziert und mit
unterschiedlichen Mengen Dox kultiviert. Nachweis der sCAR-Fc und
nTA2°-M2 mRNA 48 h spater mittels Northern-Blot und spezifischen Sonden.

Da AdG12 eine sehr gute Regulierbarkeit und die héchste Transkription von sCAR-
Fc mit Dox zeigte, wurden die nachfolgenden Untersuchungen mit diesem Vektor
durchgeflhrt.

Western-Blot Analysen (Abb. 4.3.3_A) zeigten ebenfalls eine sehr gute Dox-
Regulation der Expression und eine effiziente Sekretion von sCAR-Fc in das
Kulturmedium. Dabei wurde das Protein aus Zelllysaten analysiert und der sCAR-Teil
mit einem Antikérper spezifisch gegen hCAR (RmcB) und der Fc-Teil mit einem
spezifischen Antikérper gegen humanes IgG1-Fc nachgewiesen. Des Weiteren
konnte sCAR-Fc mit dem Antikdrper gegen IgG1-Fc im Zellkulturmedium nach-
gewiesen werden (Abb. 4.3.3_A - untere Zeile). In allen Untersuchungen mittels
Western-Blot wurde eine stetige Zunahme von sCAR-Fc, sowohl in den Zellen als
auch im Zelliberstand, in Abhangigkeit von der Dox-Menge gemessen. Zellen, die
ohne Dox kultiviert wurden, zeigten dagegen keine sCAR-Fc Expression. Im
Gegensatz zum Northern-Blot, wo AdG12y,« eine gute Dox-regulierbare
Transkription von sCAR-Fc-mRNA zeigte, konnte im Western-Blot, durch den
Translationsstopp bei AS 13, kein Protein detektiert werden (Abb. 4.3.3_A).

Das Fusionsprotein sCAR-Fc dimerisiert Uber die IgG-Fc-Doméane durch
Disulfidbriickenbindungen, welche bei den reduzierenden Bedingungen des
Western-Blots wieder gespalten werden, so dass sCAR-Fc in diesem Fall als

Monomer vorliegt und eine GréBe von ca. 64 kDa besitzt. Unter nicht reduzierenden
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Bedingungen konnte der sCAR-Fc auch in seiner physiologisch vorkommenden
Form, als Dimer mit einer Gr6Be von 130 kDa, nachgewiesen werden (Abb. 4.3.3_B)
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Abb. 4.3.3: Dox-abhangige Expression von sCAR-Fc durch AdG12. (A) Hela-Zellen
wurden mit AdG12 und AdG12y,« (moi 5) transduziert und mit unterschiedlichen Dosen
Dox kultiviert. Expression von sCAR-Fc in den Zellen und Sekretion ins Medium wurden
Uber Western-Blot nachgewiesen. Detektion der sCAR-Doméane (obere Zeile) erfolgte mit
dem mouse-anti-hCAR Antikdrper (RmcB) und dem sekundaren Antikérper (swine-anti-
mouse-HRP). Nachweis der IgG1-Fc-Domane erfolgte mittels sheep-anti-human IgG-HRP
(zweite Zeile), GAPDH (dritte Zeile) als Ladekontrolle (anti-GAPDH). Nachweis der Abgabe
von sCAR-Fc ins Medium durch sheep-anti-human IgG-HRP Antikérper (untere Zeile). (B)
Der dimerische sCAR-Fc (IgG-Fc-Teil, wie A) im Zellkulturiberstand wurde durch Western-
Blot unter nicht reduzierenden Bedingungen nachgewiesen.

Neben guter Regulierbarkeit, niedriger Basalaktivitdt und effizienter Transgen-
expression nach Induktion, ist es bei der Anwendung von regulierbaren
Genexpressionssystemem weiterhin von Bedeutung, wie schnell nach anfanglicher
Induktion die Expression des Transgens durch Weglassen des Induzers beendet
werden kann. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression von sCAR-Fc
streng von der Dox-Zugabe abhangig ist, sollte im nachfolgenden Experiment das
L<Abschalten getestet werden. Daflir wurden HelLa-Zellen mit AdG12 (moi 5)
transduziert und fir 24 h mit Dox im Medium (1 pg/pl) kultiviert, um die Expression
von sCAR-Fc zu starten. Uber einen Zeitraum von 4 Tagen wurden die Zellen
anschlieBend weiter mit (Abb. 4.3.4 linke Seite) oder ohne Dox (Abb. 4.3.4 rechte
Seite) kultiviert und jeden Tag der Zellkulturiiberstand durch frisches Medium ersetzt.
Nach initialer Aktivierung durch Dox-Zugabe, konnte an den nachfolgenden Tagen
bei den Zellen, die kontinuierlich mit Dox weiterkultiviert wurden eine stetige
Expression von sCAR-Fc in den Zellen und Abgabe in das Zellkulturmedium
beobachtet werden.
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Abb. 4.3.4: ON/OFF-Regulation der sCAR-Fc Expression. Hela-Zellen
wurden mit AdG12 (moi 5) transduziert und fir 24 h mit Dox (1 pg/ml)
kultiviert. Nach 24 h (Tag 0) wurde das Medium gewechselt und die Zellen
weitere 4 Tage mit (links) oder ohne Dox (rechts) kultiviert bei taglichem
Mediumwechsel. Die Expression von sCAR-Fc wurde mittels Western-Blot
(sheep-anti-human IgG-HRP) in  Zellen wund im Zellkulturiberstand
gemessen.

Wourde die Dox-Zugabe jedoch nach der initialen Gabe 24 Stunden spater abgesetzt,
konnte bereits am ersten Tag nach der Kultivierung ohne Dox eine Reduktion der
zellularen sCAR-Fc Konzentration im Vergleich zu den Zellen unter stetiger Dox-
Gabe beobachtet werden (Abb. 4.3.4). Am zweiten und dritten Tag der Kultivierung
ohne Dox verminderte sich die Expression von sCAR-Fc in den Zellen weiter und am
Tag 4 konnte kein sCAR-Fc mehr detektiert werden. Ein &hnlicher, jedoch zeitlich
verzdgerter, Effekt konnte ebenfalls bei der sCAR-Fc Menge im Zellkulturiberstand
festgestellt werden.

Dies zeigt, dass nach einer initialen Aktivierung der sCAR-Fc Expression mittles Dox
durch Weglassen des Pharmakons die Expression von sCAR-Fc zeitnah abge-

schaltet werden kann.

4.3.2 Inhibierung der CVB3-Infektion durch sCAR-Fc

Durch die Rezeptoreigenschaft der extrazellularen Doméane von CAR, bindet sCAR-
Fc an das Kapsid der Coxsackie-B-Viren und verhindert so die Infektion der Zielzelle.

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, inwieweit CVB-permissive Zellen,

die sCAR-Fc exprimieren, vor einer CVB3-Infektion und damit verbundener Zelllyse
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geschutzt sind, und wie effizient die Virusreplikation in diesen Zellen inhibiert werden

kann.

4.3.2.1 Inhibierung der CVB3-Infektion in Abh&ngigkeit von der Vektordosis, der
Dox-Konzentration und CVB3-Menge

Zunachst wurde die Effizienz der CVB3-Inhibierung in Abhangigkeit von der
eingesetzten Vektordosis untersucht. Dafir wurden HelLa-Zellen mit unterschiedlich
hohen Dosen AdG12 transduziert und mit Dox (1 pg/ul) kultiviert. 48 h spéater wurde
das Kulturmedium abgenommen und die CVB3-Viren (moi 0,1) fir 30 min bei 4°C in
diesem Medium inkubiert. Danach wurde das Medium/Virus-Gemisch fir weitere
30 min (37°C) auf die Zellen gegeben und nach einem Mediumwechsel diese fir
weitere 24 h kultiviert. Die sich anschlieBende Virusbestimmung mittels Plaque-
Assay zeigte, dass mit zunehmender Vektordosis die Anzahl der neu gebildeten
CVB3-Viren stark abnimmt (Abb. 4.3.5). Ab einer AdG12-Vektordosis von 5 moi
konnte dabei die Virusreplikation komplett inhibiert und somit keine Virusnach-

kommen detektiert werden.
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Abb. 4.3.5: Inhibierung der CVB3-Replikation durch sCAR-Fc in Abhangigkeit von der
verwendeten Vektordosis. HelLa-Zellen wurden mit AdG12 in unterschiedlicher Dosis
(moi 0 - 20) transduziert und mit Dox (1 pyg/ml) kultiviert. 48 h spéater wurde der
Zellkulturiiberstand abgenommen und CVB3 (moi 0,1) mit diesem fir 30 min preinkubiert.
AnschlieBend wurde der CVB3/Zellkulturiiberstand wieder auf die HeLa-Zellen gegeben
und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Uber Plague-Assay wurde die CVB3-Replikation in den
Zellen 24 h spéater quantifiziert.
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In einem &ahnlich angelegten Experiment wurde die Abhé&ngigkeit der CVB3-

Inhibierung von der Menge des zugegebenen Dox ermittelt. HeLa-Zellen wurden mit

AdG12 (moi5) transduziert und mit unterschiedlichen Dosen Dox im Medium

kultiviert. Nach 48 h wurden sie mit CVB3 (moi0,1) infiziert, wie vorstehend

beschrieben. Auch hier zeigt sich eine rasche Abnahme der gemessenen CVB3-

Viren mit Zunahme der Dox-Konzentration im Kulturmedium, wobei ab 500 ng/pl

keine CVB3-Viren mehr nachgewiesen werden konnten (Abb. 4.3.6_A).
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Abb. 4.3.6: Inhibierung der CVB3-Replikation durch sCAR-Fc und Konzentration von
sCAR-Fc im Zellkulturiberstand in Abhangigkeit der Dox-Konzentration. (A) Hela-
Zellen wurden mit AdG12 (moi5) transduziert und mit Dox in unterschiedlichen
Konzentrationen (0 -1 pg/ml) kultiviert. 48 h spater wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen und CVB3 (moi0,1) mit diesem fir 30 min bei 4°C preinkubiert.
AnschlieBend wurde der CVB3/Zellkulturiberstand wieder auf die Hela-Zellen
gegeben und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Uber Plaque-Assay wurde die CVB3-
Replikation in den Zellen 24 h spater quantifiziert. (B) HeLa-Zellen wurden unter (A)
behandelt und 48h nach Transduktion die sCAR-Fc-Konzentration im
Zellkulturiberstand mittels ELISA gemessen.
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Dies lasst darauf schlieBen, dass die Konzentration des exprimierten sCAR-Fc im
Zellkulturberstand so hoch war, dass alle eingesetzten CVB3-Viren neutralisiert
wurden und es zu keiner initialen Infektion der Zielzellen kam.

Zuséatzlich wurde die gebildete Menge an sCAR-Fc im ZellkulturGiberstand mittels
ELISA ermittelt. Dafur wurden Hela-Zellen wie zuvor beschrieben mit AdG12
transduziert und nach 48 h die sSCAR-Fc Konzentration im Zellkulturiberstand mittels
ELISA gemessen. Bereits ab einer geringen Dosis von Dox (10 ng/ml) im
Zellkulturberstand konnte eine quantitativ hohe Expression von sCAR-Fc und
Abgabe in das Medium (1 pg/ml) gemessen werden (Abb. 4.3.6_B). Durch Erhéhung
der Dox-Konzentration stieg auch die Menge sCAR-Fc im Medium stetig an, bis zu
einem Maximum von ca. 20 pg/ml bei 250 ng/ml Dox.

In einem dritten Ansatz sollte Uber ein Dosis-Eskalationsexperiment herausgefunden
werden, bis zu welcher Dosis initial eingesetzter CVB3-Viren der adenoviral
exprimierte sCAR-Fc die Infektion der Zielzellen effizient inhibieren kann. Hela-
Zellen wurden mit AdG12 (moi 5) transduziert und mit oder ohne Dox fir 48 h
kultiviert. Wie in den beiden vorhergehenden Experimenten beschrieben, wurden die
Zelllberstande anschlieBend mit unterschiedlichen CVB3-Mengen inkubiert und die

Hela-Zellen infiziert.
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Abb. 4.3.7: Inhibierung der CVB3-Replikation durch sCAR-Fc in Abhéangigkeit der
CVB3-Menge. HelLa-Zellen wurden mit AdG12 (moi 5) transduziert und mit oder ohne
Dox (1 pg/ml) kultiviert. 48 h spéater wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und
unterschiedliche Mengen CVB3 (moi 0,01 —2,5) mit diesem fir 30 min bei 4°C
preinkubiert. AnschlieBend wurde der CVB3/Zellkulturliberstand wieder auf die Hela-
Zellen gegeben und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Uber Plaque-Assay wurde die
CVB3-Replikation in den Zellen 24 h spater quantifiziert.
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In Zellen ohne Dox im Kulturmedium stieg die Menge der nachweisbaren Viren stetig
an. Bereits bei einer Virusdosis von moi 0,001 (= 2,5x10? pfu) betrug die Menge an
CVB3 nach 24 h Inkubationszeit 10° pfu. Bis zu einer initalen Virusdosis von moi 0,5
stieg die Anzahl neu gebildeter Viren weiter an und erreichte danach eine
Plateauphase, in der eine weitere Erh6hung der Virusdosis nur zu einer minimalen
Erhéhung der Virusproduktion flhrte (Abb. 4.3.7).

Bei den Zellen, die sCAR-Fc exprimierten, trat bis zu einer initial eingesetzten
Virusdosis von moi 0,25 nahezu keine Virusreplikation auf und es kam zu einer
kompletten Inhibierung der CVB3-Viren durch sCAR-Fc. Ab einer Dosis von 0,5 moi
kam es zu einer geringen Virusreplikation, wobei die Anzahl der entstandenen CVB3-
Viren jeweils ca. 8log1o-Stufen unter der CVB3-Menge in HelLa-Zellen ohne sCAR-Fc
Induktion mittels Dox lag. So konnte die Replikation von CVB3 zwar nicht mehr
komplett verhindert, aber bis zu einer Virusdosis von moi 2,5 effizient inhibiert

werden.

4.3.2.2 Inhibierung der CVB3-Infektion von Zielzellen durch sCAR-Fc und Schutz
vor Replikations-bedingter Zelllyse

Der von AdG12 exprimierte SCAR-Fc bindet, wie auch membransténdiger CAR, an
das Kapsid der Coxsackieviren und verhindert dadurch die Infektion der Zielzellen.
Wahrend in den vorhergehenden Experimenten die Effizienz der Virusinhibierung
tber die Replikation, speziell Gber die neu gebildeten Viren, bewertet wurde, sollte in
den nachfolgenden Experimenten gezeigt werden, wie das initial eingesetzte Virus
durch sCAR-Fc neutralisiert wird und dadurch nicht mehr in der Lage ist, die
Zielzellen zu infizieren. Dafir wurden HelLa-Zellen wie oben beschrieben mit AdG12
transduziert und weitere 48 h mit bzw. ohne Dox kultiviert. Das Zellkulturmedium
wurde abgenommen und mit unterschiedlichen Dosen CVB3 wie beschrieben
vorinkubiert. Danach wurde damit ein monolayer unbehandelter Hela-Zellen far
30 Minuten inkubiert (37°C) und anschlieBend der monolayer mit Agar-Overlay

Uberschichtet.
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Abb. 4.3.8: Inhibierung der zelluldren CVB3-Aufnahme durch sCAR-Fc und Protektion vor
Replikations-bedingter Zelllyse. (A) HeLa-Zellen wurden mit AdG12 transduziert (moi 5) und mit
oder ohne Dox (1 pg/ml) kultiviert. 48 h spéater wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen,
CVB3 (moi 0 - 10) damit preinkubiert (30 min bei 4°C) und anschlieBend neue HelLa-Zellen
(6-Well) damit inkubiert (30 min bei 37°C). AnschlieBend wurden die Zellen mit Agar-Overlay
Uberschichtet und 72 h spater mit Neutralrot angefarbt. (B) Zellkilling-Assay; HelLa-Zellen
wurden mit AdG12 transfiziert (moi 5) und mit oder ohne Dox (1 pg/ml) kultiviert. 48 h spater
wurde die Zellen mit CVB3 (moi 0,0001 - 1) nach Preinkubation mit dem Zellkulturiiberstand
(30 min bei 4°C) infiziert. Die Zytotoxizitdt wurde durch Anfarben noch lebender Zellen mit
Kristallviolett drei Tage nach der Infektion gemessen.

Die Auswertung des Zellrasens 72 h spater zeigte deutlich, dass die Reduktion der
viralen Replikation, wie sie unter 4.3.2.1 beobachtet wurde, auf eine effiziente
Verhinderung der CVB3-Infektion der Zielzellen durch sCAR-Fc zurlickzufiihren war
(Abb. 4.3.8_A).

Die CVBS-Viren, die mit sCAR-Fc freiem Zellkullturiberstand (AdG12 —Dox)
preinkubiert wurden, konnten ungehindert die Zielzellen infizieren und durch
Replikations-bedingte Zelllyse Plaques bilden. So konnten zum Beispiel bei einer moi
von 0,00001, was rechnerisch 10 pfu entspricht, im Plaque-Assay 14 Plaques gezahlt
werden. Dagegen inhibierte der sCAR-Fc im Medium der AdG12 transduzierten
Zellen +Dox, effizient die Anheftung der CVBS3 Viren an die Zielzellen und verhinderte
dadurch die Replikation und Bildung neuer Viruspartikel. So konnten, wie in
Abbildung 4.3.8_A gezeigt, von anfanglich 10.000 eingesetzten CVB3-Viren (moi
0,01) lediglich 4 Viren Zielzellen infizieren und Plaques bilden. Auch im Zellkilling-
Assay war zu sehen, dass die Virus-induzierte Zelllyse durch sCAR-Fc entweder

komplett verhindert werden kann oder deutlich schwécher ist. Dafir wurden Hela-
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Zellen wie in Kapitel 4.3.2.1 behandelt und 24 h nach der CVBS3-Infektion der
Zellrasen mit Formalin fixiert und mittels Kristallviolett angeféarbt.

Bis zu einer Dosis von moi 0,1 konnte die viral bedingte Zelllyse der Hela-Zellen
durch sCAR-Fc komplett verhindert werden, wahrend unbehandelte Zellen bereits bei
einer moi von 0,0001 nach drei Tagen deutliche lytische Areale im Zellrasen
aufwiesen (Abb. 4.3.8_B). Dies korreliert mit den Daten von Kapitel 4.3.2.1, wo bis zu
einer moi von 0,5 die Replikation von CVB3 durch Vektor-exprimierten sCAR-Fc
effizient inhibiert werden konnte (Abb. 4.3.7).

4.3.2.3 Inhibierung einer bestehenden CVB3-Infektion

Im nachfolgenden Experiment sollte untersucht werden, inwieweit eine Behandlung
mit Vektor-exprimiertem sCAR-Fc eine bereits existierende CVB3-Infektion inhibieren
bzw. die Ausbreitung der Infektion einddmmen kann. Dazu wurden Hela-Zellen mit
AdG12 (moi 5) transduziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten, vor und nach der
CVB3-Infektion, mit Dox (1 pg/pl) inkubiert.
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Abb. 4.3.9: Inhibierung der CVB3-Replikation durch Expression von sCAR-Fc vor und nach
einer CVBS-Infektion (moi 0,00001 - 0,01). HelLa-Zellen wurden mit AdG12 (moi 5)
transduziert und die Expression von sCAR-Fc durch Dox-Zugabe zu unterschiedlichen
Zeitpunkten induziert. Die Virusreplikation wurde 48 h spater mittels Plaque-Assay
quantifiziert. Alle Werte im Vergleich zu unbehandelten infizierten Zellen wiesen einen p-
Wert von p<0,05 auf (auBer ns - nicht signifikant).
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Wurde Dox 48 h bzw. 24 h vor der Infektion mit CVB3 zum Kulturmedium hinzu-
gegeben, konnte eine komplette Inhibierung der Virusreplikation, unabhéngig der
eingesetzten Virusdosen festgestellt werden (Abb. 4.3.9).

Wurde Dox 6 h vor CVB3-Infektion in das Kulturmedium der Zellen gegeben, konnte
nur bei der niedrigsten CVB3-Dosis (moi 0,00001 entspricht ca. 3 pfu) eine komplette
Inhibierung der Virusreplikation erreicht werden. In Abhangigkeit von der fir die
Infektion eingesetzten Virusdosis und des Zeitpunktes der Dox-Gabe nahm die
sCAR-Fc bedingte CVB-Inhibierung ab. So konnte bei einer Dox-Gabe 6 h nach
CVB3-Infektion, durch die Expression von sCAR-Fc die virale Replikation bei allen
initial eingesetzten Virusdosen signifikant, im Vergleich zur Kontrolle (AdG12 -Dox)
inhibiert werden, wenn auch mit unterschiedlicher Effizienz. Wurde das Dox erst 24 h
nach der CVBS3-Infektion ins Zellkulturmedium gegeben, war bei einer moi von 0,01
kein inhibitorischer Effekt mehr zu sehen, betrug allerdings bei moi 0,0001 und
0,00001 immer noch ca. 6logo und bei moi 0,001 2logso-Stufen.

Aus diesem Experiment lasst sich schlussfolgern, dass die Effizienz von sCAR-Fc,
CVB3 zu inhibieren, einerseits von der CVB3-Konzentration abhangig ist,
andererseits vom Zeitpunkt der Applikation des sCAR-Fc, im Experiment simuliert
durch die zeitlich unterschiedliche Dox-Gabe. Da das CVB3-Virus in permissiven
Zellen, wie z. B. HelLa-Zellen eine schnelle und hoch effektive Replikation aufweist,
ist das Zeitfenster, in dem man wirkungsvoll das Vorschreiten der Infektion aufhalten
kann, offensichtlich sehr klein (Pallausch and Ross R, 2007).

4.3.3 Inhibierung von anderen Coxsackievirus-B-Serotypen durch sCAR-Fc

Alle sechs Serotypen der Gruppe-B-Coxsackieviren benutzen CAR als
Internalisierungsrezeptor fur die Infektion von Zellen. Deshalb sollte getestet werden,
wie effizient sCAR-Fc Zielzellen vor der Infektion mit anderen CVB-Serotypen
schitzen kann. HelLa-Zellen, die permissiv fir alle CVB-Subtypen sind, wurden mit
AdG12 (moi 5) transduziert, mit und ohne Dox kultiviert und 48 h spater die CVB-
Serotypen 1 bis 6 wie oben beschrieben mit den Zellkulturiiberstanden inkubiert.
Nach 30 min wurde das Medium/Virus-Gemisch auf HeLa-Zellen gegeben und nach
weiteren 30 min durch frisches Medium ersetzt. Die Bestimmung der Virus-
Nachkommen 24 h spéater durch Plaque-Assay zeigte, dass alle CVB-Serotypen
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durch sCAR-Fc in ihrer Replikation inhibiert werden kénnen (Abb. 4.3.10). Dabei
zeigte sich bei allen Serotypen eine &hnlich hohe Effizienz der Inhibierung von
7log1o- bis 9logo-Stufen.
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Abb. 4.3.10: Inhibierung der Coxsackievirusreplikation durch sCAR-Fc bei diversen
CVB-Serotypen. Hela-Zellen wurden mit AdG12 (moi 5) transduziert und mit oder
ohne Dox kultiviert. 48 h spater wurde der Zellkulturliberstand abgenommen und die
CVB-Serotypen (moi 1) mit diesem fir 30 min bei 4°C preinkubiert. Als Kontroll-Viren
wurden  CVA21 und HRV14  mitgefihrt.  AnschlieBend  wurde  der
Virus/Zellkulturiberstand auf die Hela-Zellen gegeben und fir 30 min bei 37°C
(HRV14 33°C) inkubiert. Uber Plaque-Assay wurde die virale Replikation in den Zellen
24 h spéter quantifiziert.

Wurden eine Initialdosis von 0,1 und 0,5 moi eingesetzt, konnten alle Serotypen
komplett inhibiert werden (nicht gezeigt). Bei einer Dosis von moi 1 konnte weiterhin
bei CVB2, CVB4 und CVB6 die Infektion und damit verbunden die Replikation
vollstéandig inhibiert werden, wahrend bei CVB1, CVB3 und CVBS5 geringe Mengen
an Virusnachkommen gemessen wurden.

CVA21 und HRV14, die CAR-unabhangig Zellen infizieren, wurde durch sCAR-Fc
nicht inhibiert. Dies zeigt, dass sCAR-Fc hocheffektiv und spezifisch die Replikation

von allen Coxsackieviren der Gruppe B inhibieren kann.
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4.3.4 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-exprimierten sCAR-Fc im
CVB3-Myokardits-Mausmodel

4.3.4.1 Expressionskinetik von sCAR-Fc in vivo

Bevor der antivirale Effekt von sCAR-Fc gegen CVB3-Infektionen im Myokarditis-
Mausmodel untersucht wurde, sollte als erstes die SCAR-Fc Expressions-kinetik in
vivo getestet werden.

Dafiir wurden 6 Wochen alte Balb/c-Mause mit 3 x 10" pt AdG12 via Jugularis-
veneninjektion transduziert und wahrend eines 14-tdgigen Untersuchungszeitraumes

die sCAR-Fc Konzentration im Blut gemessen.
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Abb. 4.3.11: Serumlevel von sCAR-Fc in Mausen, tranduziert mit AdG12.
Balb/c-Mausen (n=8) wurde AdG12 (3x10'°pt) intravends (V. jugularis)
appliziert. Die Expression von sCAR-Fc wurde bei vier Mausen mit Dox
(200 pg/ml) Uber das Trinkwasser induziert. Das Expressionslevel von
sCAR-Fc im Serum wurde mittels ELISA zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen.

Bereits zwei Tage nach AdG12 Transduktion konnt in dem Serum der M&use, denen
Dox in das Trinkwasser gegeben wurde, eine hohe Expression von sCAR-Fc
(254 £ 29 ng/ml) gemessen werden, die bis zu Tag 5 noch weiter anstieg
(464 £ 159 ng/ml). Danach nahm die Konzentration bis zum Tag 8 ab
(147 £ 60 ng/ml), blieb dann aber bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes stabil
(Tag 14: 141 £ 51 ng/ml). Im Serum der Tiere, die kein Dox Uber das Trinkwasser
bekamen, konnte wahrend der gesamten Untersuchungszeit kein sCAR-Fc
gemessen werden. Dies bestéatigte auch in vivo, die sehr gute Regulierbarkeit der
sCAR-Fc Expression durch AdG12 ohne messbare Basalaktivitat.
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4.3.4.2 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-exprimierten sCAR-Fc im
CVB3-Myokarditis-Mausmodell - protektiver Ansatz

Basierend auf den sCAR-Fc Expressionsdaten in vivo wurde ein experimentelles
Modell entwickelt, um die Effizienz von AdG12 exprimiertem sCAR-Fc bei der
Behandlung von CVB3-Myokarditis in der Maus zu untersuchen.

CvB3
iv. AdG12
-l >
2d 0d 7Tdp.i
+Dox .
- Dox
Gruppe i.v. Applikation | H20, 5% Succrose CvB3
sham; n=6 PBS - Dox -

AdG12 +Dox; n=6 | AdG12 1x10'"pt + Dox 5x10* pfu
AdG12 -Dox; n=6 | AdG12 1x10'"pt - Dox 5x10* pfu
sham +Dox; n=6 PBS + Dox 5x10* pfu

Abbildung 4.3.12: Inhibierung der CVB3-Replikation durch protektive Expression von
sCAR-Fc in vivo. Balb/c-Mause wurden mit AdG12 (1x10'°pt) via Jugularisvenen-Injektion
transduziert und mit bzw. ohne Dox im Trinkwasser (200 pg/ml) gehalten. CVB3-Infektion
(5x10* pfu) i.p. erfolgte 48 Stunden nach AdG12 Transduktion. Sieben Tage spater wurden
die hdmodynamischen Messungen vorgenommen, die Tiere getdtet und anschlieBend
histologisch und virologisch ausgewertet (n entspricht der Anzahl der Versuchstiere).

Sechs Wochen alte Balb/c-Mause wurden 2 Tage vor der CVB3-Infektion mit AdG12
(1x10"pt) transduziert und entweder ohne Dox oder mit Dox (200 pg/ml) im
Trinkwasser gehalten. Sieben Tage nach der CVBS3-Infektion wurde der Grad der
Myokarditis untersucht (Abb. 4.3.12).

In Unterschied zu den sCAR-Fc Expressionsanalysen (Kapitel 4.3.4.1) wurde in

diesem Experiment die Menge des AdG12 auf 1x10'°pt/Maus reduziert. Dies
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entspricht einer Vektordosis, die gewichtsbezogen auch bei einem therapeutischen
Ansatz im Menschen einsetzbar ist. Zum Zeitpunkt der CVB3-Infektion, zwei Tage
nach der Applikation von AdG12, wurde zur Kontrolle das sCAR-Fc-Level im Serum
gemessen. Trotz erniedrigter Vektordosis konnte eine hohe Expression (& 228 ng/ul)
von sCAR-Fc in den Mausen detektiert werden, denen Dox oral zugegeben worden
war. Somit konnte auch bei der erniedrigten Vektordosis eine Menge von sCAR-Fc
im Serum der Mause gemessen werden (100 ng/ml), bei der bereits eine
therapeutische Wirkung in vivo beschrieben wurde (Lim et al., 2006). Am Tag 7 nach
der CVBS3-Infektion, an dem das Experiment beendet wurde, betrug die
Konzentration von sCAR-Fc im Blut der Mause immer noch & 100 ng/ml. Wie bereits
bei dem vorhergehenden Experiment konnte bei den Mausen, die ohne Dox gehalten

wurden, kein sCAR-Fc im Serum nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Wahrend des siebentagigen Untersuchungszeitraumes nach der CVBS3-Infektion
wurde das Gewicht der Mause kontrolliert. Dabei konnte sowohl bei unbehandelten,
infizierten Tieren (sham +Dox), als auch bei den Tieren, die mit AdG12 transduziert
wurden, aber keine Dox bekamen (AdG12-Dox), eine starke Reduktion des
Kdrpergewichtes bis zu 30 % festgestellt werden, als Konsequenz der systemischen
Infektion durch CVB3 (Abb.4.3.13_A). Dagegen nahmen die sCAR-Fc
expremierenden Mause (AdG12 +Dox) nur minimal ab (5 %). Das Gewicht nicht
infizierter, unbehandelter Tiere nahm geringfligig zu.

Die Hdmodynamikmessung am Tag 7 nach der CVB3-Infektion zeigten eine starke
Beeintrachtigung der linksventrikuldren Funktion (LV) bei unbehandelten, infizierten
Tieren (sham +Dox) im Vergleich zu nicht infizierten Tieren (sham). Dies auBerte sich
in einer Abschwachung der systolischen Kontraktilitat (dP/dtmax 2.428 £ 490 vs.
4.429 +1.287 mmHg/s, p<0,01; LVP 47 £ 6 vs. 68 + 13 mmHg/s, p<0,01), aber auch
in einer Verschlechterung der diastolischen Relaxation des Herzmuskels (dP/dtyin -
1.331 £ 437 vs. -2.117 £ 713 mmHg/s, p>0,05).
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Abb. 4.3.13: Effekt von sCAR-Fc auf CVB3-Infektion der Maus. Balb/c-Mausen wurde via
Jugularisvenen-Injektion AdG12 (1x10'°pt) appliziert, diese mit oder ohne Dox gehalten und
2 Tage nach Applikation i.p. mit CVB3 (5x104 pfu) infiziert. Wahrend der 7-tdgigen Unter-
suchungsperiode nach der CVB3-Infektion wurde das Gewicht der Mause Uberprift (A). Als
Kontrolle dienten untransduzierte, CVB3 infizierte Mause (sham +Dox) und unbehandelte,
uninfizierte Mause (sham). (B) 7 Tage nach Infektion wurden mittels Katheter die Parameter der
linksventrikularen Funktion, wie Kontraktilitdt (LVP, dP/dt,.) und Relaxation (dP/dty,;,) bestimmt
und mit den Kontrollgruppen verglichen (#p>0,05; **p<0,01).

Bei den behandelten Mausen (AdG12 +Dox) wurde dagegen eine signifikante
Verbesserung der kardialen Dysfunktionen im Vergleich zu AdG12 -Dox behandelten
Tieren (dP/dtmax: 3.645 £443 vs. 2.057 + 490 mmHg/s, p<0,01; LVP: 59+4 vs.
4513 mmHg/s, p<0,01; dP/dtmin: -2.125 £330 vs. -1.310+ 330 mmHg/s, p<0,01) und
CVBS infizierten Kontrollmausen (dP/dtmax: 3.645 + 443 vs. 2.428 + 490 mmHg/s,
p<0,01; LVP: 59+4 vs. 4616 mmHg/s, p<0,01; dP/dtmi,: -2.125+330 vs.
-1.330 £ 437 mmHg/s, p<0,01) gemessen. Dabei wurden die systolischen und
diastolischen Parameter bis auf das Level nicht infizierter Mause (sham) verbessert
(Abb. 4.3.13_B).
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Immunhistochemische Analysen bestatigten die hohe Effizienz des sCAR-Fc bei der
Inhibierung der CVB3 induzierten Inflammation im Herzen (Abb. 4.3.14).

Sowohl die untransduzierten, infizierten Mause (sham +Dox) als auch die Mause der
Kontrollgruppe (AdG12 -Dox) zeigten eine hohe Infiltration immunologischer Zellen
im Myokardgewebe (Abb. 4.3.14). Dies war begleitet von einer ausgepragten
Nekrose von Kardiomyozyten. In den infizierten Mausen, die sCAR-Fc exprimierten
(AdG12 +Dox) konnte hingegen keine Inflammation beobachtet werden, womit das
Herzgewebe dem von nicht infizierten Mausen (sham) ahnelte. Es konnte ebenfalls
keine viral verursachte Gewebeschadigung in den sCAR-Fc exprimierenden Tieren
(AdG12 +Dox) festgestellt werden.
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Abb. 4.3.14: Effekt von sCAR-Fc auf CVB3-induzierte kardiale Inflammation in vivo.
Experimentelles Design siehe Abb. 4.3.12. Die histologischen Untersuchungen der Herzen
erfolgten am Tag 7 nach CVB3 Infektion. Ventrikuldres Herzgewebe wurde in 4%igem Formalin
fixiert, in Parafin eingebettet und 4 um groBe Schnitte angefertigt, die mit Haemotoxlin/Eosin
angefarbt wurden. Die Pfeile markieren Infiltrate von Immunzellen (lila) und nekrotisches Gewebe
bzw. lysierte Kardiomyozyten (normale Kardiomyozyten = rosa) Vergr.: obere Bilder 40x, untere
Bilder 100x.

In Ubereinstimmung mit den histologischen Daten konnte in Mausen, welche mit
AdG12 und Dox behandelt und mit CVB3 infiziert wurden (AdG12 +Dox), keine
CVB3-RNA im Herzgewebe detektiert werden. In den untransduzierten Mausen
(sham) bzw. den Mausen der Kontrollgruppe (AdG12 -Dox) konnte dagegen mittels
in situ-Hybridisierung in einer Vielzahl von Zellen CVB3-RNA nachgewiesen werden,
was nicht nur auf eine Infektion, sondern auch auf aktive Virusreplikation hinweist
(Abb. 4.3.15).
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Abb. 4.3.15: Inhibierung der CVBS3-Infektion im Herzen durch sCAR-Fc.
Experimentelles Design siehe oben. Detektion von CVB3-RNA in Maus-Herzen am
Tag 7 p.i. Ventrikulares Herzgewebe wurde in 4%igem Formalin fixiert, in Parafin
eingebettet und 4 um groBe Schnitte angefertigt. Die Detektion des CVB3-Genoms
erfolgte mittels in situ-Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden, spezifisch
gegen das (+)-Strang-RNA-Genom. VergrdBerung: 100x.

Nicht nur das Herz wurde durch AdG12 exprimierten sCAR-Fc, vor der Infektion

durch CVBS3 geschitzt, sondern auch der Pankreas. So hat sCAR-Fc nicht nur einen

protektiven Effekt auf die CVB3-induzierte Entziindung des Herzens, sondern auch
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auf viral verursachte Pankreatitis. In anderen untersuchten Geweben konnte weder
in unbehandelten noch in sCAR-Fc exprimierenden Mausen CVB3-RNA mittels
in situ-Hybridisierung nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte in AdG12 transduzierten M&usen durch Zugabe von Dox
sCAR-Fc in hohen Dosen exprimiert werden. Dieses sCAR-Fc inhibierte effizient die
systemische Ausbreitung von CVB3 und dadurch die Infektion des Herzens.
Weiterhin wurde die viral induzierte Inflammation im Myokard komplett inhibiert.
Sowohl der Allgemeinzustand (Verhalten, Gewicht) als auch die h&modynamischen
Parameter glichen denen nicht-infizierter Tiere. Die Kontrollgruppen zeigten
dagegen alle Merkmale einer schweren akuten Myokarditis mit hoher Virusprasenz
im Herzen, starker Inflammation und dadurch verursachter Verschlechterung der

kardialen Pumpleistung.

4.3.4.3 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-exprimierten sCAR-Fc im
CVB3-Myokarditis-Mausmodell - therapeutischer Ansatz

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine protektive Behandlung mit AdG12
exprimierten sCAR-Fc eine CVBS3-Infektion im Herzen effizient verhindert und
dadurch die Mause vor kardialer Inflammation und hamodynamischer Dysfunktion
schutzt, sollte in einem nachfolgenden Versuchsansatz die antivirale Wirksamkeit bei
therpeutischer Anwendung untersucht werden. Daflir wurden Balb/c-Mause, wie bei
dem protektiven Ansatz mit AdG12 (1x10' pt), zwei Tage vor CVB3-Infektion
transduziert. Die Induzierung der sCAR-Fc-Expression durch Dox erfolgte jedoch erst
zwei Tage spater, zeitgleich mit der CVB3-Infektion (AdG12 +Dox 0d) bzw. 24 h nach
der CVB3-Infektion (AdG12 +Dox 1d) (Abb. 4.3.16). Die Auswertung erfolgte, wie in
dem vorhergehenden Experiment 7 Tage nach der CVB3-Infektion.
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Abb. 4.3.16: Inhibierung der CVB3-Replikation durch sCAR-Fc in vivo. Balb/c-Mause wurden mit
AdG12 (1x10"pt) via i.v. Applikation, 2 Tage vor CVB3-Infektion transduziert. Die Expression
von sCAR-Fc wurde zeitgleich mit der CVB3-Infektion SOd) oder 24 h spater (1d) durch Dox im
Trinkwasser (200 ng/ml) induziert. CVB3-Infektion (5x10" pfu) i.p. 48 h nach AdG12-Transduktion.
Die Tiere wurden 7 Tage nach CVB3-Infektion analysiert (n entspricht der Anzahl der Mause).

Des Weiteren wurde parallel die Expression von sCAR-Fc und Abgabe ins Serum im
Rahmen des therapeutischen Versuchsansatzes mittels ELISA gemessen. Bis zum
Zeitpunkt der Dox-Gabe konnte keine sCAR-Fc im Serum der Tiere gemessen

werden.
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Abb. 4.3.17: Serumlevel von sCAR-Fc in AdG12 transduzierten Mausen. BALB/c Mause
wurde AdG12 (1x10'°pt) intravends injiziert. Die SCAR-Fc-Expression erfolgte durch Dox-
Gabe Uber das Trinkwasser (200 ng/ml) 48 h nach AdG12-Transduktion. Die sCAR-Fc-
Menge im Serum wurde mittels ELISA zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen.
Anzahl der Mause, n=3.
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Nach Dox-Gabe Uber das Trinkwasser wurde 16 h spater das erste Mal Blut
abgenommen und ein durchschnittlicher sSCAR-Fc Wert von 28,4 ng/ml gemessen.
Dieser stieg rasch an, so dass bereits 24 h nach Induktion, ein Level von Uber
100 ng/ml (128,6 ng/ml) gemessen wurde (Abb. 4.3.17). Im weiteren Verlauf verhielt
sich die sCAR-Fc Konzentration im Blut der transduzierten Mause wie in den
vorhergehenden Experimenten, sank am Tag 7 jedoch unter 100 ng/ml.

Waéhrend des 7-tdgigen Untersuchungszeitraumes nach der CVBS3-Infektion sank,
wie auch im protektiven Ansatz, das Kérpergewicht der infizierten Mause, wéahrend
die nicht infizierten Kontrollmause (sham) zunahmen (Abb. 4.3.18). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass die Mause, die Dox zeitgleich mit der CVB3-Infektion
bekommen haben, im Verlauf des Beobachtungszeitraumes weniger stark Gewicht
verloren, als untransduzierte, infizierte Kontrolltiere (sham +Dox) und Tiere, denen
der Kontrollvektor AdG12,nk appliziert wurde, der eine trunkierte sCAR-Fc-Variante
exprimiert (Abb. 4.3.18).
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Abb. 4.3.18: Effekt von sCAR-Fc auf CVB3-Myokarditis in der Maus. Balb/c-Mausen wurde via
Jugularisvenen-Injektion AdG12 (1x10'pt) appliziert. Die Expression von sCAR-Fc wurde
zeitgleich oder 24 h nach der CVB3-Infektion (5x10* pfu) mittels Dox-Gabe induziert. Wahrend
der 7-tdgigen Untersuchungsperiode nach der CVB3-Infektion wurde das Gewicht der Mause
Uberprift. Als Kontrolle dienten untransduzierte, CVBS-infizierte Mause (sham +Dox), mit
Kontrollvektor transduzierte, infizierte Tiere (AdG12,« -Dox) und unbehandelte, uninfizierte
Mé&use (sham).

Auch die M&use, bei denen erst 24 h nach CVB3-Infektion die Expression von sCAR-
Fc Uber Dox induziert wurde (AG12 +Dox 1d), zeigten eine Reduktion des

Gewichtes, ahnlich den unbehandelten Kontrolltieren.
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In situ-Hybridisierung und Analysen mittels Plaque-Assay zeigten, dass sCAR-Fc in
einer therapeutischen Anwendung in der Lage ist eine kardiale Infektion durch CVB3
effizient zu inhibieren (Abb. 4.3.19). Sowohl, die untransduzierten, infizierten Mause
(sham -Dox), als auch die Mause der Kontrollgruppe (AdG12yunk -Dox) zeigten eine
groBe Prasenz von CVB3-RNA im Herzen. In den Gewebeschnitten der behandelten
Gruppen wurde zwar auch virales (+)-RNA-Genom detektiert, aber in wesentlich
geringerem AusmapB. Weiterhin zeigte die in situ-Hybridisierung, dass in den Mausen,
in denen die sCAR-Fc Expression zeitgleich mit der CVB3-Infektion induziert wurde,
die geringsten Mengen an CVB3-RNA gefunden wurde (Abb. 4.3.19_A).
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Abb. 4.3.19: Inhibierung der CVB3-Infektion im Herzen durch sCAR-Fc. Experimentelles Design
siehe oben. Detektion von CVB3-RNA in Maus-Herzen am Tag7 p.. (A) Ventrikulares
Herzgewebe wurde in 4%igem Formalin fixiert, in Parafin eingebettet und 4 um groBe Schnitte
angefertigt. Die Detektion des CVB3-Genom erfolgte mittels in situ-Hybridisierung mit radioaktiv
markierten Sonden, spezifisch gegen das (+)-Strang-RNA-Genom. VergréBerung: 100x. (B)
Bestimmung der CVB3-Menge im Herz. Herzgewebe wurde homogenisiert und die Menge
infektiéser Viruspartikel mittels Plaque-Assay bestimmt (*=p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Dies korrelierte mit den Plaque-Assays, mit denen infektioses CVB3 im Herzgewebe
nachgewiesen wurde. Die effizienteste Inhibierung der viralen Replikation konnte
auch dabei in der AdG12 +Dox 1d-Gruppe beobachtet werden und betrug im
Vergleich zur Vektorkontrollgruppe (AdG12unk -Dox) 2log1o-Stufen (Abb. 4.3.19_B).
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In Korrelation mit der Inhibierung der Virusinfektion und viralen Replikation im Herzen
durch sCAR-Fc wurde eine Verringerung der Inflammation beobachtet. Quantitative
Auswertungen  von H&E-Farbungen  der  Herzschnitte  zeigten  eine
Inflammationsstarke bei unbehandelten, infizierten Tieren von 2 (Abb. 4.3.20_B).
Dabei konnten, ebenso wie in der Vektorkontrollgruppe (AdG12y,nk -Dox), groBe
Areale von infiltrierenden Immunzellen im Herzgewebe der unbehandelten Tiere
beobachtet werden (Abb. 4.3.20_A).
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Abb. 4.3.20: Effekt von sCAR-Fc auf CVB3-verursachte kardiale Inflammation in vivo.
Experimentelles Design siehe oben. Histologische Untersuchung der Maus-Herzen am Tag 7
nach CVB3-Infektion. Ventrikulares Herzgewebe wurde in 4 % Formalin fixiert, in Parafin
eingebettet und 4 um groBe Schnitte angefertigt, die anschlieBend H&E gefarbt wurden. Fir die
Quantifizierung der Inflammation wurde eine Skala von 0 -4 festgelegt: 0 = keine Infiltrate;
1 = kleine fokale Ansammlung von infiltrierenden Zellen zwischen Myozyten; 2 = gr6Bere Foki
> 100 infiltrierende Zellen; 3 = < 10% des Gewebeschnittes von Inflammation betroffen; 4 = 10 -
30% des Gewebeschnittes von Inflammation betroffen (Szalay et al., 2006) *=p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001

In den Tieren, die sCAR-Fc exprimierten, betrug die Inflammationstéarke 0,5 und die
Gewebeschnitte zeigten einzelne Areale mit wenigen infiltrierenden Zellen (Abb.
4.3.20). Dabei schien es keinen Unterschied zu machen, ob die Induktion der sCAR-
Fc durch Dox-Gabe zeitgleich mit der CVB3-Infektion (AdG12 +Dox 0d) oder 24 h

(AdG12 +Dox 1d) spater erfolgte.
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Wie auch im protektiven Ansatz zeigte die Hadmodynamikmessung am Tag 7 nach
der CVB3-Infektion eine Beeintrachtigung der linksventrikuldren Funktion als
Symptom der Kardiomyopathie bei infizierten Tieren mit dem Kontrollvektor
(AdG124unk -Dox) im Vergleich zu nicht infizierten Tieren (sham) (Abb. 4.3.21). Dies
auBerte sich in einer Abschwachung der systolischen Kontraktilitdt (dP/dtmax:
3.012+918 vs. 5.076 + 854 mmHg/s, p<0,01; LVP: 57+10 vs. 79 + 8 mmHg,
p<0,01), aber auch in einer Verschlechterung der diastolischen Relaxation des
Herzmuskels (dP/dtmin: -2.212 £ 745 vs. -3.506 + 472 mmHg/s, p<0,05).
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Abb. 4.3.21: Inhibierung der CVB3-Infektion im Herzen durch sCAR-Fc. Experimentelles Design
siehe oben. 7 Tage nach Infektion wurden mittels Katheter die Parameter der linksventrikularen
Funktion, wie Kontraktilitat (LVP, dP/dt,.) und Relaxation (dP/dty;) bestimmt und mit den
Kontrollgruppen verglichen (*=p<0,05; #=p>0,05).

Wurde die Expression von sCAR-Fc zeitgleich mit der CVB3-Infektion gestartet
(AdG12 +Dox 0d), konnte im Vergleich zur Vektorkontrollgruppe (AdG12¢unk -Dox)
eine signifikante Verbesserung der ventrikularen Kontraktilitdt (dP/dtmax:
5.214 £ 1786 vs. 3.012 £ 918 mmHg/s p<0,05; LVP: 76,4 + 19 vs. 57 + 10 mmHg,
p<0,05) und diastolischen Relaxation (dP/dtmin: -3.757 +1.418 vs. -2.212+
746 mmHg/s p=0,07) gemessen werden. Wurde die Expression des sCAR-Fc erst
24 h nach CVB3-Infektion gestartet, konnte jedoch keine signifikante Verbesserung

der kardialen Pumpfunktion gemessen werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass auch in einem therapeutischen
Modell durch Dox-induzierte Expression von sCAR-Fc nach einer CVB3-Infektion,

die systemische Ausbreitung von CVB3 und dadurch resultierend die Infektion des

146



Herzens wirksam inhibiert werden konnte. Allerdings zeigte sich, dass die Effizienz
der CVBS3-Inhibierung geringer ist als im protektiven Modell und an Effektivitat
verliert, je spéater die sCAR-Fc Expression durch Dox induziert wird. Sowohl der
Allgemeinzustand (Verhalten, Gewicht) als auch die h&modynamischen Parameter
zeigten eine signifikante Verbesserung, wenn die sCAR-Fc Expression zeitgleich mit
der CVBS3-Infektion induziert wurde. Die infizierten Kontrollgruppen zeigten dagegen
eine starke Viruspradsenz im Herzen, zahlreiche Inflammationsherde im Herzgewebe

und eine Verschlechterung der kardialen Pumpleistung.
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5 Diskussion

Die Myokarditis ist eine haufig vorkommende entzindliche Erkrankung des Myokards
mit unterschiedlicher Kklinischer Auspragung. Sie kann durch idiopathische,
autoimmune und vor allem infektidse Agenzien ausgeldst werden (D'Ambrosio et al.,
2001). Besonders Enteroviren und speziell Coxsackieviren der Gruppe B (CVB)
kénnen eine akute Myokarditis hervorrufen und stehen ebenfalls im Verdacht ein
auslésendes Pathogen bei Entstehung der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) zu
sein (Knowlton and Badorff, 1999). Diese ist gekennzeichnet durch aufféllige
Strukturveranderungen des Herzmuskels (Dilatation) und fortschreitender
Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion bis hin zur Herzinsuffizienz
(Pauschinger et al., 1999c; Felker et al., 2000).

Bei viral verursachter Myokarditis infiziert das Virus vor allem Kardiomyozyten und
fUhrt so replikationsbedingt zu deren Lyse (Kandolf et al., 1985; Yajima et al., 2006).
Reaktiv kommt es zur Infiltration von leuko- bzw. lymphozytaren Entziindungszellen
(Kawai, 1999). Wahrend im akuten Verlauf das Virus aus dem Herzen eliminiert wird
und die Inflammation abklingt, kommt es im chronischen Verlauf zu einer
fortlaufenden Inflammation und Strukturverdnderungen des Herzens, bedingt durch
Fibrose und interstitielles Remodeling (Kawai, 1999; Pauschinger et al., 2002).
Klinisch manifestiert sich die DCM in der Verschlechterung der kardialen
Pumpfunktion bis hin zur Herzinsuffizienz, dem Unvermdgen des Herzens, die vom
Kdrper bendtigte Leistung zu erbringen (Kuhl et al., 2005c).

Neben der klassischen Herzinsuffizienztherapie, die vor allem die Herzaktivitat
unterstitzen soll (kdérperliche Schonung, ACE-Inhibitoren, ggf. Diuretika und
Betablocker), und einer immunsuppressiven Therapie (Azathiorpin und Prednisolon)
bei fortlaufender Immunreaktion trotz Viruselimination (autoreaktive inflammatorische
Kardiomyopathie) gibt es bis zum heutigen Tag keine die Ursache bekampfende
klinisch angewandte Therapieform (Pauschinger et al., 2004).

Infolge der groBen klinischen Relevanz ist das Finden neuer kausaler
Therapiestrategien deshalb von eminenter Bedeutung (Pauschinger et al., 2004;
Richardson et al.,, 1996). Molekulare und gentherapeutische Verfahren besitzen
dahingehend ein groBes Potenzial, da sie gezielt gegen definierte molekulare
Strukturen vorgehen und somit die Spezifitdt und Effizienz bedeutend erhdéhen

kénnen.
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Im Hinblick darauf wurden in dieser Arbeit drei verschiedene gentherapeutische
Strategien hinsichtlich ihrer Effizienz und Sicherheit in vitro und in vivo untersucht
und miteinander verglichen. Ziel war es, die Infektion kardialer Zellen durch CVBS3,
dessen Replikation und die damit verbundene Schadigung der Wirtszelle sowohl in
vitro als auch in vivo zu verhindern.

Die ersten zwei Strategien basierten auf dem Mechanismus der RNA-Interferenz
(RNAI), wobei im ersten Ansatz die Expression des viralen Rezeptors als zellulare
Zielstruktur inhibiert werden sollte, um eine Infektion der Zielzellen durch CVB3 zu
verhindern. Adenovirale Vektoren (AdV) dienten dabei zur effizienten Einschleusung
und Expression der therapeutisch relevanten short hairpin (sh)RNAs in die kardialen
Zielzellen.

In der zweiten RNAi-basierten antiviralen Strategie wurden zwei shRNAs spezifisch
gegen die CVB3-RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRP) als virale Zielstruktur von
einem Adeno-assozierten Virus (AAV)-Vektor des Serotyps 6, in kardiale Zielzellen
eingebracht, um somit die virale Replikation zu unterdricken bzw. das virale RNA-
Genom komplett aus der Zelle zu eliminieren. Durch Verwendung von AAV2.9-
Pseudotypen wurde anschlieBend mittels kardiospezifischen Gentransfers die
Wirkung dieses gentherapethischen Ansatzes auf die CVB3-Infektion des Herzens in
einem Myokarditis-Mausmodell untersucht.

Im Gegensatz zu den RNAi-basierenden antiviralen Strategien wurde im dritten Teil
der Arbeit mittels Adenovektoren ein lbsliches rekombinantes Rezeptorprotein
(sCAR-Fc) exprimiert und dessen inhibitorische Wirkung auf die CVB3-Infektion
untersucht. Hierzu wurden neben in vitro-Studien, die Effizienz und Sicherheit der
gentherapeutischen Applikation von sCAR-Fc im Rahmen einer prophylaktischen und
therapeutischen Anwendung in einem CVB3-Myokarditis-Mausmodell untersucht. Um
dabei die Sicherheit bei einer Anwendung in vivo zu erhdhen, wurde die Expression
des sCAR-Fc mittels Tet-On-Genexpressionssystems pharmakologisch regulierbar

gemacht.
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5.1 Inhibierung der CVB-Infektion durch Vektor-vermittelte Herunter-
regulation des zellularen Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR)

Die RNAi stellt hinsichtlich ihres therapeutischen Potentials eine neue,
vielversprechende Methode auf dem Gebiet der antiviralen Therapie dar. In
zahlreichen Untersuchungen in vitro und auch in vivo konnten unterschiedliche virale
Infektionen mit dieser Methode inhibiert bzw. assoziierte pathologische Mechanismen
verringert werden (Bitko et al., 2005; McCaffrey et al., 2003; Carmona et al., 2006;
Merl et al., 2005).

Die RNAI setzt dabei eine homologe Basenpaarung zwischen siRNA bzw. shRNA
und der Ziel-mRNA voraus. Bereits einzelne Punktmutationen in der Ziel-mRNA
kénnen die inhibitorische Wirkung komplett aufheben. Dies stellt insbesondere im
Hinblick auf die hohe Mutationsrate bei Viren, im speziellen bei RNA-Viren wie CVB,
und die daraus resultierende Mdoglichkeit der Entstehung von Escape-Mutanten ein
groBes Problem dar (Gitlin et al., 2005; Das et al., 2004; Merl and Wessely, 2007).
Eine Methode dies zu umgehen, ist das Silencing von zellularen Proteinen, die fir
das Virus essentiell sind. Dazu gehéren Virusrezeptoren (Anderson and Akkina,
2005) und verschiedene zelluldre Proteine, die das Virus fir seine Replikation
bendbtigt (Gao et al., 2004; Ping et al., 2004).

5.1.1 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Silencing der CAR-Expression in
kardialen Zellen

Eine wichtige Determinante bei der viralen Infektion sind spezifische zellulare
Rezeptoren, Uber die das Virus Kontakt mit der Zelle aufnimmt und in diese eindringt.
Fiar CVB ist CAR der Internalisierungrezeptor und vermittelt die Aufnahme des Virus
in die Zielzellen (Bergelson et al., 1997). CAR ist weiterhin ein Zelladhasionsprotein
das homophile und heterophile Interaktionen mit anderen Proteinen eingeht. Es ist
ein Bestandteil der Tight-dunction, der neuromuskularen Verbindungen und der
myokardialen Disci intercalares (Shaw et al., 2004; Sinnreich et al., 2005; Coyne and
Bergelson, 2005). Dabei ist die Expression von CAR auf der Zelloberflache abhangig
vom Zell- bzw. Gewebetyp und verandert sich wahrend der Entwicklung. Besonders
stark ist die CAR-Expression wahrend der Embryogenese und im postnatalen
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Zeitraum, wahrend sie im Adulten bis auf einige wenige Gewebe reduziert ist (Honda
et al., 2000; Fechner et al., 2003b; Tomko et al., 2000; Carson, 2001).

Im Hinblick auf die Etablierung eines RNAi-basierten anti-Rezeptoransatzes wurde
die Expression von CAR in unterschiedlichen Zelltypen untersucht. Ein besonderes
Augenmerk wurde dabei auf kardiale Zellen gelegt, da diese bei der akuten CVB3-
induzierten Myokarditis und DCM die Hauptzielzellen des Virus darstellen (Kandolf et
al., 1985; Yajima et al., 2006).

Durch Immunfluoreszenz mit spezifischen Antikdrpern konnte sowohl in epithelialen
Tumorzelllinien (HeLa, HEK 293) als auch in der kardialen Mauszelllinie HL-1 und in
primaren neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM) die Expression von CAR
nachgewiesen werden. Bei den kardialen Zelllinien wurde jedoch nur die Expression
der CAR1-Isoform festgestellt, wahrend die CAR2-Isoform in beiden Zelltypen nicht
detektierbar war. In der Arbeit von Shaw et al. konnte jedoch mit den gleichen
Antikérpern in kardialem Muskelgewebe auch die CAR2-Isoform nachgewiesen
werden (Shaw et al., 2004). Eine mdgliche Erklarung fir diese unterschiedlichen
Beobachtungen kénnte der Ursprung der HL-1 Zellen sein, die aus atrialem
Tumorgewebe etabliert wurden (Claycomb et al., 1998), wahrend die
Untersuchungen von Shaw et al. an primarem, ventrikularem Herzgewebe
durchgefuhrt wurden.

Charakteristisch war die CAR-Verteilung in der Membran an den Zellkontaktstellen.
CAR bildet Homodimere, vermittelt durch die Interaktion der D1-Domé&ne des
extrazellularen Teils (Coyne and Bergelson, 2005). Interessanterweise konnte an den
Zellmembranen ohne Kontakt zu anderen Zellen kein CAR nachgewiesen werden.
Dies lasst vermuten, dass CAR, wenn er keinen Interaktionspartner an der
Zelloberflache vorfindet, instabil ist. Ebenfalls bestatigten die Untersuchungen, dass
CAR als ein Zellkontaktprotein agiert. So konnte mittels Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden, dass an den Kontakistellen von Zellauslaufern (Filopodien),
Uber die die Zelle mit Nachbarzellen in Wechselwirkung tritt, CAR lokalisiert ist (Abb.
4.2). Dies steht in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass bei der Migration und
Kontaktausbildungen von Neuronen zu Herz- bzw. Muskelzellen, die ebenfalls Gber
Filopodien stattfinden, eine Beteiligung von CAR nachgewiesen werden konnte
(Sinnreich et al., 2005; Shaw et al., 2004). Nicht geklart ist jedoch ob CAR nach
Zellkontakt an der Kontaktstelle stabilisiert wird oder ob es aktiv bei der Ausbildung
erster Zell-Zell-Kontakte als eine Art Pathfinder-Protein agiert.
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Um eine Zellkultur effizient vor einer viralen Infektion mittels RNAi zu schitzen, ist es
von eminenter Bedeutung, dass alle Zellen mit den therapeutisch relevanten
Oligonukleotiden (siRNAs, Oligodeoxynukleotide, Peptid-konjugierte Oligomere usw.)
behandelt werden, da schon einige nicht behandelte Zellen ausreichen kénnen, um
die Virusreplikation aufrecht zu erhalten.

Kardiale Zellen wie HL-1 Zellen und NRCM lassen sich mit den momentan zur
Verfigung stehenden Methoden jedoch nur unzureichend transfizieren,
gekennzeichnet durch eine niedrige Transfektionseffizienz (30 %) bei hoher
Mortalitétsrate (Yuan et al., 2004).

Adenovirale Vektoren (AdV) dagegen transduzieren eine Vielzahl von sich teilenden
und ruhenden Zellen und ermdglichen zusatzlich durch die kontinuierliche
Expression von shRNAs ein langzeitliches Vorhandensein therapeutisch wirksamer
Oligonukleotide in der Zelle (Fechner et al., 2006). Somit wird ein wesentlicher
limitierender Faktor bei der Anwendung von siRNAs, ein begrenztes Reservoir
therapeutisch wirksamer Molekdle, ebenfalls umgangen. In Vorexperimenten konnte
gezeigt werden, dass sich sowohl HL-1 Zellen (Abb. 4.5) als auch NRCM (Abb. 4.8)
sehr gut von AdV transduzieren lassen, ohne dabei sichtbare Nebenwirkungen, wie
z. B. Apoptose zu induzieren.

Um ein effizientes Silencing von Maus (m)CAR zu erreichen wurde anfangs durch
Co-Expressionsanalysen mit mCAR-Expressionsplasmiden die wirksamste shRNA
gegen mCAR1 und mCAR2 evaluiert. AnschlieBend wurde diese in ein adenovirales
Shuttelplasmid unter Kontrolle des U6-Polymerase-Illl-Promotors kloniert und AdV
(AdshCAR4,) generiert. Untersuchungen in HL-1 Zellen mittels quantitativer PCR,
konnten eine dosis- und zeitabhangige Verringerung der mCAR-mRNA durch
AdshCAR4, von Uber 90 % zeigen.

Weiterhin wurde in diesem Zusammenhang das erste Mal eine direkte Korrelation
zwischen verwendetem shRNA-expremierenden Vektor, in der Zelle vorhandener
shRNA-Menge und shRNA-vermitteltem Silencing-Effekt aufgezeigt. Mit steigender
AdshCAR4,-Dosis konnte in den transduzierten Zellen eine stetige Anreicherung von
shCAR4,, nachgewiesen werden (Abb. 4.6). Ubereinstimmend damit korrelierte auch
die Effizienz der mCAR-Inhibierung, wobei mit zunehmender Adenovektordosis und
daraus resultierender steigender shRNA-Expression das Level der mCAR-mRNA

kontinuierlich abnahm.
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AnschlieBend wurde die Reduktion des mCAR-Proteins sowohl mit Immun-
fluoreszenz als auch mit Western-Blot untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine
vollige Reduktion des mCAR in den HL-1 Zellen innerhalb kurzer Zeit (48 Stunden)
nach Transduktion mit AdshCAR4, mdglich war. Die anféngliche Annahme, dass
mCAR ein sehr stabiles Protein ist und dadurch der RNAi-Effekt auf Proteinebene
erst spat beobachtet werden kann, bestétigte sich dabei nicht. So zeigten Western-
Blot Daten, dass ein 24 Stunden nach AdV-Transduktion eingefUhrter
Trypsinierungsschritt, der noch vorhandenen endogenen mCAR an der Oberflache
abspalten sollte, die Wirksamkeit der RNAi auf Proteinlevel nicht steigert.

Neben HL-1 Zellen sollte auch in NRCM mittels AdV-vermittelter RNAi die Ratten-
(r)CAR-Expression inhibiert werden. Dies gelang mit einer weiteren CAR-shRNA
(shCAR2), die in einem konservierten Bereich des CAR-Gens bindet und mit
ahnlich hoher Effizienz die CAR-mRNA von Maus und Ratte inhibiert. Im Gegensatz
zu der permanenten Zelllinie (HL-1) konnte bei den primaren NRCM eine
Verringerung des rCAR-Protein allerdings erst nach 6 bzw. ein kompletter Riickgang
nach 8 Tagen beobachtet werden.

Als madgliche Ursache flir die zeitliche Verzégerung des CAR-Silencing auf
Proteinebene kann der unterschiedliche Ursprung der beiden Zelltypen genannt
werden. Sich permanent teilende Tumorzellen, wie HL-1 Zellen besitzen im
Allgemeinen eine hdhere Stoffwechselaktivitat. Dies kann dazu fuhren, dass Proteine
schneller abgebaut bzw. ersetzt werden. In post-mitotischen, ruhenden Zellen ist
dieser Prozess langsamer, womit die Mdoglichkeit besteht, dass Membran
gebundener CAR in NRCM eine héhere Halbwertszeit aufweist, langsamer abgebaut
wird und der RNAI-Effekt zeitverzégert auftritt. Dies konnte zum Beispiel bei einem
anderen Protein in NRCM festgestellt werden. Dabei handelt es sich um
Phospholamban, ein Protein, dass eine regulatorische Rolle im Kalziumstoffwechsel
spielt (Koss et al., 1997). Obwohl die mRNA in NRCM mittels RNAi innerhalb
24 Stunden vollstandig abgebaut werden konnte, wurde die Verringerung des
Proteins erst nach 5 bis 7 Tagen beobachtet (Fechner et al., 2006). Es ist jedoch
ebenfalls mdglich, dass rCAR in den NRCM Verbindungen mit Interaktionspartnern
eingeht, die eine hbhere Stabilitat des Proteins bewirken.

Sowohl in HL-1 Zellen, als auch in NRCM konnte durch die Verringerung des CAR
auf der Zelloberflache die Infektion bzw. Replikation von CVB3 effizient inhibiert
werden. Bei einer AdshCARn-Vektordosis von moi 100 betrug dieser antivirale Effekt
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bei HL-1 Zellen 97 %. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt Uber
einen Zeitraum von 6 Tagen anhielt (Abb 4.10 und 4.11).

So konnte in den HL-1 Zellen, die 6 Tage post infectio untersucht wurden, zwar eine
héhere CVB3-Menge als 24 Stunden p. i. nachgewiesen werden, aber im Vergleich
zu Zellen, die mit einer Kontroll-shRNA behandelt wurden, betrug die Inhibierung der
CVB3 ebenfalls Uber 90 %. Dies verdeutlicht noch einmal den Langzeit-RNAi-Effekt,
der durch die kontinuierliche Expression der shRNAs bewirkt wird.

In den NRCM bestand eine direkte Korrelation zwischen CVB3-Inhibierungseffekt
und Zeitpunkt nach Transduktion mit AdshCAR2.,. Dies ist vor allem auf die zeitlich
verzogerte Verringerung des rCAR-Proteins auf der Zelloberflache zurtickzufthren.
So konnte auch bei NRCM eine 90%ige Inhibierung der CVB3-Replikation durch
AdshCAR2, nachgewiesen werden, wenn die Virusinfektion erst am Tag 8 nach
Transduktion erfolgte.

In den Untersuchungen erwies sich der anti-Rezeptor-Ansatz mit AdV-exprimierten
shRNAs als effizienter gegentber der Inhibierung mittels synthetischer siRNAs (Werk
et al., 2005). Trotz wirksamer siRNA wurde dabei die CVB3-Infektion nur bis zu 60 %
inhibiert. Wesentliche Ursachen hierfir kénnen vor allem in der hohen
Transduktionseffizienz der Adenovektoren und der gleich bleibend hohen Expression
der shRNAs liegen. In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass der Silencing-Effekt
von eingebrachten siRNAs in kardialen Zellen nach etwa 3 Tagen abnimmt
(Watanabe et al., 2004). Im Gegensatz dazu werden AdV-exprimierte shRNAs Uber
einen langen Zeitraum (>14 Tage) gebildet, womit sie sich bei in vitro-Unter-
suchungen, gerade bei Proteinen mit langeren Halbwertszeiten, wesentlich besser
eignen (Fechner et al., 2007b).

Auch der Vergleich mit RNAi-basierten antiviralen Ansdtzen gegen Vvirale
Zielstrukturen zeigte, dass der in dieser Arbeit untersuchte anti-Rezeptoransatz am
effizientesten CVB3-Infektionen in kardialen Zellen (HL-1) inhibieren konnte. SiRNAs
gegen VP1 oder die virale Protease 2A zeigten dabei eine Inhibierung der viralen
Replikation von 90 %. Auch hier ist eine unzureichende Transfektioneffizienz der
HL-1 Zellen, als limitierender Faktor wahrscheinlich, da in HelLa-Zellen, die
wesentlich effizienter transfiziert werden kdnnen, die gleichen siRNAs eine Reduktion
der viralen Replikation bis zu 3log1o-Stufen induzierten (Yuan et al., 2004; Yuan et
al., 2005).
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Der RNAi-vermittelte anti-Rezeptoransatz zur Inhibierung von viralen Infektionen
wurde auch bei anderen Viren untersucht (Hu et al., 2005; Henry et al., 2006). Vor
allem bei Viren, die eine hohe Mutationsrate aufweisen und so durch Bildung von
Escape-Mutanten einer RNAI basierten antiviralen Therapie ausweichen, wie z.B.
HIV (Das et al., 2004), konnte dieser anti-Rezeptor-Ansatz eine wirkungsvolle
Alternative darstellen. So zeigten siRNAs gegen die zelluldren HIV-Rezeptoren CD4,
CXCR4 und CCRS5 einen signifikanten inhibitorischen Effekt auf die HIV-Infektion von
Monozyten (Anderson and Akkina, 2005; Anderson et al., 2003).

Die Inhibierung oder Verstarkung der Expression eines zellularen Gens kann aber
auch unerwinschte Nebenwirkungen aufzeigen. Auffallige Verdnderungen in der
Morphologie, dem Aktingerist oder der Wachstumskinetik von HL-1 Zellen, die mit
AdshCAR4,, transduziert wurden, konnte nicht beobachtet werden. Es ist jedoch
bekannt, dass in epithelialen Zellen (CoCa) in denen CAR zur Ausbildung von Tight-
Junctions (TJ) benutzt wird, die Inhibierung von CAR zur Delokalisation von MUPP1,
einem weiteren wichtigen TJ-Protein fihrt. Dadurch besteht die Mdglichkeit, dass es
in Abwesenheit von CAR zur Destabilisierung oder Funktionsbeeintrachtigung der TJ
kommen kénnte (Coyne et al., 2004).

5.1.2 Inhibierung anderer CVB-Serotypen durch Silencing von CAR

Neben CVB3 werden auch andere CVB-Serotypen mit akuter Myokarditis und
anderen fulminanten Erkrankungen assoziiert, wie Pankreatitis (CVB4), Bronchitis,
Pneumonie (CVB1, 2 und 3) und vor allem bei Neugeborenen und Kleinkindern
Meningitis bzw. Meningoenzephalitis (Kapitel 1.2.3.3). Da alle CVB-Varianten CAR
als Internalisierungsrezeptor benutzen (Bergelson et al., 1997) stellt die Behandlung
mit AdshCAR4,, auch bei anderen CVB-Serotypen eine Mdglichkeit dar, die Infektion
und virale Replikation zu inhibieren. Eigene Untersuchungen in HL-1 Zellen zeigten,
dass alle CVB-Serotypen annahernd gleich produktiv HL-1 Zellen infizieren und in
diesen replizieren. Dies bestatigt, dass kardiale Zellen auch fir andere CVB-
Serotypen mdgliche Zielzellen darstellen (Chapman et al., 2008).

Zusatzlich konnte das erste Mal gezeigt werden, dass es durch die effiziente
Ausschaltung der CAR-Expression in den Zielzellen mittels AdshCAR4,, méglich war,
die Infektion der Zellen mit allen sechs CVB-Serotypen zu inhibieren. Dabei war die
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Inhibierung vergleichbar mit der von CVB3 und betrug ca. 90 % bis 95 %. Ahn et al.
untersuchten ebenfalls den antiviralen Effekt einer siRNA gegen mehrere CVB-
Serotypen. Dabei richtet sich die RNAI jedoch gegen die CVB-Polymerase als virale
Zielstruktur. Zellviabilitats-Assays zeigten, dass Hela-Zellen mit dieser siRNA zwar
erfolgreich gegen CVB2, 3 und 4 aber nicht gegen CVB1, 5 und 6 geschitzt werden
konnten. Ursache dafir war eine Basensubstitution in der Sequenz der viralen
Polymerase zwischen diesen verschiedenen CVB-Serotypen, wodurch die siRNA
keine 100 %ige Sequenzspezifitat aufwies und ihre Effizienz verlor (Ahn et al., 2005).
Dies verdeutlicht noch einmal, dass eine 100% Ubereinstimmende
Sequenzhomologie zwischen siRNA bzw. shRNA und Zielsequenz der mRNA von
Noten ist, um einen effizienten RNAI-Effekt zu erzeugen. Bereits die Abweichung von
einem Nukleotid, z. B. durch Mutation oder Genomvariabilitdt kann den Silencing-
Effekt vollig aufheben (Merl and Wessely, 2007); Ahn et al., 2005).

Die in dieser Arbeit untersuchte antivirale Strategie, basierend auf der Eliminierung
des Rezeptors, bildet damit eine Mdglichkeit, nicht nur spezifisch ein Virus zu
inhibieren, sondern eine ganze Gruppe von Viren, die ein gemeinsames, fur die
Infektion notwendiges zellulares Protein benutzen.

Eine ahnliche Vorgehensweise wurde bei HIV, Filoviren (Marburgvirus und
Ebolavirus) und dem Masernvirus angewandt, wo durch RNAi-basierte Inhibierung
der Rab9 GTPase, einem zelluldren Enzym mit Proteintransportfunktion im Golgi-
Apparat, eine Mdglichkeit gefunden wurde, die virale Replikation in den Zielzellen zu
verringern. Alle drei Virustypen benétigen die Rab9 GTPase an unterschiedlichen
Stellen ihres Replikationszykluses. Das shRNA-basierende Silencing konnte dabei
sowohl die Ausschleusung neuer HIV-Partikel inhibieren als auch den Virustiter von
Masernvirus und die Antigenmenge von Ebola- und Marburgvirus verringern (Murray
et al., 2005).

5.1.3 Inhibierung der mCAR-Expression durch AdshCAR4, — in vivo
Adenovektoren stellen ein wirksames Werkzeug dar, um Fremd-DNA im Zuge von

gentherapeutischen Ansatzen in vivo zu expremieren (Harvey et al., 1999; Raper et

al., 2002; High, 2003). Sie transfizieren ein breites Spektrum von sich teilenden, aber
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auch ruhenden Zellen und zeigen bei i. v. Applikation in vivo einen ausgepragten
Lebertropismus (Jazwa et al., 2007; Fechner et al., 1999; Smith et al., 2002).

In dieser Arbeit durchgefiihrte Vorexperimente zeigten in Ubereinstimmung mit der
Literatur eine Uberwiegend leberspezifische Expression des Markergens Luciferase
nach i.v. Applikation eines Luciferase-expremierenden AdV via Schwanzvenen-
injektion. In Herz und Lunge konnte dagegen nur etwa 1 % der Luciferaseexpression
der Leber gemessen werden. Diese selektive Transduktionseffizienz kénnte durch
die starke Expression der Adenovirus-spezifischen Rezeptoren in diesem Gewebe
begriindet werden. AdV auf der Basis von Ad5 benutzen CAR als Rezeptor fur die
Anheftung an die Zelle und ay-Integrine fir die Internalisierung (Bergelson et al.,
1997; Wickham et al., 1993).

Fechner et al. konnten zeigen, dass die Expression von CAR in adulten Mausen und
Ratten in der Leber héher ist als in anderen Geweben wie z. B. Lunge, Muskeln und
Milz. Uberraschenderweise konnte jedoch in Organen wie Herz und Nieren ebenfalls
eine deutliche Expression von CAR und auch von ay-Integrinen nachgewiesen
werden. Diese Organe weisen jedoch eine verschwindend geringe Transduktionsrate
durch AdV nach i. v. Applikation auf (Fechner et al., 1999).

Dies lasst darauf schlieBen, dass weitere Faktoren bei der Transduktion von AdV in
vivo eine Rolle spielen wie z.B. anatomische Barrieren. Die Leber besitzt im
Gegensatz zu Muskeln, Lunge und Herz eine Basalmembran mit relativ groBen
Poren (ca. 100 nm). Adenovektoren kénnen durch diese Poren problemlos in die
Leber gelangen und diese transduzieren (Fechner et al., 1999). Vor allem im Herzen
stellt die Epithelbarriere eine groBe Herausforderung bei der Anwendung von
Adenovektoren in der Gentherapie dar. Die Applikation mittels Katheters direkt im
Ventrikel und gleichzeitiger Erhéhung des isovolumetrischen Drucks durch
kurzeitigen Verschluss der Aorta und Lungenarterie stellt dabei eine mdogliche

vielversprechende Alternative zur systemischen Applikation dar (Hajjar et al., 1998).

Um in einem proof-of-principle-Experiment die Mdglichkeit zu untersuchen, mittels
AdV-vermittelter RNAi mCAR auszuschalten bzw. in seiner Expression
herunterzufahren, reichte in diesem Fall die Leber als Untersuchungsorgan aus.

Obwohl festgestellt werden konnte, dass die Applikation erfolgreich war, der Vektor

die Leber transduzierte und die shRNA gegen mCAR exprimiert wurde, konnte keine
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signifikante Abnahme der Expression von mCAR weder auf mRNA-Ebene noch auf
Protein-Ebene festgestellt werden.

Ursache daflr kann unter anderem sein, dass trotz einer relativ hohen Dosis von
1x10"" pt/Maus nicht geniigend Leberzellen transduziert wurden, um eine
Herunterregulation von mCAR zu messen. Des Weiteren stellten groBe
Schwankungen zwischen den einzelnen Tieren einer Gruppe und verschiedenen,
untersuchten Leberstlicken eines Tieres ein Problem in der Bewertung der
Ergebnisse dar.

Retrospektiv lasst sich jedoch sagen, dass die Herunterregulation der Expression
eines zellularen Gens immer das Risiko mit sich bringt, Nebenwirkungen zu
induzieren. So hat der knock-out von CAR vor allem auf die Embryonalentwicklung
verheerende Auswirkungen, mit Letalitat wahrend der Embryogenese oder starken
Fehlentwicklungen des kardialen Systems (Asher et al., 2005; Dorner et al., 2005;
Chen et al., 2006). Im adulten Tier flhrt der knock out von CAR zum AV-Block, einer
gestorten kardialen Reizweiterleitung zwischen Atrium und Ventrikel. Es wird
vermutet, dass dieser Effekt auf die fehlende CAR-Lokalisation in den Tight-
Junctions und Disci intercalares zurtckzufihren ist, die u. a. fur die Reizweiterleitung

im Herzen notwendig ist (Lim et al., 2008; Lisewski et al., 2008).

Zusammenfassend war es mdglich mittels AdV-exprimierten shRNAs, in schwer zu
transfizierenden kardialen Zellen die CAR-Expression auf ein undetektierbares MafR
zu reduzieren. Daraus resultierend gelang es, die Infektion und Replikation von
CVBS3 Uber einen Zeitraum von 6 Tagen Uber 90 % zu inhibieren. Zusatzlich war es
erstmals mdglich, NRCM in vitro mittels RNAi vor einer CVB3-Infektion zu schitzen
und somit die Mdoglichkeit aufzuzeigen, RNAi als eine potentielle neue kausale

Therapie gegen CVBS3-Infektionen im Herzen zu nutzen.
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5.2 Inhibierung der CVB3-Infektion durch Vektor-vermittelte Herunter-
regulation der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RdRP)

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien durchgefihrt, in denen RNAI-
induzierende Molekile wie siRNAs, shRNAs oder modifizierte Oligomere gegen
CVB3-Infektionen eingesetzt und hinsichtlich ihrer Effizienz in vitro und in vivo
getestet wurden. Als Zielsequenzen dienten dabei unterschiedliche Bereiche auf dem
CVB3-Genom.

Dabei zeigte sich in einem GroBteil der Arbeiten, dass die Effizienz der Inhibierung
der viralen Replikation je nach gewabhlter viraler Zielstruktur und in Abh&ngigkeit der
eingesetzten Menge der therapeutischen Nukleotide zwischen zwei und drei
logarythmischen Stufen in vitro lag. Als wirksame virale Zielstrukturen stellten sich
dabei das VP1-Protein (Ahn et al., 2005), die RdRP (Ahn et al., 2005; Werk et al.,
2005) und die virale Protease 2A (Merl et al.,, 2005) heraus, aber auch nicht
translatierende Bereiche wie die IRES-Sequenz (Yuan et al., 2006) und die 3'UTR
(Yuan et al., 2004).

Merl et al. und Kim et al. zeigten die therapeutische Effizienz von chemisch
synthetisierten siRNAs und Plasmid-exprimierten shRNAs bei CVB3-Infektionen in
vivo. So konnte mit Plasmid-exprimierten shRNAs gegen das VP1-Protein und die
RdRP in Herz und Pankreas von CVB3-infizierten M&usen die virale RNA um ca.
3log1o-Stufen verringert werden (Kim et al., 2007). Des Weiteren konnte durch die
systemische Verabreichung von siRNAs gegen die virale Protease 2A die
Uberlebensrate infizierter Tiere verbessert und die Viruslast im Herzen verringert
werden (Merl et al., 2005).

Fir die Behandlung einer CVB3-verursachten Myokarditis beim Menschen kénnen
diese Ansatze jedoch nicht genutzt werden, da nach einer normalen systemischen
Applikation (i.v.) weder siRNAs noch Plasmide ins Herz gelangen. Die
hydrodynamische Injektionsprozedur, durch die in den o. g. Arbeiten die siRNAs bzw.
shRNA-Plasmide in die Maus eingebracht wurden, beinhalten die Verabreichung
eines groBen FlUssigkeitsvolumens in sehr kurzer Zeit (Liu et al., 1999). Der so
erzeugte Uberdruck in den GefaBen fiihrt dazu, dass sich die Epithelien weiten und
somit die therapeutischen Nukleotide in die Organe gelangen. Dies stellt eine
erhebliche Beanspruchung des ganzen Organismus dar und ist somit eine Methode
die beim Menschen nicht durchfihrbar ist. Das verabreichte Volumen entspricht,
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gemessen am Gewicht der Mause, einem Fliissigkeitsvolumen von Uber 4 Litern bei
einem 60 kg schweren Menschen (Liu et al., 1999).

Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist, dass die eingebrachten therapeutischen
Molekdile sich in nahezu allen Organen verteilen, der herzspezifische Transfer jedoch
gering ist. So stellt die Leber bei dieser Applikationsmethode eines der
Hauptzielorgane dar (Liu et al., 1999; Merl et al., 2005; Kim et al., 2007). Jungste
Arbeiten zeigten, dass eine UbermaBige Expression von shRNAs in der Leber
toxische Effekte, durch Inhibierung des microRNA-Pathway, verursachen kann
(Grimm et al.,, 2006), weshalb eine unnétige Transduktion mit shRNA-
expremierender Vektoren vermieden werden sollte.

Mit dem Hintergrund einer gerichteten kardialen Therapie gegen CVB3-induzierte
Myokarditis wurde im zweiten Teil dieser Arbeit mittels RNAi direkt gegen virale
Strukturen vorgegangen. Dabei konnte durch die Anwendung von pseudotypisierten
AAV-Vektoren (AAV2/6 bzw. AAV2/9) eine effiziente Transduktion von NRCM in vitro
und eine organselektive Transduktion in vivo im Herzen nach einer intravendsen
Applikation erreicht werden. AuBerdem kann durch die Langzeitstabilitit der AAV-
Vektoren eine shRNA-Expression Uber einen langen Zeitraum erreicht werden (Xiao
et al., 1996b; Kaplitt et al., 1994b).

5.2.1 Etablierung eines gerichteten kardialen Gentransfers zur Expression von
antiviral wirksamer shRNAs

AAV-Vektoren stellen zurzeit eine der Erfolg versprechendsten viralen Gentransfer-
vektoren dar. Sie transduzieren eine Vielzahl von teilenden und nicht teilenden
Zellen, zeigen episomale Langzeitstabilitdt und geringe Nebenwirkungen bei in vivo-
Anwendungen (Van Vliet et al., 2008; Conrad et al., 1996; Kaplitt et al., 1994a).

Nach Transduktion der Zielzelle und dem Uncoating muss aus dem einzelstrangigen
Genom (singel strand - ss) durch die zellulare DNA-Polymerase ein doppel-
strangiges Genom synthetisiert werden, bevor das eingebrachte Transgen abgelesen
werden kann. Dies geht einher mit einer zeitlichen Verzégerung, sodass eine hohe
Transgenexpression erst Tage bis Wochen nach Transduktion erreicht wird (Ferrari
et al., 1996; Fisher et al., 1996b).
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Durch die schnelle Replikation von CVB3 ist es von groBer Bedeutung, dass die
therapeutisch wirksamen shRNAs schnell und effizient exprimiert werden.
Herkdmmliche ssAAV-Vektoren sind daher durch ihre zeitlich verzégerte Expression
nicht einsetzbar. Deshalb wurden in dieser Arbeit self complementary (sc)AAV-
Vektoren eingesetzt, die eine Deletion in der terminal resolution site (TRS) und der
D-Sequenze im Bereich der 3-ITR aufweisen. Das fuhrt zur Verpackung eines
bereits doppelstrangigen AAV-Genoms, weshalb es zu einer schnellen und
effizienten Expression des Transgens nach Transduktion der Zielzellen kommt
(McCarty et al., 2003).

In Vorexperimenten in vitro wiesen scAAV-Vektoren eine effiziente Expression des
Transgens bereits 24 Stunden nach  Transduktion auf, wahrend die
Transgenexpression bei ssAAV-Vektoren selbst 72 Stunden nach Transduktion
deutlich niedriger ausfiel (Fechner et al., 2008).

Durch die Entwicklung von pseudotypisierten AAV-Vektoren war es moglich, den
Tropismus in vitro und in vivo zu spezifizieren. AAV2-Vektoren, die das Kapsidprotein
des AAV2-Serotyps besitzen, kdénnen in vitro eine Vielzahl von Zelltypen
transduzieren. Die Transduktionseffizienz bei kardialen Zellen ist jedoch sehr gering
(Sipo et al., 2007; Du et al., 2004).

Durch die Entwicklung von AAV2/6- und AAV2/9-Pseudotypen, die jeweils das
Shuttelplasmid von AAV2, jedoch das Kapsid von AAV6 bzw. AAV9 besitzen, gelang
es sowohl in vitro durch AAV2/6 als auch in vivo durch AAV2/9 kardiale Zellen
effizient zu transduzieren. Im Rahmen dieser Arbeit entwickelte scAAV2/6-Vektoren
erwiesen sich bei der in vitro-Transduktion von NRCM am effizientesten. Bereits
2 Tage nach Transduktion konnten zahlreiche GFP-expremierende Zellen detektiert
werden, wobei bis zum Tag 4 sowohl die Starke der Expression als auch die Anzahl
GFP-expremierender Zellen zunahm.

scAAV2/9-Vektoren zeigten zwar in vitro auch eine, im Vergleich zu scAAV2 erhdhte
Transduktionsrate von NRCM, in vivo erwiesen sie sich jedoch von allen Serotypen
die kardiale Transduktion betreffend am effizientesten. Dies bestatigten auch
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die eine bis zu 100%ige Transduktionseffizienz
im Herzen beschreiben (Pacak et al., 2006; Inagaki et al., 2006; Lyon et al., 2008).
Dabei Ubertrafen AAV2/9-Vektoren sogar die Transduktionseffizienz des Herzens
von AAV2/6 und AAV2/8 nach systemischer Applikation in Mausen (Muller et al.,
2006); (Palomeque et al., 2007; Pacak et al., 2006).
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So erméglichen AAV2/9-Vektoren durch ihren Kardiotropismus erstmals ein effiziente
Transduktion des Herzens, bei relativ einfacher i. v. Applikation, und eréffnen damit
die Méglichkeit, des kadiospezifischen Gentransfers.

Uberraschend war jedoch, dass AAV2/9-Vektoren in vitro eine schlechtere
Transduktionseffizienz in NRCM zeigten als AAV2/6. Moégliche Ursachen kdnnten in
den unterschiedlichen Spezies liegen, da die NRCM aus neonatalen Ratten
gewonnen und die in vivo-Daten in Mausen generiert wurden. Eine zweite Ursache
kann in einer altersbedingten (neonatal vs. 6 Wochen alte Tiere) unterschiedlichen
Expression von Membranproteinen liegen, die als AAV-Rezeptoren dienen. Auch
eine unterschiedliche Stabilitat im Serum, ungleiche Féhigkeiten die Epitelbarriere zu
Uberwinden oder ein Serotyp-spezifisches, differentielles, nukledres Uncoating
konnten weitere Ursachen fur die unterschiedliche kardiale Transduktionseffizienz
von scAAV2/6- und scAAV2/9-Vektoren darstellen (Sipo et al., 2007).

5.2.2 Inhibierung der CVB3-Replikation durch Vektor-vermittelte RNAi gegen
die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase

Eine effiziente Langzeitinhibierung von CVB3 Uber mehrere Tage kann durch die
Bildung von Escape-Mutanten erheblich verschlechtert werden. Bereits
Einzelmutationen in der Zielsequenz kénnen den RNAI-Effekt durch siRNAs oder
shRNAs stark minimieren oder sogar komplett aufheben.

Besonders RNA-Viren wie z. B. Picornaviren weisen eine starke Fehlerrate in ihrer
Replikation auf und beglinstigen dadurch die Bildung von Escape-Mutanten. So
zeigten Merl und Wessely, dass bereits nach einem Replikaktionszyklus von CVBS3 in
siRNA-behandelten Zellen die Nachkommenviren nicht mehr durch die vormals
eingesetzte siRNAs inhibierbar waren. Dabei befanden sich die Mutation im Genom
der resistenten Nachkommenviren genau in der Zielsequenz der siRNA bzw.
shRNAs (Merl and Wessely, 2007).

Um der Entstehung und Anreicherung von Viren mit Basensubstitutionen
vorzubeugen, wurden deshalb in der hier prasentierten Arbeit zwei verschiedene
effiziente shRNAs gegen die virale RJRP (shRdRP2 und shRdRP4) simultan
eingesetzt. Beide shRNAs wurden bereits erfolgreich in vitro getestet (Schubert et al.,
2005).
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HelLa-Zellen, eine permissive Zelllinie fir CVB3, die mit einem shRdRP2 und
shRdRP4 exprimierenden AAV2-Vektor (scAAV2-shRdRP2.4) transduziert wurden,
konnten so erfolgreich vor einer CVB3-vermittelten Zytolyse Uiber einen Zeitraum von
5 Tagen geschutzt werden. Dabei wurde die virale Replikation um mehr als 3logio-
Stufen (99,94 %) inhibiert.

Andere Studien zeigen eine &hnlich hohe aber auch niedrigere Inhibierung der
CVB3-Replikation, jedoch meist Uber einen kirzeren Beobachtungszeitraum: 3logio-
Stufen nach 8 Stunden (Yuan et al., 2006), 2logio-Stufen nach 48 Stunden (Yuan et
al., 2004), 2,5log1o-Stufen nach 24 Stunden (Merl et al., 2005) und 1logio-Stufe nach
3 Tagen (Werk et al., 2005).

Im Hinblick auf den relativ kurzen Replikationszyklus von Picornaviren (zw. 6 und 8
Stunden), stellt die Inkubationszeit eine wichtige Determinante bei der Bewertung der
Inhibierungseffizienz dar. Somit lasst die anhaltende Inhibierung der viralen
Replikation Uber 5 Tage vermuten, dass durch die Verwendung von zwei
verschiedenen shRNAs die Entstehung von Escape-Mutanten verhindert werden
konnte. Auch Merl et al. zeigten, dass die Verwendung von mehreren unter-
schiedlichen siRNAs die Langzeitinhibierung deutlich erhdht und der Bildung von
Escape-Mutanten vorbeugt (Merl and Wessely, 2007).

Ein weiterer Grund fir den antiviralen Langzeiteffekt Uber 5 Tage kénnte in der
Fahigkeit von AAV-Vektoren liegen, eine shRNA-Expression Uber einen langen
Zeitraum zu gewabhrleisten (Kaplitt et al., 1994c; Xiao et al., 1996a). Dies ist vor allem
ein Vorteil gegenuber siRNA-vermittelten antiviralen Strategien. So konnten
Merl et al. mit fluoreszenzmarkierten siRNAs gegen CVBS3 eindeutig zeigen, dass mit
Abnahme der siRNAs in der Zellkultur die antivirale Effizienz nachlieB und das Virus
zunehmend starker replizierte (Merl et al., 2005). Vektor-basierte shRNAs werden
dagegen kontinuierlich gebildet und kdnnen somit langzeitlich gegen virale
Zielstrukturen vorgehen.

Durch Verwendung von AAV2/6-Pseudotypen war es weiterhin méglich, schwer zu
transfizierende primare kardiale Zellen durch RNAI effizient vor einer CVB3-Infektion
zu schitzen. In einem protektiven Ansatz konnte die virale Replikation durch
Transduktion mit scAAV2/6-shRdRP2.4 dabei dosisabhangig um >3log1o-Stufen
inhibiert werden.

Des Weiteren konnte eine weniger effiziente, aber dennoch signifikante

Verminderung viraler Nachkommen gemessen werden, wenn die Zellen
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therapeutisch, d. h. 30 Minuten und 6 Stunden nach CVB3-Infektion mit scAAV2/6-
shRdRP2.4 behandelt wurden. Dies spielt vor allem im Hinblick auf die klinische
Relevanz eine wichtige Rolle, da eine bereits vorherrschende CVB3-Infektion der
typischen klinischen Situation entspricht.

Die verminderte Effizienz der shRNAs bei einer bestehenden CVB3-Infektion kann
einerseits durch die schnelle Replikation des Virus erklart werden. So ist es mdglich,
dass die verspatet exprimierten shRNAs nicht ausreichen, um samtliche bereits
gebildete viralen RNAs zu eliminieren und so eine Virusreplikation effizient zu
unterdriicken. Andererseits ist gezeigt worden, dass Picornaviren unmittelbar nach
Infektion ihrer Wirtzelle den gesamten zellularen Syntheseapparat inhibieren (Flores-
Otero et al.,, 1982). Unter anderem wird dabei die RNA-Polymerase Ill durch
Inaktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren TFIIIB und TFIIC inhibiert (Fradkin
et al., 1987), wodurch die Expression von shRNAs durch den U6-RNA-Polymerase-
[lI-Promotor gestoppt oder verzdgert werden kann. Dies sollte vor allem bei der

therapeutischen Anwendung von RNAIi gegen virale Infektionen bedacht werden.

5.2.3 Verbesserung der kardialen Funktion durch AAV9-exprimierte antivirale
shRNAs (scAAV2/9-shRdRP2.4) im CVB3-Myokarditis-Mausmodell

Die virale Ausbreitung und Replikation in vivo ist um einiges komplexer als in vitro
und wird von vielen Prozessen beeinflusst, wie z. B. Immunsystem, genetischem
Hintergrund und Alter. Des Weiteren ist das klinische Bild der Myokarditis ein
kompliziertes Zusammenspiel zwischen Virus, Immunsystem des Wirts und der
Wirtszellen bzw. der betroffenen Organe. Um den Effekt des RNAi-basierten
antiviralen Therapieansatzes auf die CVB3-Myokarditis zu analysieren, wurden
M&ause intravendés mit den in vitro hocheffizienten RdRP-shRNAs durch AAV-
Vektorapplikation behandelt und 9 Tage nach CVB3-Infektion die funktionellen
Parameter gemessen.

Durch Verwendung von AAV2/9-Pseudotypen (scAAV2/9-shRdRP2.4) konnte das
Herz effizient transduziert und die Expression der therapeutisch wirksamen shRNAs
gegen CVBS3 in den kardialen Zielzellen ermdglicht werden. Tiere, die mit einem
Kontrollvektor (scAAV2/9-shGFP) behandelt wurden, zeigten am Ende des
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Untersuchungszeitraums typische Symptome der Kardiomyopathie, einer Myokarditis
mit deutlicher Verschlechterung der hAmodynamischen Parameter.

Im Gegensatz dazu konnte in den behandelten Tieren (scAAV2/9-shRdRP2.4) eine
signifikante Verbesserung der systolischen und diastolischen Funktionen, wie
Kontraktilitat (dP/dtmax) und Relaxation (dP/dtmin) des Ventrikels, ermittelt werden.
Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass durch RNAi-vermittelte antivirale
Therapie gegen CVBS-induzierte Myokarditis eine Verbesserung der funktionellen
Parameter des Herzens erreicht werden kann.

Zusatzlich konnte, wie auch im in vitro-Ansatz die virale Replikation im Herzen der
scAAV2/9-shRdRP2.4 behandelten Tieren deutlich vermindert werden. Zwar wies die
Bestimmung der Virustiter groBe Schwankungen zwischen den einzelnen Mausen
einer Gruppe auf, andererseits zeigte der Mittelwert eine signifikant reduzierte CVB3-
Menge um 70 % in den Herzen der behandelten Mause auf. Dies korreliert mit
in vivo-Experimenten, basierend auf der Verwendung von shRNAs (Kim et al., 2007)
und antisense Oligonukleotiden gegen CVB3-Infektionen (Yuan et al., 2006; Yuan et
al., 2004; Kim et al., 2007).

Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch eine minimal invasive,
systemische i.v. Applikation therapeutische shRNAs mittels scAAV2/9-Vektoren
effizient in das Herz eingebracht und dort exprimiert werden und dadurch eine CVBS-
Infektion wirkungsvoll inhibiert werden kann. Dabei konnte jedoch trotz Reduktion der
viralen Replikation in den behandelten M&usen (scAAV2/9-shRdRP2.4) keine
signifikante Verbesserung der Inflammation des Herzens beobachtet werden. So liegt
die Wahrscheinlichkeit nahe, dass die Reduktion der kardialen Virustiter nicht
ausreichend war, um eine signifikante Inhibition inflammatorischer Prozesse im
Herzen zu erzielen.

Durch den Uberwiegenden Kardiotropismus von scAAV2/9 werden die antiviral
wirksamen RARP-shRNAs Uberwiegend in den kardialen Zellen exprimiert. Erst wenn
das Virus diese Zellen infiziert, kann es, durch die dort gebildeten shRNAs inhibiert
werden. Es ist moglich, dass die bloBe Préasenz von Viruspartikeln im Herzen auch
vor Infektion der Kardiomyozyten ausreicht, um eine zellulare Immunantwort
auszuldsen, z. B. durch Aufnahme des Virus durch Makrophagen und Présentation
von viralen Antigenen auf deren Zelloberflache.

Dies wiederum lasst darauf schlieBen, dass die Verbesserung der hAmodynamischen
Parameter aus der direkten Reduktion der intrazellularen CVB3-RNA resultieren
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kénnte. Es ist bekannt, dass durch virale Replikation und auch durch die bloBe
Expression von CVB3-Proteinen Kardiomyozyten direkt geschadigt werden, u. a.
durch Apoptoseinduktion, viral induzierten Abbau von funktionellen kardialen
Proteinen wie z. B. Dystrophin durch die CVB3-kodierte Protease 2A, Schadigung
des ZellgerUstes und dadurch Verlust der zellularen Integritat (Badorff et al., 1999;
Henke et al., 2000; Chau et al., 2007). Mdglicherweise konnte so die Verminderung
oder Eliminierung der viralen RNA aus diesen Zellen bereits eine Verbesserung der
funktionalen Parameter bewirkt und dadurch die Pumpleistung des Ventrikels

verbessert haben.

Die zweite RNAi-basierte antivirale Strategie zeigte die Mdoglichkeit auf, durch
kardiale Expression von shRNAs gegen die virale RARP mittels scAAV2/9-Vektoren
die CVB3-Infektion im Herzen signifikant zu inhibieren und dadurch funktionelle
kardiale Parameter zu verbessern.

Dabei wurden die shRNAs in einem protektiven Modell durch scAAV2/9 10 Tage vor
der CVB3-Infektion appliziert. Es wurde jedoch nicht geklart, wie sich diese RNAI-
basierte Therapie auf eine bereits existierende CVB3-Infektion auswirkt, was dem
klinischen Alltag eher entsprechen wirde. Akute Infektionen verlaufen sehr schnell
und nach 2 bis 3 Wochen heilt die CVB3-Infektion im Herzen meist véllig aus. Auch
im Tiermodell einer akuten CVB3-Infektion kann nach Tag 14 p.i. kein CVB3 und ab
Tag 21 keine myokardiale Inflammation beobachtet werden (Leipner 2004). Die
schnelle Replikation und Ausbreitung des CVB3 im Korper kénnte somit eine
therapeutische Anwendung dieser Therapieform negativ beeinflussen.
Vielversprechender kdnnte dagegen ein Einsatz bei der chronischen Myokarditis
bzw. DCM sein. Im Mausmodell einer chronischen Myokarditis persistiert das virale
CVB3-Genom Uber mehrere Wochen im Myokard mit reduzierter RNA-Replikation
und Proteinexpression (Klingel et al., 1992) sowie geringer oder fehlender Bildung
neuer infektiéser Viruspartikel (Kim et al., 2008; Chapman and Kim, 2008; Kim et al.,
2005).

Dabei wurde beobachtet, dass die virale RNA ausreicht um eine fortlaufende
Inflammation zu induzieren, mit anhaltender Schadigung der kardialen Zellen (Klingel
et al., 1992) und Veranderung der Herzgeometrie (Dilatation) durch Fibrose und

Remodeling der extrazellularen Matrix (Kishimoto et al., 1997).
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So kdnnte eine antivirale Strategie mittels RNAi gegen das virale Genom bei einer
chronischen CVBS3-Infektion im Herzen einen therapeutischen Effekt bewirken, indem
sie die virale RNA aus der Zelle eliminiert und so die fortlaufende Gewebeinfiltration
von Immunzellen beendet bzw. abschwécht.

Limitierend koénnte sich dabei die Tatsache auswirken, dass detaillierte
Untersuchungen gezeigt haben, dass die Inhibierung des Virus ausschlieBlich auf die
RNAIi-Wirkung gegen den genomischen (+)-Strang des Virus beruhen, wéhrend der
intermediare (-)-Strang gar nicht oder mit wesentlich schlechterer Effizienz abgebaut
wird (Schubert et al., 2006). So ware es mdglich, dass die virale (-)-Strang-RNA
weiterhin in der Zelle persistiert und imunogenes Potential besitzen kénnte oder auch

als Matritze fir die Bildung neuer (+)-Strang-RNAs dient.
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5.3 Inhibierung der CVB-Infektion durch rekombinantes Vektor-exprimiertes
I6sliches Rezeptorprotein (sCAR-Fc)

Bei der dritten, in dieser Arbeit entwickelten, antiviralen Strategie mittels viraler
Vektoren handelt es sich um die Inhibierung der CVB-Infektion im Herzen mittels
I6slicher Rezeptorproteine.

Die Moglichkeit, virale Infektionen durch den Einsatz von I8slichen Rezeptoren zu
inhibieren, wurde bereits bei einigen Viren, wie z.B. HIV, Adenoviren, Masernviren
und HHV®6 erfolgreich getestet (Christiansen et al., 2000; Deen et al., 1988; Seya et
al., 1995; Lim et al., 2006; Santoro et al., 1999).

Die prinzipielle Wirkungsweise beruht dabei auf einer sterischen Inhibierung der
Rezeptorbindungsstellen auf dem Virion durch das I6ésliche Virusrezeptorprotein. Da
diese kompetitive Form der Hemmung jedoch reversibel ist, kann durch
zerfallsbedingtes Ablésen des l6slichen (solublen, s) Rezeptors oder durch nicht
hundertprozentige Abdeckung aller Interaktionsstellen auf dem Virion, Uber die das
Virus mit dem zelluldren Rezeptor interagiert, die Zielzelle dennoch infiziert werden.
Eine Besonderheit bei Picornaviren macht den Iéslichen Rezeptor-Ansatz in dieser
Virusfamilie wesentlich effektiver. Durch die Interaktion des Viruskapsides mit den
jeweiligen Rezeptorproteinen kommt es zu einer irreversiblen Konformations-
anderung des Kapsides, die einen Verlust des VP4-Proteins nach sich zieht. Die
dabei entstehenden, veranderten (alterated, A)-Partikel sind nicht mehr infektiés
(Crowell and Philipson, 1971; Goodfellow et al., 2005).

Sowohl Rezeptoren auf der Zelloberflache (Coyne and Bergelson, 2006) als auch
l6sliche Formen der Rezeptorproteine bewirken diese Strukturveranderung. Die
Bildung von A-Partikeln konnte sowohl bei Polioviren durch sPVR (Kaplan et al.,
1990), bei Rhinoviren durch sICAM (Greve et al., 1991) und auch bei CVB3 durch
natlrlich vorkommende (Dorner et al., 2004) oder rekombinant exprimierte sCAR-
bzw. sCAR-Fc-Varianten beobachtet werden (Dorner et al., 2006; Dorner et al., 2004;
Yanagawa et al., 2004; Lim et al., 2006). So resultiert bei diesen Viren die
Inhibierungseffizienz der l6slichen Rezeptorproteine einerseits auf einer kompetitiven
Blockierung, wie auch bei Masern- oder Adenovirus; andererseits auf der Bildung von
A-Partikeln mit Verlust der Infektidsitat (Greve et al., 1991).

Bei dem in dieser Arbeit verwandten l&slichen Rezeptorprotein sCAR-Fc handelt es
sich um ein Fusionsprotein, bestehend aus dem extrazellularen Teil (D1- und D2-
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Domane) des humanen CAR und dem konstanten Teil (Fc) des humanen IgG1. Die
Anbindung des sCAR an den Fc-Teil des humanen IgG1 flhrte dabei zu einer
verbesserten Ausschleusung aus der Zelle und stabilisierte das Protein, womit sich
die Halbwertszeit im Serum erhdhte (Harris et al., 2002).

Dieses Protein wurde bereits erfolgreich in anderen Arbeitsgruppen hinsichtlich der
Inhibierung von CVBS3 getestet (Yanagawa et al., 2004; Lim et al., 2006). Die dabei
verwendeten sCAR-Proteine wurden entweder rekombinant hergestellt und
aufgereinigt (Yanagawa et al., 2004) oder von Plasmidvektoren exprimiert (Lim et al.,
2006). Das Einbringen der Plasmidvektoren in die Mause erfolgte dabei Uber
Elektroporation eine invasive Technik, die so beim Menschen nicht anwendbar ist
(Lim et al., 2006).

Auch die Applikation von rekombiant hergestellten, aufgereinigten sCAR-Fc zeigte
sich im Tiermodell vielversprechend, ist aber nur begrenzt anwendbar, da die
Produktion sehr aufwendig und kostenintensiv ist und der sCAR-Fc regelmaBig re-
appliziert werden mdisste, um ein therapeutisches Level im Serum aufrecht zu
erhalten (Yanagawa et al., 2004).

Im Hinblick auf Etablierung eines gentherapeutischen Ansatzes zur Inhibierung der
CVB3-Infektion im Herzen wurde ein adenoviraler Vektor benutzt, um sCAR-Fc zu
expremieren. Dabei ermdglicht dieser Vektortyp eine schnelle, quantitativ hohe und
andauernde Expression des Transgens in vivo (Majhen and mbriovic-Ristov, 2006).
Um die Sicherheit dieses Ansatzes zu erhéhen, wurde die Expression des sCAR-Fc
unter Kontrolle eines pharmakologisch regulierbaren Genexpressionssystems
gestellt.

5.3.1 Doxyzyklin-regulierte Expression von sCAR-Fc durch adenovirale
Vektoren

Adenovirale Vektoren kbénnen in vitro effizient viele verschiedene Zelltypen
transduzieren und ermdglichen eine schnelle und hohe Expression der
eingebrachten Transgene. Ebenfalls weisen sie, wie bereits unter Kapitel 5.1.4
ausfuhrlich erlautert, nach systemischer Applikation in vivo, einen ausgesprochenen
Lebertropismus auf.
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Da bei gentherapeutischen Ansatzen die Sicherheit ein wichtiger Faktor ist, wurde
die Expression von sCAR-Fc unter einen Dox-regulierbaren Promotor gestellt, der es
ermoglicht die Expression des Transgens durch Zugabe oder Weglassen von Dox
an- und abzuschalten.

Wichtige Kriterien flr die Bewertung solcher regulatorischer Genexpressionssyteme
sind eine niedrige Basalaktivitat, eine hohe Expression nach der Induzierung und die
Mdoglichkeit der einfachen und nebenwirkungsfreien Anwendung in vivo. In den
letzten Jahren gab es zahlreiche Arbeiten, die Uber eine hohe Basalaktivitat
berichteten, wenn das Tet-On-System in AdV der ersten Generation angewandt
wurde (Mizuguchi and Hayakawa, 2002; Rubinchik et al., 2005).

In der hier vorliegenden Arbeit war es mdglich diese Basalexpression auf ein
undetektierbares Minimum zu reduzieren. So konnte weder in vitro mittels Western-
Blot (Abb. 4.3.3) noch in vivo mit ELISA (Abb. 4.3.11) eine Expression des sCAR-Fc
Proteins ohne Dox gemessen werden. Dies kdnnte einerseits auf die Verwendung
des verbesserten Transaktivators der zweiten Generation nTA2°-M2, andererseits
aber auch auf den neuen regulierbaren Promotor TREtight1 zurlckgefiihrt werden. In
beiden Fallen konnte eine Reduktion der Basalaktivitit des Tet-On-Systems
nachgewiesen werden, ebenso wie eine erhdhte Induzierbarkeit nach Zugabe von
Dox gegeniber dem originaren Tet-On-System.

So zeigte der rtTA2°-M2 eine erhohte Sensitivitdt gegenlber Dox bei niedriger
Basalaktivitdt ohne Dox im Vergleich zu rtTA (Urlinger et al., 2000; Sipo et al., 2006;
Lamartina et al., 2002). Wurde der rtTA2°-M2 jedoch mit dem originalen TRE-
Promotor in einem adenoviralen Vektor der ersten Generation eingesetzt, konnte
auch dort Basalaktivitdt gemessen werden (Mizuguchi et al., 2003; Rubinchik et al.,
2005; Fechner et al., 2003a). Fechner et al. zeigten weiterhin, dass durch
Kombination des TREtight1-Promoters und des rtTA2°-M2 die Basalaktivitat und
Transaktivierbarkeit des Tet-On-Systems in AdV zusatzlich verbessert werden
konnte. TREtight und rtTA2°-M2 wurden dabei von zwei verschiedenen Adeno-
vektoren kodiert (Sipo et al., 2006).

In dieser Arbeit gelang es nun zum ersten Mal durch Kombination beider
verbesserter Komponenten (rtTAS-M2 und TREtight1) in einem AdV der ersten
Generation die Basalaktivitat auf ein undetektierbares Level zu minimieren, ohne
dabei die Transaktivierbarkeit negativ zu beeinflussen. Diese betrug auf
Transkriptionsebene nach Zugabe von Dox (1 pg/ml) 2.700-fach und zahlt damit zu
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den effizientesten, die mit dem Tetrazyklin-regulierbaren Expressionssystem in AdV
der ersten Generation erzielt werden konnte (Mizuguchi et al., 2003; Mizuguchi and
Hayakawa, 2002; Sipo et al., 2006; Agha-Mohammadi et al., 2004).

Der in dieser Arbeit verwendete AdV, AdG12 zeigte sowohl in vitro als auch in vivo
eine effiziente Expression des Transgens sCAR-Fc nach Induktion der Transkription
mittels Doxyzyklin (Dox). So konnte nach Transduktion von Hela-Zellen (AdG12
moi 5) in Abhangigkeit der zugegebenen Dox-Menge eine sCAR-Fc Konzentration
von dber 20 pg/ml im Zellkulturiberstand 2 Tage nach Transduktion gemessen
werden. Bereits kleine Mengen Dox (10 ng) reichten aus, um eine wirkungsvolle
Expression von sCAR-Fc zu induzieren (1 pg/ml).

Ebenfalls wurde gezeigt, dass nach Beendigung der Dox-Gabe, die Expression von
sCAR-Fc in HeLa-Zellen innerhalb von 24 Stunden stark reduziert und innerhalb von
3 Tagen komplett abgeschaltet werden konnte (Abb. 4.3.4). Des Weiteren war es
maoglich, Uber die Dox-Dosis die Starke der sCAR-Fc Expression in vitro zu steuern
(Abb. 4.3.3). Beide Tatsachen erh6hen maBgeblich die Sicherheit beim Einsatz des
AdG12 in vivo. So ist es mdglich bei unerwinschten Nebenwirkungen, wie z. B.
allergischen Reaktionen auf sCAR-Fc, die Expression zeitnah zu beenden.

Ein weiterer Vorteil des AdG12 ist, dass Transaktivator und reguliertes Transgen von
einem AdV kodiert werden. Dies erméglicht den Einsatz eines einzelnen Vektors und
verringert dadurch die Gesamtmenge an AdV, die fir eine effiziente Transduktion
appliziert werden muss. Zusatzlich wird durch die Verwendung von einem AdV
sichergestellt, dass der Transaktivator und das zu regulierende Transgen in ein und
derselben Zelle exprimiert werden und somit eine effektive Regulation der Transgen-
expression gewahrleistet wird.

Durch systemische Applikation (i. v.) von AdG12 in vivo konnte nach Induktion mittels
Dox bereits 16 Stunden spater eine mittels ELISA messbare Konzentration von
sCAR-Fc im Serum festgestellt werden. Im weiteren Verlauf nahm diese stetig zu, mit
einem Maximum von durchschnittlich 464 £ 159 ng/ml sCAR-Fc 5 Tage nach
Induktion, und betrug nach einem Beobachtungszeitraum von 14 Tagen immer noch
dber 100 ng/ml (141 + 51 ng/ml).

Dies entspricht einer Dosis, bei der bereits ein wirkungsvoller Schutz gegen CVB3-
induzierte Myokarditis zu bestehen scheint. So konnte Lim et al. zeigen, dass Mause
die ca. 80 ng/ml sCAR-Fc im Serum aufwiesen, wirksam gegen eine CVB3-Infektion

geschitzt waren. Damit Ubertraf die AdV-vermittelte Expression von sCAR-Fc bei
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Weitem die Effizienz des Plasmid-basierten Gentransfers in Mausen (Lim et al.,
2006).

Bei einer Dosis von 1x10'" pt AdG12, deren Hbdhe im Bereich einer human
einsetzbaren Dosis in klinischen Anwendungen liegt, konnte eine Konzentration Gber
100 ng/ml 24 Stunden nach Induktion gemessen werden, wahrend nach Applikation
eines sCAR-Fc-expremierenden Plasmids ein langsamer Anstieg von sCAR-Fc im
Serum der Mause bis zu einem Maximum an Tag 9, von unter 100 ng/ml gemessen
wurde (Lim et al., 2006). Diese zeitlich verzdgerte Expression von sCAR-Fc kann
sich nachteilig auf eine therapeutische Anwendung, nach Infektion, auswirken, da bei
schnell replizierenden Viren wie CVB3 das therapeutische Fenster, in dem eine
systemische Ausbreitung wirkungsvoll inhibiert werden kann, sehr klein ist. Des
Weiteren ist die Plasmidtransfektion mittels Elekiroporation als Anwendung beim
Menschen nicht realisierbar und der Einsatz von viralen Vektoren eine attraktive
Alternative.

Die Tatsache, dass AdV nach systemischer Applikation Uberwiegend die Leber
transduzieren, stellt in diesem Ansatz keinen limitierenden Faktor dar, da es sich bei
dem eingebrachten Transgen um ein I6sliches Protein handelt, welches nach
Expression aus der Zelle ausgeschleust wird, sich Uber die Blutbahn im gesamten
Koérper verteilt und so ubiquitéar wirksam sein kann. Es ist daher nicht notwendig,
dass sCAR-Fc explizit im Herz exprimiert wird wie z. B. bei den vorstehenden RNAI-

basierten antiviralen Ansatzen.

5.3.2 Inhibierung der CVB-Infektion durch sCAR-Fc in permissiven Hela-
Zellen

Eine Schllsselrolle in der Entwicklung antiviraler Strategien nimmt neben der
Sicherheit die Effizienz ein. Vor einem Einsatz in vivo wurde deshalb zuerst die
Effektivitdt bestimmt, mit der sCAR-Fc CVB3 in vitro inhibiert. Daflir wurden
unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Experimente durchgefihrt. Zusammenfassend
zeigte sich, dass die Virus-inhibierende Effizienz des sCAR-Fc direkt proportional von
dessen Menge abhangig ist. Dies konnte in unterschiedlichen Experimenten durch
Anderung der eingesetzten AdG12-Dosis oder durch unterschiedliche Dox-

Konzentrationen gezeigt werden.
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Unabhangig von der Dosis konnte jedoch bei allen Experimenten beobachtet
werden, dass die antivirale Wirksamkeit des sCAR-Fc sehr effizient ist. So betrug die
Inhibierung der CVB3-Replikation bis zu 11logio-Stufen. Selbst in geringen Mengen
Uberstieg sie dabei den Effekt einer RNAi-basierten oder medikamentdsen Therapie
gegen CVB3 in vitro (Werk et al., 2005; Schubert et al., 2005; Yuan et al., 2005; Merl
et al., 2005; Pevear et al., 1999; Pevear et al., 1999). So konnte z.B. durch WIN,
einen Wirkstoff, der sich an das Picornaviruskapsid anheftet und dadurch das
uncoating des Virus in der Zelle blockiert, die CVB3-Replikation in vitro um 3 - 4l0g1o-
Stufen inhibiert werden (Huang et al., 2004; Fohlman et al., 1996b).

Auch andere Arbeiten zeigten eine starke Inhibierung von CVB3 durch rekombinant
hergestelltes oder Plasmid-exprimiertes sCAR-Fc bis zu 6log1o-Stufen (Yanagawa et
al., 2004; Lim et al.,, 2006). Dabei liegt die Fahigkeit CVB3 so effektiv zu
neutralisieren, offensichtlich in der Art der Rezeptor-Virus-Interaktion begrindet, die
bei CVB die Bildung von A-Partikeln auslést (Goodfellow et al., 2005). Stellt dieser
Mechanismus normalerweise einen essentiellen Schritt bei der Infektion von
Zielzellen wahrend des uncoating dar, so verursacht er, ausgelést durch ein solubles
Rezeptorprotein, bei Picornaviren den irreversiblen Verlust der viralen Infektidsitat
(Coyne and Bergelson, 2006; Hogle, 2002; Goodfellow et al., 2005). Eine ahnlich
hohe Effizienz wurde bei der Inhibierung von Poliovirus durch sPVR mit 4logso-Stufen
(Colston and Racaniello, 1994) und bei HRV14 durch sICAM beschrieben (Greve et
al., 1991; Kaplan et al., 1990).

Wesentlich ineffizienter ist dagegen die Inhibierung von Virusinfektionen, die nicht
auf der Bildung von A-Partikeln beruhen. So konnte z. B. bei der Inhibierung von
Masernvirus durch lésliche Rezeptorproteine (sCD46) lediglich eine 90 %ige
Reduktion der viral verursachten Syncytienbildung und neu gebildeten Viruspartikel
erzielt werden (Seya et al., 1995; Christiansen et al., 2000). Auch HIV konnte durch
l6sliche Formen seines Rezeptoren CD4 inhibiert werden, jedoch ebenfalls mit
geringerer Effizienz als Picornaviren (Fisher et al., 1988).

Bei Adenoviren, denen CAR ebenfalls als Rezeptor dient, besaB sCAR-Fc zwar auch
einen inhibierenden Effekt auf die Infektion der Zellen, jedoch mit wesentlich
geringerer Effizienz um ca. 1logio-Stufe ((Lim et al., 2006) - und eigene
Untersuchungen, nicht gezeigt). Dies impliziert, dass die Bildung von A-Partikeln
durch Virus-Rezeptor-Interaktion vorrangig bei Vertretern der Picornavirusfamilie
auftritt. Jedoch nicht in jedem Fall bewirkt die Interaktion zwischen einem
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Picornavirus und seinem Rezeptor die Bildung von A-Partikeln. Der Decay-
Accelerating-Faktor (DAF) ein Co-Rezeptor von CVB1, 3 und 5, der die Anheftung
des Virus an die Zelle vermittelt (Shafren et al., 1995) war als lésliches Protein
(sDAF-Fc) zwar auch in der Lage die Infektion dieser CVB-Serotypen zu inhibieren,
jedoch wesentlich ineffizienter als SCAR-Fc (Yanagawa et al., 2004; Yanagawa et al.,
2003).

Die Inhibierung von sDAF-Fc basiert auf einer kompetitiven Hemmung ohne
Alteration des Viruskapsides (Goodfellow et al., 2005), die erstens reversibel ist und
zweitens ein groBe Menge von Rezeptormolekilen bendtigt, da maéglicherweise
bereits eine freie Rezeptorbindungsstelle auf dem Virion ausreichen kdnnte, um die
Infektion der Zielzelle zu ermdglichen.

Zusatzlich besitzen sCAR und sCAR-Fc eine 5.000- bzw. 10.000-fach héhere
Bindungsaffinitat zu CVB3 als sDAF bzw. sDAF-Fc (Goodfellow et al., 2005). Dies
lasst die Vermutung zu, dass CVB3 auch zu membranstdndigem CAR eine héhere
Affinitat besitzt als zu sDAF bzw. sDAF-Fc. Damit besteht die Méglichkeit, dass eine
Interaktion mit zellularem CAR die Bindung mit sDAF-Fc aufbricht, das Virus mit CAR
interagiert und so die Zelle infiziert. Es Uberrascht deshalb nicht, dass die Fahigkeit
eine CVB3-Infektion zu inhibieren von sDAF-Fc (1 - 2log1e-Stufen) (Yanagawa et al.,
2003) wesentlich geringer ist, als die von sCAR-Fc (6log1o) (Yanagawa et al., 2003).
Untersuchungen, inwieweit sich die Bindungsaffinitst von CVB3 zwischen
membranstandigen CAR und sCAR-Varianten unterscheiden, wurden noch nicht
durchgefihrt.

Goodfellow et al., haben ebenfalls gezeigt, dass sCAR-Fc mit 638-fach hdherer
Affinitdt zu CVB3 bindet als monomerischer sCAR (Goodfellow et al., 2005). So
bewirkt die Fusion mit der humanen IgG-Fc-Doméne nicht nur eine Erhdhung der
Stabilitat des Proteins, sondern auch eine Verbesserung der CVB3-bindenden
Eigenschaft von sCAR.

Alle sechs CVB-Serotypen konnten durch AdG12-exprimierten sCAR-Fc effizient
inhibiert werden. Dass dieser Effekt spezifisch ist, wurde durch eigene
Kontrollexperimenten mit CVA21 und HRV14 gezeigt. Dies sind ebenfalls Vertreter
der Picornaviren, infizieren jedoch CAR-unabhéangig Uber ICAM die Zellen (Shafren
et al., 1997; Greve et al., 1991) und wurden durch sCAR-Fc in ihrer Replikation nicht
beeintrachtigt.

174



Interessanterweise wurde jedoch beobachtet, dass die Serotypen, deren Co-
Rezeptor DAF ist (CVB1, 3 und 5) (Shafren et al., 1995) eine etwas weniger
effiziente Inhibierung durch sCAR-Fc im Vergleich zu den anderen CVB-Serotypen
(CVB2, 4 und 6) aufwiesen (Abb. 4.3.10).

Dies kdnnte einerseits mit einer weniger effizienten viralen Replikation von CVB 2, 4
und 6 in den HelLa-Zellen begriindet werden. Andererseits besteht die Mdglichkeit,
dass nicht alle Viruspartikel von den CVB-Serotypen 1, 3, 5 durch Kontakt mit sSCAR-
Fc zu A-Partikeln wurden und ihre Infektidsitat verloren. Eine mogliche Interaktion mit
DAF kénnte dann eine Infektion ermdglichen.

Auch in anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass trotz Behandlung mit sCAR-
Fc bestimmte CVB3-Subtypen in der Lage waren, Gber DAF die Zellen zu infizieren
und in diesen auch einen kompletten lytischen Replikationszyklus zu durchlaufen
(Goodfellow et al., 2005). In einigen Zelltypen (RD-Zellen, HuFi), die kein CAR auf
der Oberflache expremieren, reichte DAF fiir eine Infektion durch CVB aus
(Goodfellow et al., 2005; Schmidtke et al., 2000). Dies ware auch eine weitere
Erklarung dafir, dass ein sSCAR-DAF-Fc Hybrid bei Lim et al. in vitro in der Lage war
einige CVB-Serotypen u. a. auch CVB1 und 5 besser zu inhibieren als sCAR-Fc (Lim
et al., 2006).

Aufféllig war, wie gut sCAR-Fc eine bereits bestehende Infektion inhibieren konnte,
wie in dieser Arbeit das erste Mal in vitro gezeigt wurde. Je nach Virusdosis und
Induktion der sCAR-Fc-Expression nach Infektion konnte in HelLa-Zellen die virale
Replikation teilweise komplett inhibiert werden. Auch die Induktion der Expression 24
Stunden nach CVB3-Infektion zeigte abh&ngig von der initial eingesetzten CVB3-
Dosis eine Inhibierung der Replikation um bis zu 6log1o-Stufen. Die Tatsachen, dass
ein kompletter Replikationszyklus von CVB3 ca. 6 bis 8 Stunden dauert und dabei
10* bis 10° neue Viruspartikel pro Zelle gebildet werden, verdeutlichen dabei die

herausragende antivirale Wirksamkeit von AdG12-exprimierten sCAR-Fc.

5.3.3 AdG12-exprimierter sCAR-Fc als protektives Agens gegen CVB3-
induzierte Myokarditis

Vorhergehende Studien zeigten, dass mittels gereinigten rekombinanten sCAR-Fc
oder durch Plasmid-exprimiertes sCAR-Fc in M&usen eine CVB3-verursachte
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Myokarditis verhindert bzw. abgeschwacht werden konnte. Dies war gekennzeichnet
durch eine Verringerung der kardialen CVB3-Menge und der viral-induzierten
Inflammation und Schéadigung des Myokards (Lim et al.,, 2006; Yanagawa et al.,
2004).

Die protektive Anwendung von AdG12 im CVB3-Myokarditis-Mausmodell zeigte
Ubereinstimmend mit diesen Arbeiten ebenfalls einen wirksamen Schutz gegen die
virale Infektion und Replikation im Herzen der Mause. In situ-Hybridisierungen von
Gewebeschnitten zeigten dabei keinerlei Prasenz von CVB3-RNA im Herzen oder in
anderen Organen, im Gegensatz zu den unbehandelten Kontrollgruppen, bei denen
am Tag 7 nach der CVBS3-Infektion groBe Mengen von Virus-RNA in Herz und
Pankreas nachgewiesen werden konnten (Abb. 4.3.15).

Lim et al. fanden unter &hnlichen experimentellen Bedingungen Ubereinstimmende
Daten bei der Anwendung von sCAR-Fc in vivo mit einer kompletten Eliminierung
von CVB3 aus dem Herzen in sCAR-Fc behandelten Tieren am Tag 7 nach Infektion.
Die Anwendung von sCAR-sDAF-Fc, einem Hybrid aus sCAR-Fc und sDAF-Fc
zeigte dabei keine verbesserte Virus-inhibierende Wirkung (Lim et al., 2006).
Ebenfalls konnten bei Yanagawa et al. durch in situ-Hybridisierung nur minimale
CVB-RNA detektiert werden, wenn rekombinant hergestelltes sCAR-Fc 3 Tage vor
Infektion i.v. appliziert wurde (Yanagawa et al., 2004).

Neben der primaren Schadigung des Myokards direkt durch das Virus kommt es im
Maus-Myokarditismodell ab dem Tag 7 p. i. zur massiven Infiltration von Immunzellen
in das Herz (Leipner et al., 2004). Im Fall der akuten Myokarditis eliminieren die
Immunzellen, vor allem natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), infizierte Kardiomyozyten
und verhindern so eine Ausbreitung der viralen Infektion (Lodge et al., 1987; Godeny
and Gauntt, 1986). Eine starke Inflammation ist jedoch auch assoziiert mit einer
fortschreitenden Schadigung des Herzmuskels und einer Verschlechterung der
Pumpfunktion. Ubereinstimmend mit der Literatur (Yanagawa et al., 2004) konnte
durch den protektiven Einsatz von sCAR-Fc die Inflammation im Myokard vollstéandig
verhindert werden.

Histologische Untersuchungen zeigten keinerlei Infiltrate mononuklarer Zellen in das
Herzgewebe der Tiere, die mit AdG12 +Dox behandelt wurden. Die Kontrolltiere
wiesen dagegen eine zahlreiche Infiltration immunologischer Zellen und nekrotische

Areale auf. Das véllige Fehlen von Inflammation im Herzen der Tiere, die SCAR-Fc
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expremieren, kann vor allem auf die komplette Inhibierung der CVB3-Infektion im
Herzen zurtckgefuhrt werden.

Vermutlich kam es durch die hohe sCAR-Fc-Konzentration im Serum der Mause zu
einer kompletten Neutralisierung des CVBS3 in der Blutbahn wahrend der virdmischen
Phase, bevor die Viren das Herz infizieren konnten. Vorhergehende Untersuchungen
zeigten, dass nach i. p. Applikation von CVB3 in BALB/c-Mause am Tag 2 nach
Infektion erstmals Virus im Herzen nachgewiesen werden konnte (Leipner et al.,
2004).

Nach dem Experimentierschema des protektiven Ansatzes wirde dies dem Tag 4
nach AdG12-Applikation entsprechen, wobei das sCAR-Fc-Level im Serum der
Mause bei Uber 500ng/ml liegt (Abb. 4.3.17). Dies entspricht einer Konzentration, bei
der offensichtlich das komplette Virus in der Blutbahn durch sCAR-Fc neutralisiert
werden konnte.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte Yanagawa et al., die
rekombinant hergestellten, aufgereinigten sCAR-Fc in Mause applizieren, einen
kompletten Schutz des Herzens vor viral induzierter Inflammation und daraus
resultierende Herzgewebsschadigung zeigen, wenn sCAR-Fc 3 Tage vor der CVB3-
Infektion verabreicht wurde (Yanagawa et al., 2004). Im Unterschied dazu konnte bei
Lim et al. durch Plasmid-exprimierten sCAR-Fc zwar eine verminderte Schadigung
des Herzgewebes durch Inflammation gezeigt werden (Albanell et al., 1997; Lim et
al., 2006), jedoch nicht den gleichen erfolgreichen Effekt wie durch, den hier

verwendeten AdG12-exprimierten sCAR-Fc.

Es ist bekannt, dass CVB3-Infektionen wahrend einer akuten Infektion im Herzen
sowohl beim Menschen als auch im tierexperimentellen Ansatz eine
Verschlechterung der Pumpleistung, besonders der linksventrikularen systolischen
und diastolischen Parameter verursachen (Martino et al., 1994; Tschope et al.,
2004).

Um einen umfassenden Uberblick (iber die kardioprotektiven Eigenschaften des
sCAR-Fc bei einer CVB3-Infektion zu geben, wurde die Pumpfunktion des
Herzmuskels durch Messung hamodynamischer Parameter untersucht. So
verschlechterte sich z.B. in dem untersuchten CVB3-Myokarditis-Mausmodell,
7 Tage nach der CVB3-Infektion der Druck im linken Ventrikel (LVP) wahrend der

Systole von 67£13 in uninfizierten Tieren auf 466 mmHg in infizierten Kontrolltieren.
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Weiterhin zeigten die Messungen, dass durch die Anwendung des sCAR-Fc eine
CVB3-induzierte Verschlechterung der Herzfunktion verhindert werden konnte. Nach
protektivem Einsatz von sCAR-Fc zeigten CVBBS-infizierte Mause eine signifikant
verbesserte Herzpumpfunktion im Vergleich zu unbehandelten CVB3-infizierten
Tieren. Sowohl systolische als auch diastolische Parameter der behandelten Tiere
glichen dabei denen nicht infizierter Tiere.

Es ist wahrscheinlich, dass die Verbesserung der Pumpfunktion einerseits auf die
Verhinderung der direkten CVBB3-induzierten Zerstérung von Herzmuskelzellen
zurickzufihren ist. Andererseits verhindert sCAR-Fc durch die Inhibierung der
Virusinfektion die reaktive Infiltration immunologischer Zellen in das Myokard, was

eine fortschreitende Myozytenlyse nach sich ziehen wirde.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass in einem CVB3-Myokardits-Mausmodell
durch den protektiven Einsatz von AdG12-exprimierten sCAR-Fc das Herz vor einer
CVBS-Infektion komplett geschltzt und dadurch eine reaktive Inflammation
verhindert werden konnte. Dadurch war es mdglich, die Tiere vor einer CVB3-
induzierten Myokarditis mit hdmodynamischer Dysfunktion zuschitzen.

Nachfolgend sollte nun die Wirksamkeit von AdG12 in einem therapeutischen
Ansatz, nach einer CVB3-Infektion untersucht werden, da dieses Modell eher den
klinischen Alltag beschreibt.

5.3.4 AdG12-exprimierter sCAR-Fc als therapeutisches Agens gegen CVB3-
induzierte Myokarditis

Eine effektive therapeutische Anwendung von sCAR-Fc spielt fir den klinischen
Einsatz eine wichtige Rolle. Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen im
Mausmodell zeigten, dass sowohl bei gleichzeitiger als auch bei 24 Stunden
verzégerter Induktion der sCAR-Fc-Expression durch Dox-Gabe das Herz effektiv vor
einer kardialen CVB3-Infektion geschutzt werden kann.

Allerdings wurde dabei ebenfalls beobachtet, dass das therapeutisch wirksame
Fenster sehr klein ist. Wurde =zeitgleich mit der CVB3-Infektion die sCAR-Fc
Expression gestartet, konnte mittels Plaque-Assay eine Inhibierung der CVB3-
Replikation um 2logio-Stufen gemessen werden. Bei 24 Stunden verspateter
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Induktion konnte zwar immer noch eine signifikante Reduktion des CVB3 im Herzen
nachgewiesen werden, aber mit geringerer Effizienz (>1logio-Stufe). Die Detektion
der viralen RNA im Myokard mittels in situ-Hybridisierung bestéatigte diese Daten
(Abb. 4.3.19).

Leipner et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass 24 Stunden nach CVB3-
Infektion bereits die erste Viramie stattgefunden hat und CVB3 im Serum, Pankreas,
Milz und den Lymphkonten nachweisbar ist (Leipner et al., 2004). Die Expressions-
kinetik von AdG12 zeigte weiterhin, dass 16 Stunden (zeitgleiche Dox-Gabe mit
CVB3) bzw. 40 Stunden (Dox-Gabe 24 Stunden nach Infektion) nach CVB3-Infektion
detektierbare Mengen sCAR-Fc im Blut vorhanden waren. Diese geringen Mengen
sCAR-Fc scheinen bereits auszureichen, um CVBS3, vermutlich wahrend er Viramie,
im Blut wirkungsvoll zu inhibieren wie die Plaque-Assay- und in situ-Hybridisierungs-
daten zeigen. Dies erklart auch die geringer werdende Effizienz von sCAR-Fc, je
spater die Expression gestartet wird, da sCAR-Fc nur eine neutralisierende Wirkung
auf extrazellulare Virus hat, bevor es die Zelle infiziert. Zum gegenwartigen Zeitpunkt
ist nicht bekannt, ob sCAR-Fc auf die intrazellulare virale Replikation Einfluss
nehmen kann.

Wie auch im protektiven Ansatz, konnte im therapeutischen Modell durch Einsatz von
AdG12 die kardiale Inflammation im Vergleich zu unbehandelten, infizierten Tieren
und M&usen, die mit einem Kontrollvektor behandelt wurden, deutlich verringert
werden. Zwar zeigten histologische Untersuchungen auch in den behandelten Tieren
einige Inflammationsherde, aber unabhangig durchgeflihrte Bewertungen zeigten
eine signifikante Reduktion der Inflammation im Herzen bei sSCAR-Fc exprimierenden
Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Dabei schien der Beginn der sCAR-Fc-
Expression nach CVB3-Infektion keinen Einfluss auf die Verringerung der
Inflammation zu haben.

Die Effektivitdt von sCAR-Fc, die Infiltration immunologischer Zellen in das Herz zu
minimieren, resultiert in diesem Ansatz vermutlich aus zwei unterschiedlichen
Mechanismen. Einerseits wird durch die Neutralisation des Virus und die dadurch
vermittelte Inhibierung der Infektion von Kardiomyozyten die reaktive Infiltration
immunologischer Zellen verringert. Andererseits gibt es Anhaltspunkte, dass sich
sCAR-Fc ebenfalls antiinflammatorisch auswirkt. So wurde beschrieben, dass CAR
an humanes IgG und IgM bindet, so dass eine mdgliche Interaktion mit dem
Immunsystem vermutet werden kann (Yanagawa et al., 2003).
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Weiterhin zeigte die Behandlung von autoimmunen und inflammatorischen
Krankheiten mit humanen Immunglobulinen einen anti-inflammatorischen Effekt
(Takada et al., 1995). Dies lasst die Vermutung zu, dass sCAR-Fc unabhangig von
seiner Virus-neutralisierenden Eigenschaft durch Interaktion mit dem Immunsystem
ebenfalls einen positiven Effekt auf die Inflammation hat.

Ddrner et al. zeigten in ihren Untersuchungen, dass eine im Menschen natlrlich
vorkommende sCAR-Variante, CAR4/7, ebenfalls in der Lage ist, CVB3 in der Maus
zu inhibieren. Jedoch ergaben die Untersuchungen auch, dass neben der antiviralen
Wirksamkeit CAR4/7 autoimmunologische Reaktionen induziert, so dass es zu einer
dramatischen Verstarkung von inflammatorischen Prozessen im Herzen kam (Dorner
et al., 2006).

Der diesem Phanomen zugrunde liegende Mechanismus konnte jedoch nicht
aufgeklart werden. Sowohl die spezifische Struktur von CAR4/7 als auch mdgliche
fehlende Proteinmodifikationen, wie Glykosylierung oder Verunreinigungen welche
als Folge der Herstellung von CAR4/7 in Bakterien auftreten kénnen, kénnten eine
Rolle spielen. Durch den Einsatz von viralen Vektoren, die eine Produktion des
therapeutisch wirksamen Proteins in vivo ermdglichen, konnte die Problematik der
Glykosylierung und Verunreinigung umgangen werden. So waren weder im Herzen
noch in anderen parenchymalen Organen nach sCAR-Fc Expression in vivo,
Inflammation nachweisbar. AuBerdem gab es keine Hinweise auf Vektor-induzierte
Inflammation in der Leber, dem Hauptzielorgan der AdV, ein Ergebnis, das die gute
Vertraglichkeit des AdG12 noch einmal unterstreicht.

Auch im therapeutischen Model konnte nach Anwendung von sCAR-Fc eine
Verbesserung der Pumpfunktion des Herzens in CVB3-infizierten Tieren
nachgewiesen werden. Mause, die Dox zeitgleich mit CVB3 bekommen haben,
zeigten dabei eine signifikante Verbesserung der systolischen und diastolischen
Parameter, wahrend bei M&ausen, bei denen die sCAR-Fc Expression erst 24
Stunden nach der CVB3-Infektion induziert wurde, keine signifikante Verbesserung
der Pumpfunktion auftrat.

Untersuchungen Uber die Starke der CVB3-Infektion im Herzen mittels in situ-
Hybridisierung und Plaque-Assay lassen vermuten, dass die Verbesserung der
funktionellen Parameter auf eine effiziente Inhibierung der Virusinfektion im Herzen

zurtckzufihren ist. Dies zieht eine Verminderung der direkt viral-induzierten
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Schadigung der Kardiomyozyten nach sich. Durch die geringere CVB3-Infektion im
Herzen wird auch die reaktive Infiltration mit immunologischen Zellen verringert., was
sich ebenfalls positiv auf die kardiale Pumpfunktion auswirkt (Pauschinger et al.,
1999b).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl durch zeitgleiche als auch durch 24
Stunden verzdgerte Induktion der sCAR-Fc-Expression nach CVBS3-Infektion eine
viral verursachte Myokarditis vermindert werden konnte. Ein kritischer Faktor fur die
Effizienz dieser Therapie ist dabei das Zeitintervall zwischen Infektion und
Vorhandensein von sCAR-Fc im Serum. Weiterhin konnte in diesen Untersuchungen
das erste Mal gezeigt werden, dass durch den therapeutischen Einsatz von sCAR-Fc
im  CVB3-Maus-Myokarditismodel eine Verbesserung der hamodynamischen

Dysfunktion erreicht werden kann.

5.4 Vergleich der drei gentherapeutischen Strategien zur Inhibierung der
CVB3-Infektion im kardialen System

Alle drei gentherapeutischen Strategien zur Inhibierung einer kardialen CVB3-
Infektion zeigten eine antivirale Wirksamkeit in vitro. Dabei dienten in den RNAI-
basierten Strategien kardiale Zellen als Untersuchungsobjekte, da diese bei einer
CVBS-induzierten Myokarditis die Zielzellen des Virus darstellen. Bei beiden
Ansatzen war es von oberster Prioritat, dass die therapeutisch relevanten shRNAs
direkt in den kardialen Zellen exprimiert wurden, um eine Inhibierung der
Virusreplikation zu erlangen. Virale Vektoren dienten dabei zur effizienten
Einbringung und Expression der therapeutischen shRNAs in die Zielzellen.

Werden die beiden RNAi-basierten Strategien miteinander verglichen, so erwies sich
der Ansatz gegen die virale Zielstruktur als effizienter. So betrug die CVBS3-
Inhibierung der shRNA gegen den zellularen Rezeptor (shCAR) in NRCM ca. 1log1o-
Stufe, dagegen bei der Verwendung von shRNAs gegen die virale Zielstruktur
(shRdRP2.4) 3log1o-Stufen.

Des Weiteren zeigte die Verwendung der shRNAs gegen die virale Zielstruktur
ebenfalls einen antiviralen Effekt bei bestehender CVB3-Infektion. Dabei nahm die
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Effizienz der Inhibierung mit VergréBerung des Zeitintervalls zwischen Virusinfektion
und scAAV-shRdRP2.4-Transduktion kontinuierlich ab.

Untersuchungen zeigten weiterhin dass durch den langsamen Abbau des
membranstandigen CAR-Proteins in NRCM ein protektiver Schutz gegen eine CVB3-
Infektion 3 Tage nach Transduktion mit AdshCAR2, nicht besteht. Dies l&sst darauf
schlieBen, dass der Einsatz der shRNAs gegen den zellularen Virusrezeptor nach
einer Infektion keine Virus-inhibierende Wirkung zeigt. Bei einem in vivo-Einsatz
stellte sich auBerdem der anti-Rezeptoransatz als nicht praktikabel heraus, da CAR
knock out-Analysen an Mausen zeigten, dass eine Inhibierung der CAR-Expression
auch im adulten Tier negative Effekte, z. B. auf die kardiale Reizweiterleitung, hat
(Lim et al., 2008; Lisewski et al., 2008).

Der RNAi-Ansatz gegen die virale Zielstruktur zeigte in einem CVB3-Myokardits-
Mausmodell eine Inhibierung der viralen Infektion im Herzen um 70 %. Damit war er
jedoch wesentlich ineffizienter als der Einsatz |6slicher Rezeptoren. Bei einer
protektiven Expression des sCAR-Fc durch AdG12 vor einer CVB3-Infektion konnte
im Herzgewebe keine virale RNA gefunden werden. Das lasst auf einen kompletten
Schutz gegen die kardiale CVB3-Infektion schlieBen. Auch der positive Effekt auf die
Pumpfunktion des Herzens erwies sich bei sCAR-Fc wesentlich starker als bei
shRdRP2.4. Wurde sCAR-Fc vor der CVBS-Infektion exprimiert, glichen die
hamodynamischen Daten von behandelten Mausen denen nicht infizierter M&ause.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der sCAR-Fc-Ansatz der effizienteste der
drei Strategien war. Eine Hauptursache daflr ist sicherlich die Art der CVB3-
Inhibierung durch Bildung von A-Partikeln nach Interaktion mit sCAR-Fc.

Dieser Effekt wirkt jedoch nur auf extrazellulares Virus im Blut oder Interstitium. Die
RNAi-Therapie gegen die CVB3-RdRP inhibiert intrazellulares Virus und bedingt
durch den Kardiotropismus von AAV2/9-Pseudotypen kann dies auch nach der
Virdmie und Infektion des Myokards erfolgen. Damit bietet dieser Ansatz eine
mogliche therapeutische Alternative im chronischen Verlauf der Myokarditis, bei der
die virale Replikation minimiert ist, freies infektidses Virus nicht nachweisbar ist, die
RNA und Transkriptionsprodukte jedoch weiterhin immunogen wirken und eine
vorlaufende Inflammation induzieren (Klingel et al., 1992).

Ein interessanter und vielversprechender Ansatz wéare die Kombination beider

Strategien. Dabei kdnnte die hocheffiziente CVB3-neutralisierende Eigenschaft des
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sCAR-Fc mit der intrazellularen Inhibierung durch die RNAi-basierte Strategie
kombiniert werden. Mit dieser Methode kdnnte eine Neuinfektion von kardialen Zellen
verhindert und ebenfalls die virale RNA minimiert bzw. ganz aus der Zelle eliminiert

werden.
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6 Zusammenfassung

Entzindungen des Myokards kénnen zu schwerwiegenden akuten und chronischen
Beeintrachtigungen der Herzfunktion bis hin zur Herzinsuffizienz und dem Tod der
Patienten fOhren. Enteroviren und vor allem Coxsackie-B-Viren gelten neben
Adenoviren, Herpesviren und Parvovirus B19 zu den haufigsten Viren, die eine virale
Myokarditis verursachen kénnen. Die Therapie virusbedingter Kardio-myopathien
basiert zurzeit hauptsachlich auf symptomatischer Behandlung, und neue kausale
Therapieoptionen werden dringend gesucht. Molekulare und gentherapeutische
Verfahren nehmen dabei einen breiten Raum ein, da sie gezielt gegen definierte
Strukturen vorgehen kénnen und somit das Potential besitzen, die Spezifitat und damit
verbunden die Effizienz der Therapie bedeutend zu erhdhen.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene gentherapeutische Strategien
hinsichtlich ihrer Effizienz und Sicherheit in vitro und in vivo untersucht. Dabei ging es
in erster Linie darum, die Infektion kardialer Zellen durch CVB3, dessen Replikation
und die damit verbundene Schadigung der Wirtszelle zu verhindern.

Die ersten beiden Strategien basierten auf dem Mechanismus der RNA-Interferenz,
wobei der ersten Ansatz das Ziel hatte, die Anheftung des Virus an die Wirtszelle
durch Herunterregulierung seines zellularen Rezeptors zu inhibieren. Dabei gelang es,
die Expression des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR) als zelluldre Zielstruktur
mittels Adenovektor-expremierter short hairpin (sh)RNAs Uber 90 % zu inhibieren.
Daraus resultierend, konnte eine Verringerung der viralen Replikation um 97 % in der
kardialen Mauszelllinie HL-1 und 90 % in neonatalen Ratten-kardiomyozyten (NRCM)
erzielt werden.

In der zweiten RNAi-basierten Strategie wurden zwei shRNAs, spezifisch gegen die
CVB3-RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRP) als virale Zielstruktur von einem
Adeno-assozierten Virus (AAV)-Vektor (scAAV2/6-shRdRP2.4) in kardiale Zielzellen
eingebracht und somit die virale Replikation in NRCM, in einem protektiven Ansatz um
3logio-Stufen inhibiert. Erfolgte die Behandlung mit scAAV2/6-shRdRP2.4 nach
CVBS-Infektion wurde ebenfalls eine signifikante Inhibierung der viralen Replikation,
jedoch mit sinkender Effizienz [1log1o (SCAAV2/6-shRdRP2.4 30 Minuten nach CVB3-
Infektion) bzw. 50 % (6 Stunden nach CVB3-Infektion)] beobachtet. Durch
Verwendung von AAV2/9-Vektoren konnte anschlieBend mittels kardiospezifischen
Gentransfers, die virale Replikation in einem CVB3-Myokarditis-Mausmodell um 70 %
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verringert werden. Zusatzlich wurde erstmals mit RNAi-Technologie ein
therapeutischer Effekt auf die Virus-induzierte kardiale Pumpfunktionsstérung erzielt.
Dabei wurde eine Verbesserung der systolischen und diastolischen Parameter in den
scAAV2/9-shRdRP2.4 behandelten Mausen, im Vergleich zu Kontrolltieren
(scAAV2/9-shGFP) festgestellt.

Der dritte Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Blockade der Virus-Rezeptor-
Interaktion durch Iésliche Rezeptorproteine. Dabei wurde mittels Adenovektoren ein
l6sliches, rekombinantes Rezeptorprotein (sCAR-Fc) expremiert und dessen
inhibitorische Wirkung auf die CVB3-Infektion untersucht. Um die Sicherheit bei einer
in vivo-Anwendung zu erhdhen, wurde die Expression des sCAR-Fc mittels Tet-On-
Genexpressionssystems pharmakologisch regulierbar gemacht. Dabei war es mdglich
die Basalaktivitat des Tet-On-Systems auf ein undetektierbares Level zu minimieren,
ohne die Transaktivierbarkeit negativ zu beeinflussen. Diese betrug nach Zugabe des
Tetrazyklin-Derivates Dox 2.700-fach und zahlt damit zu den effizientesten, die mit
dem Tetrazyklin regulierbarem Expressionssystem in AdV der ersten Generation
erzielt wurden. Durch die Expression von sCAR-Fc konnte in vitro eine Inhibierung
von CVB3 bis zu 11log1o-Stufen erreicht werden, wenn die sCAR-Fc-Expression vor
der CVB3-Infektion induziert wurde. Erfolgte die Expression 24 Stunden nach CVB3-
Infektion, konnte abh&ngig von der eingesetzten Virusmenge eine Inhibierung der
Virusreplikation bis zu 6logo-Stufen bestimmt werden. AnschlieBend wurde in einem
CVB3-Myokarditis-Mausmodel durch prophylaktische Anwendung des Vektor-
expremierten sCAR-Fc (vor CVB3-Infektion) eine komplette Inhibierung der kardialen
Virusinfektion und Virus-induzierten Inflammation erreicht. AuBerdem blieb die
kardiale Pumpfunktion bei den behandelten Tieren unbeeintrachtigt. Wurde die sCAR-
Fc Expression zeitgleich mit einer CVB3-Infektion bzw. 24 Stunden spéater induziert,
konnte ebenfalls eine Inhibierung der kardialen Virusinfektion und Inflammation
beobachtet werden. Auch in diesem therapeutischen Modell war es moglich, eine
Virus-bedingte Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion durch sCAR-Fc
signifikant abzumildern (Dox-Gabe zeitgleich mit CVB3-Infektion).

Somit konnte gezeigt werden, dass durch eine gerichtete antivirale Therapie mittels
shRNAs gegen den zellularen Rezeptor bzw. das virale RNA-Genom sowie durch
Verwendung eines |8slichen Rezeptorproteins die Mdglichkeit besteht, eine CVB3-
induzierte Myokarditis in einem gentherapeutischen Ansatz zu verhindern bzw. ihren

Verlauf abzumildern.
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7 Summary

Inflammation of the myocard can lead to severe acute and chronical impairment of
heart function and even to cardiac insufficiency and death of the patient.
Enteroviruses and especially coxsackie-B-viruses are besides adenoviruses,
herpesviruses, and parvovirus B19 the most common causes of viral myocarditis.
The therapy of viral myocarditis is based mainly on symptomatic treatment, so there
is urgent need for new options of causal therapy. Among these options molecular
and gene therapeutic trials are the most promising as they can be directed against
definite structures. They offer the potential to considerably increase specificity and
thus efficiency of therapy.

In this thesis different gene therapeutic methods were tested for their in vitro and in
vivo efficiency in preventing infection of cardiac cells with coxsackievirus B3 (CVB3)
and thus viral replication and damage of the host cell.

The first and second strategy was based on RNA interference with the first strategy
being directed against virus attachment to the host cell through down-regulation of
the cellular coxsackievirus-adenovirs receptor (CAR). CAR was down-regulated by
over 90% by adenoviral vectors encoding short hairpin (sh)RNAs directed against
CAR. This leads to reduction of viral replication by 97% in the cardiac cell line HL-1
and by 90% in neonatal rat cardiomyocytes (NRCM).

The second RNAI based strategy employed two shRNAs directed against a viral
target, namely the RNA-dependent RNA-polymerase (RdRP) of CVB3. The
corresponding shRNAs were encoded by an adenovirus-associated virus (AAV)
vector (scAAV2/6-shRdRP2.4). NRCM transduced by this vector before CVB3
infection reduced viral replication by 3logio. An ongoing CVB3 infection was also
inhibited by these vectors, but with lower efficiency [1logio (SCAAV2/6-shRdRP2.4
30 min after CVB3 infection) and 50 % (6 h after CVB3 infection)]. Furthermore
AAV2/9 vectors were used for cardiac-specific gene transfer and scAAV2/9-
shRdRP2.4 reduced viral replication in a CVB3-myocarditis mouse model by 70 %.
For the first time it was possible to achieve a therapeutic effect on virus-induced
deficiency of the cardiac function by an RNAi-based antiviral therapy. Thereby,
systolic and diastolic parameters in scAAV2/9-shRdRP2.4-treated mice were
significantly improved in comparison to the control animals, treated with scAAV2/9-
shGFP.
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The third part of this thesis was based on a block of virus-receptor interaction by
soluble receptor proteins. Therefore a recombinant soluble receptor protein (SCAR-
Fc) was expressed by adenoviral vectors to evaluate the inhibitory effect on CVB3-
infection. To improve the safety of this approach by in vivo application, the sCAR-Fc
was expressed with a regulatable tet-on gene expression system. The tet-on system
in this thesis shows no leakiness by strong trans-activation of sCAR-Fc expression
2.700fold, after addition of Dox. Thus it is one of the most efficient tetracyclin-
regulatable expression systems, based on an adenovirus vector of the first
generation. Expression of sCAR-Fc inhibited an in vitro infection of CVB3 up to
11logio when sCAR-Fc expression was induced 24 h before CVB3 infection.
However, depending on virus concentration, expression of sCAR-Fc 24 h after
infection with CVBS3, reduced viral replication by up to 6log1o.

In a myocarditis mouse model cardiac virus infection and virus-induced inflammation
was completely inhibited through application of vector-expressed sCAR-Fc before
CVB3 infection. Additionally, sCAR-Fc was able to protected mice for CVB3-induced
cardiac dysfunction. Concomitant induction of sCAR-Fc led to strong reduction of
cardiac CVBS infection, myocardial injury and inflammation. Furthermore, sCAR-Fc
expression concomitant with CVBS3 infection shows significantly improvement of
cardiac contractility and diastolic relaxation, compared to CVB3 infected control mice.
This work shows that antiviral RNAi-based therapy with shRNAs directed against
CAR as a cellular target and RdRP as a viral target and the soluble receptor protein,

sCAR-Fc are able to prevent or reduce CVB3-induced myokarditis.
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Adenovirale shRNA-Expressionsplasmide

BamHI

Zielsequenz sense  hairpin  Zielsequenz antisense Hindll

shGFP 5-GATCCCC GGTTATGTACAGGAACGCA TTCAAGAGA TGCGTTCCTGTACATAACC TTTTTA-3
3-GGG CCAATACATGTCCTTGCGT AAGTTCTCT ACGCAAGGACATGTATTGG AAAAATTCGA-5
shPLB 5-GATCCCC TACCTTACTCGCTCGGCTA TTCAAGAGA TAGCCGAGCGAGTAAGGTATTTTTA-3
r 3-GGG ATGGAATGAGCGAGCCGAT AAGTTCTCT ATCGGCTCGCTCATTCCAT AAAAATTCGA-5
ShCAR2 5-GATCCCC CTACTATCCGGATCTGAAA TTCAAGAGA TTTCAGATCCGGATAGTAG TTTTTA-3
m 3-GGG GATGATAGGCCTAGACTTT AAGTTCTCT AAAGTCTAGGCCTATCATC AAAAATTCGA-5'
ShCAR3 5'-GATCCCC CTATAAATGTGACCAACCT TTCAAGAGA AGGTTGGTCACATTTATAG TTTTTA-3'
m 3-GGG GATATTTACACTGGTTGGA AAGTTCTCT TCCAACCAGTGTAAATATC AAAAATTCGA-5"
shCAR4,,

5'-GATCCCC GGATCGGAAGAGATTGGAAAT TTCAAGAGA ATTTCCAATCTCTTCCGATCC TTTTTA-3*
3'-GGG CCTAGCCTTCTCTAACCTTTA AAGTTCTCT TAAAGGTTAGAGAAGGCTAGG AAAAATTCGA-5

Xhol (-1)

/

Ad5 1-342

Notl (695)

coRI (703)

pPAdshRNA
3682 bp

U6-Promoto

BamHI (1037)
indlll (1101)

mel (1152)

Spel (1167)




Ad5 5'ITR

CMV-Promoter

EcoRI

pUC ori

pZS2-mCAR1

7.203 bp

MCAR1——

BamHI

bgh-polyA

Y

EcoRI



Ad5 5'ITR

Amp R /

CMV-Promoter

EcoRI

pUC ori

pPZS2-mCAR2
7.210 bp

BamHI

bgh-polyA
\/

>~

EcoRI



pscAAV-shRdRP2.4
4.879 bp

U6-Promotor

U6-Promotor

shRdRP2
5-GGATCCC TTCAAGAGA TTTTTTGGAAGAATTCAAGCTT-3
3- GG AAGTTCTCT AAAAAACCTTCTTAAGT -5’
Zielsequenz sense hairpin Zielsequenz antisense
shRdRP4

5-GGATCCC GTACAGGGATAAACATTAC TTCAAGAGA GTAATGTTTATCCCTGTAC TTTTTTGGAAGAATTCAAGCTT-3
3- GG CATGTCCCTATTTGTAATG AAGTTCTCT CATTACAAATAGGGACATG AAAAAACCTTCTTAAGT -5

Zielsequenz sense hairpin Zielsequenz antisense



Smal (39)  smal (50)

CMV-Prom

beta-Intron

pscAAV-shGFP
" (4478 bp)

Clal (1318)

U6 Promotor EcoRI (1325)

Xbal (1755)
Smal (1825)
Smal (1836)




Notl (453)

Ampr

Ad5 1 - 452 EcoRI (1227)

CMV-Promotor

rtTA-M2 HindIll (2003)

BamHI (1991)
BGH-polyA

PAJG12

SV40-polyA ) Mlul (2478)

sCAR-Fc .
Ad5 3.334 - 6.103 otl (3256)

TREtight
BamHI (3250)

COp¥

Kpnl (3973)

Xbal (4329)  EcoRI (3985)



Notl (453)

Ampr
Ad5 1 - 452

EcoRI (1227)
CMV-Promotor

Col E1 origin

rtTA-M2

Hindlll (2003)

BamHI (1991)

pAdR4
9.167 bp

Kpnl (2621)

sCAR-Fc

Ad5 3.334 - 6.103
Notl (3336)

BamHlI (3344)
SV40-polyA -

Mlul (4117)
Xbal (4333)



Not! (453)

Ampr

Ad5 1 - 452 EcoRI (1227)

CMV-Promotor

rtTA-M2 HindIll (2003)

BamHI (1991)
BGH-polyA

pAdG12
9.167 bp

trunk SV40-polyA ) Miul (2478)

SCAR-FC,,nk
Ad5 3.334 - 6.103

TREtight
BamHI (3250)

Kpnl (3973)

Xbal (4329)  EcoRI (3985)
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