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Zusammenfassung

Das Coxsackievirus B3 (CVB3)-Maus-Myokarditismodell wird standardméBig zur Untersuchung der
Virus-induzierten Myokarditis verwendet. Entgegen der CVB3-Infektion im Menschen stellt im
murinen Organismus nicht das Herz, sondern das Pankreas das fiir die CVB3-Infektion suszeptibelste
Organ dar. Verschiedene klinische Symptome, wie der starke Gewichtsverlust, das schmerzhafte
Hochziehen des Bauches sowie schnell auftretende Todesfille, konnen als direkte Folge der
virusbedingten akuten Pankreatitis angesehen werden. Diese fulminante Auspridgung der Pankreatitis
stellt fiir die Tiere eine extreme Belastung dar, welche sich von der humanen Priasenz unterscheidet.
Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand die Verbesserung des CVB3-Maus-Myokarditismodells durch
die Entwicklung einer genetisch modifizierten CVB3-Variante, welche durch die Insertion von
microRNA-Zielsequenzen (microRNA-Target Sites, miRNA-TS) eine Pankreasattenuation aufweist.
Die Expressionsanalyse von miRNAs im Pankreas und Herz mittels eines Affymetrix miRNA —Chip-
Assays sowie quantitativer RT-PCR zeigte, dass die miRNA-375 die stérkste Expression im Pankreas
aufwies und nur geringfiigig im Herzen exprimiert wird. Darauf basierend wurden drei Kopien der
miRNA-375TS in das 3’ -bzw. 5’-Ende des Genoms der CVB3-Variante rCVB3.1, jeweils in positiver
bzw. negativer Orientierung, inseriert. Die Analyse der daraus resultierenden vier rekombinanten
CVB3-Varianten in vitro zeigte, dass die virale Replikation iiber die Insertion der miRNA-TS in
positiver Orientierung in die 3’-UTR des Genoms (Virusvariante: CVB3-375TS(3+)) am effektivsten
durch die miRNA-375 unterdriickt wurde. In der pankreatischen Zelllinie EndoC-fH1 wurde,
verglichen mit dem keine TS-Sequenzen enthaltenden Kontrollvirus, die Replikation von CVB3-
375TS(3+) durch die endogene miRNA-375 Expression ca. um vier logio-Stufen verringert. In
isolierten primdren embryonalen Kardiomyozyten wurde CVB3-375TS(3+) hingegen nicht
unterdriickt.

Fiir die in vivo Versuche wurden drei Kopien der miRNA-375TS in das 3’-Ende des Genoms der
kardiotropen CVB3-Variante H3N inseriert. Es zeigte sich, dass die intraperitoneale (i.p.) Injektion des
generierten Virus (H3N-375TS) in NMRI-Mausen weder eine Pankreatitis noch eine Myokarditis
verursachte. Hingegen fiihrte die intravendse (i.v.) Applikation von H3N-375TS in NMRI- als auch
Balb/C-Maiusen zu einer Infektion des Herzens und induzierte je nach Versuchsaufbau eine akute oder
chronische Myokarditis ohne Infektion des Pankreas. Wéhrend die akute Myokarditis sich durch
moderate kardiale H3N-375TS-Titer, die Expression proinflammatorischer Zytokine sowie die
Inflammation und die Zerstorung des Herzgewebes auszeichnete, war die chronische Myokarditis durch
sehr geringe kardiale H3N-375TS-RNA Level ohne detektierbare Virusreplikation sowie durch die
Ausbildung fibrotischer Gewebeareale gekennzeichnet.

ODb und welche Rolle das Pankreas fiir die Ausbildung der Myokarditis in Mé&usen spielt wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen nunmehr eindeutig, dass

bei der i.p. Applikation von CVB3 das Pankreas essentiell fiir die kardiale Infektion ist, wohingegen
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bei der i.v. Applikation eine Myokarditis ohne Infektion des Pankreas durch die mittels miRNA-375TS
genetisch modifizierte CVB3-Variante verursacht werden kann. Das H3N-375TS induzierte Modell
erlaubt so die Untersuchung der CVB3induzierten Myokarditis in M&usen unabhéngig von einer
Pankreasinfektion.

Zudem verringerte das pankreasattenuierte H3N-375TS bei NMRI-Méusen, vor allem aber bei Balb/C-
Maiusen, die auf die Pankreatitis zuriickfithrbaren Schmerzen bzw. das Leiden wihrend der CVB3-
Infektion. Damit verstirkt es nicht nur die wissenschaftliche Relevanz der Myokarditisanalyse im
Mausmodell, sondern es entspricht hinsichtlich der tierschutzrechtlichen Forderungen der 3R-

Richtlinien den beiden Aspekten Reduction und Refinement.
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Abstract

The coxsackievirus B3 (CVB3) mouse myocarditis model is the standard model to investigate virus-
induced myocarditis. Compared to human, in mice the pancreas but not the heart represents the most
susceptible organ for CVB3 infection. Multiple clinical symptoms, as drastic weight loss, painfull
contraction of the stomac as well as sudden death are direct results of the viral induced pancreatitis.
Thus, the pathogenesis of CVB3 infection differs between mice and men, as in the murine CVB3
induced myocraditis model the pancreas is always co-infected and damaged by CVB3.

This study aimed to improve the mouse myocarditis model by development of a genetically engineered
CVB3 variant, which became pancreas-attenuated by insertion of microRNA-target sites (miRNA-TS)
sequences.

Analysis of miRNA expression in the pancreas and the heart by Affymetrix-miRNA-chip analysis as
well as quantitative RT-PCR revealed that miRNA-375 is the highest expressed miRNA in the pancreas
with minimal expression in the heart. Based on this finding, four miRNA-375 susceptible CVB3 variants
were generated by insertion of three copies of miRNA-375TS in positive or negative orientation into the
3’- or 5’-end of the CVB3 genome of the CVB3 variant rCVB3.1. In vitro it was shown that the
generated CVB3 containing the inserted miRNA-375TS in positive orientation in the 3’UTR of the
CVB3 genome (virus variant: CVB3-375TS(3+)) was strongest suppressed by miRNA-375. In
pancreatic EndoC-BHI1 cells replication of CVB3-375TS(3+) was suppressed up to four logo steps by
endogen miRNA-375 expression compared to a non-targeted control virus. Furthermore, there was no
repression of the virus in isolated primary embryonic mouse cardiomyocytes.

For in vivo experiments, three copies of the miRNA-375TS were inserted into the 3°UTR of the
cardiotropic CVB3 variants H3. Here, the intraperitoneal (i.p.) administration of the engineered virus
H3N-375TS did not result in pancreatic as well as cardiac infection in NMRI mice. However,
intravenous (i.v.) administration of H3N-375TS into NMRI and Balb/C mice resulted in the infection of
the heart and induced acute and chronic myocarditis, respectively, but did not lead to pancreatic
infection. The acute myocarditis was characterized by moderate cardiac titers of replicating H3N-375TS,
cardiac tissue destruction, inflammation and expression of proinflammatory cytokines, whereas chronic
myocarditis developing animals showed rarely H3N-375TS-RNA with no detectable virus replication
and fibrotic tissue areas.

In literature, the role of the pancreas in virus-induced myocarditis is controversly discussed. The present
study clearly shows that the pancreas is essential for cardial infection using i.p. administred CVB3. Lv.
application of genetically modified pancreas-attenuated CVB3 showed, that during this route of
infection CVB3 induced myocarditis can be induced without infection of the pancreas. This allows the
solely investigation of CVB3 induced murine myocarditis independently from a previous pancreas

infection.
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Furthermore, the pancreas-attenuated H3N-375TS reduces pain and thereby suffering of NMRI and
Balb/C mice during CVB3 infection that is commonly related to pancreatitis. Therby, the model not just
facilitates clinical relevance of investigation of vius-induced myocarditis in mice, in terms of animal

welfare aspects, it also fulfills two requirements of the concepts of the 3-Rs, Reduction and Refinement.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Coxsackievirus B3 (CVB3)

Die Bezeichnung Coxsackievirus geht auf die Erstisolation des Virus wéihrend der Poliovirusepidemie im
Jahr 1947 durch Gilbert Dalldorf und Grace Sickles im Ort Coxsackie innerhalb des US Bundesstaates
New York zuriick. Sie isolierten das Virus aus einem Jungen, der unter akuter schlaffer Myelitis (ASM)
litt. Die Symptomatik und der durch das Virus hervorgerufene Krankheitsverlauf dhnelten stark denen,
welche durch das Poliovirus hervorgerufenen wurden'. Basierend auf der Pathogenitit in
Siuglingsmiusen werden Coxsackieviren in zwei Subgruppen unterteilt.>* Der Coxsackievirus Subtyp A
(CVA) umfasst bislang 23 beschriebene Serotypen wihrend fiir den Coxsackievirus Subtyp B (CVB)
aktuell sechs Serotypen beschrieben sind*. Im Allgemeinen induziert CVA in der Maus ASM als Resultat
einer weitreichenden Infektion der Skelettmuskulatur, verbunden mit einer generalisierten Myositis
infolge eines perakuten Infektionsverlaufes®. Der spiter entdeckte Coxsackievirus Subtyp B wurde aus
einem Patienten mit aseptischer Meningitis isoliert’. Auch wenn sich viele CVB-Infektionen durch einen
milden Krankheitsverlauf auszeichnen®’, konnen sie dennoch schwerwiegende Herz-, Nervensystem -
oder Pankreaserkrankungen auslosen®®. Am héufigsten fiihren CVB Infektionen jedoch zu einer akuten
Myokarditis, die bei progredientem Krankheitsverlauf zu einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und

Herzversagen fiihren #3719,

1.1.1 Taxonomie

Coxsackieviren sind der Familie Picornaviridae untergeordnet, die zur Gattung Enteroviren zéhlt.!!. Der
Familie der Picornaviridae gehoren >30 Genera und >75 Serotypen an, von denen die relevantesten
humanpathogenen Vertreter aus dem Genus der Enteroviren stammen, wohingegen veterindrmedizinisch
die Aphthoviren eine grolere Bedeutung spielen. So verursachen Aphthoviren bei Tieren die Maul -und
Klauenseuche, wihrend Enteroviren bei Menschen die Hand-FuB-Mund-Krankheit, Myokarditis
(CVB3), Poliomyelities (Poliovirus), Hepatitis (Hepatoviren) oder Rhinitis (Rhinoviren) auslésen
konnen'® (Tab. 1). Auch wenn Siugetiere und Vogel den GroBteil der Wirte fiir die meisten Picornaviren
darstellen, wurden sie vereinzelt auch in Reptilien und Fischen nachgewiesen'?.

Weiterhin werden Picornaviren hinsichtlich ihrer Sdurestabilitét in sdurestabile und sdurelabile Erreger
unterteilt. Sdurestabile Erreger wie Enteroviren 16sen vornehmlich Infektionen des Magen-Darm-Trakts
aus, da sie marginal bis gar nicht durch das saure Milieu des Magens beeintrichtigt werden'>!,
wohingegen sdurelabile Picornaviren wie Rhinoviren meist Infektionen des Nasen-Rachen-Raumes

verursachen'’.
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Tabelle 1: Einige Vertreter der Familie Picornaviridae, deren Wirte und Krankheitsbilder.
(Modifiziert nach 19).

Gattung Spezies Wirt Krankheit
Aphthovirus | Maul-und Klauenseuche Virus | Klauentiere Maul-und Klauenseuche
Cardiovirus | Encephalomyokarditisvirus Saugetiere, Vogel | Encephalitis

Theilovirus Maus Neurologische Erkrankungen
Enterovirus | Coxsackievirus B1-6 Mensch Myokarditis, Pankreatitis
Enteroviru 71 Mensch Hand-FuB-Mund-Krankheit
Poliovirus 1-3 Mensch Poliomyelitis
Rhinovirus Mensch Atemwegserkrankungen
Hepatoviren | Hepatitis A Mensch, Affen Hepatitis
Kobuvirus Aichivirus Mensch Gastroenteritis

1.1.2 Morphologie und Genomstruktur der Picornaviren

Der Name Picornavirus setzt sich aus pico (lateinisch ,,sehr klein*) und RNA (Genom) zusammen. Es
handelt sich um nicht behiillte Viren, deren KapsidgroBe zwischen 22-30 nm variiert und eine
ikosaedrische Struktur aufweist. Das Kapsid setzt sich aus zwolf Pentameren zusammen, welche jeweils
aus fiinf Protomeren bestehen, die wiederum aus je vier Kapsidproteinen (VP1, VP2, VP3 und VP4)
gebildet werden (Abb. 1A). Die ersten drei Virusproteine, VP1-3, bilden die Oberflaiche des Virus,
wihrend das VP4-Protein auf der Innenseite des Kapsids lokalisiert ist (Abb. 1D). Die grofiten
Strukturproteine sind die VP1-Proteine. Sie bilden innerhalb der Pentamere (5-fache Symmetrieachse)
eine kronenartige Struktur an deren Beriihrungspunkten eine Spalte entsteht, welche als Canyon
bezeichnet wird (Abb. 1B). Die Canyons kommen bei allen Enteroviren vor und ermdglichen die Bindung
zellularer Rezeptoren wie z. B. die des very-low-density lipoprotein receptor (VLDL-R) bei einigen
Serotypen humaner Rhinoviren sowie die des decay-accelerating factor (DAF) (CD55) bei verschiedenen
Serotypen der Echoviren und CVB'5 ¥, Neben der 5-fach-Symmetrieachse existiert zudem eine 3-fache
Symmetrieachse, die von den Proteinen VP1, VP2 und VP3 gebildet wird"” (Abb. 1B-C). Das VP4-
Protein kommt nur im Kapsidinneren vor und ist aufgrund seiner positiv geladenen Aminosaurereste mit
der viralen RNA assoziiert!"%.

Das Genom aller Picornaviren besteht aus einem einzelstringigen RNA-Molekiil in positiver Orientierung
und hat eine Lénge von 7,2-8,5 kb. Am 5’-Ende ist das Genom kovalent mit dem kleinsten viralen Protein,
dem viral protein genome-linked (VPg) verbunden, welches auch als 3B-Protein bezeichnet wird*'2*. Im
Gegensatz zu eukaryotischen mRNAs, die klassischerweise eine 7-Methyl-Guanosin (mtG) Cap-Struktur

t>*, wird diese bei den Picornaviren durch das

am 5’-Ende tragen, die fiir die Translation notwendig is
Protein VPg initiiert. Dank der Verkappung werden die mRNAs vor dem Abbau durch zellulédre
Exonucleasen geschiitzt. Bei den Picornaviren wird das VPg-Protein kovalent an das 5’-Ende der viralen

genomischen RNA gebunden. Auf das VPg-Protein folgt ein etwa 500-1200 nt langer Bereich, die 5’
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untranslated region (5’UTR), bestehend aus mehreren Sekundir -und Tertidrstrukturen, welche bei den
Picornaviren die Ribosomen-Eintrittsstelle (internal ribosomal entry site, IRES) ausbilden und damit die
Translations-Initiation ermdglichen?'?*?7, Die ersten 100 Nukleotide in der 5’-UTR der Enteroviren
enthalten Kleeblatt-Strukturen, iiber welche sie an das virale Nichtstruktur-Protein 3C bzw. dessen
Vorlduferprotein 3CDpy, binden.?®. Durch die zusitzliche Bindung des Wirtproteins poly (rC)-binding
protein (PCBP) erfolgt die Rekrutierung der Polymerase 3D zum Replikationskomplex®-3!,

Die 5’UTR endet vor dem Startcodon des viralen Polyproteins. Das 3’-Ende ist polyadenyliert und bildet
den PolyA-Schwanz aus. Auch am 3’-Ende befindet sich eine 30-650 nt lange UTR, die 3’UTR, die nach
dem Stopcodon beginnt und vor dem PolyA-Schwanz des viralen Genoms endet.'*>*2, Innerhalb dieser

beiden nichtkodierenden Bereiche liegt lediglich ein offener Leserahmen (open reading frame, ORF)!°
(Abb. 2).
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Abbildung 1: Struktur der Picornaviren.

(A) Schematische Darstellung der Struktur von Picornaviren mit der typischen ikosaedrischen Symmetrie. (B) Computermodell
des Poliovirus. Gekennzeichnet sind die 5-fache, 3-fache und 2-fache Achsensymmetrie sowie die Canyons.
(C) Picornaviruskapsid bestehend aus VP1 (blau), VP2 (orange) und VP3 (rot). (D) Querschnitt des Virions. Die Innenseite
des Picornaviruskapsids ist iiberwiegend mit VP4 (griin) ausgekleidet. Modifiziert nach 71933, [VP: Virales Protein]
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Abbildung 2: Aufbau des Picornavirus-Genoms.

Das Genom der Picornaviren besteht aus Struktur- und Nichtstrukturproteinen. Upstream des viralen Polyproteinkomplexes
befindet sich die fiir die Translations-Initiation nétige Ribosomeneintrisstelle (IRES). Das 3’-Ende ist polyadenyliert (Poly A).
Die Abbildung ist modifiziert nach 3. [VP: Virales Protein, IRES: internal ribosom entry site; P: Protein, pol: Polymerase,
Poly A: polyadenyliert]

1.1.3 Replikation und Morphogenese der Picornaviren

Der produktive Replikationszykus von CVB wird durch die Bindung der Viren an den Coxsackievirus-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) initiiert.>>*7, Dieses Transmembranprotein wird unter anderem im Herz-
und Pankreasgewebe exprimiert und ist in polarisierten Zellen in den Tight Junctions lokalisiert®, in
welchen die CAR-vermittelte CVB-Aufnahme abhéngig von Caveolin, jedoch unabhéngig von Dynamin
erfolgt. Im Gegensatz dazu verlauft die CAR-vermittelte CVB Aufnahme in nicht polarisierten Zellen
Caveolin-unabhingig und Dynamin-abhingig*®. Wihrend die CVB Serotypen 2, 4 und 6 ausschlieBlich
CAR fiir die Bindung und Initialisierung in die Wirtszelle bendtigen*!>*°, erfolgt die CVB Bindung bei
den CVB Serotypen 1, 3 und 5 iiber den Decay accelerating factor (DAF)**. Das humane
Transmembranprotein DAF bewahrt die Zellen primér vor der vom Komplementsystem vermittelten
Lyse®. Wihrend der CVB3-Aufnahme fungiert er als Ko-Rezeptor, indem das Virus ihn auf der apikalen
Zellseite bindet und so iiber intrazelluldre Signalwege eine Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts
bewirkt. Dies fiihrt dazu, dass CVB iiber die Zellmembran zu den Tight Junctions und folglich zum
eigentlichen Initialisierungsrezeptor CAR gelangt*. Im Laufe der Bindung der Viruspartikel an DAF
sowie der Rezeptor-vermittelter Endozytose liber CAR in das Zellinnere, dndert sich die Konformation
der viralen Strukturproteine®. Dabei wird das virale Plus-Stranggenom aus den Endosomen in das
Zytoplasma freigesetzt. Im Lebenszyklus der Picornaviren hat die einzelstrangige, virale Plus-Strang-
RNA drei wichtige Aufgaben: Sie dient sowohl als messanger RNA (mRNA) fiir die Translation des
viralen Polyproteins als auch als Matrize fiir die RNA-Replikation und stellt zudem das Genom dar,
welches in die Virionen verpackt wird** (Abb. 3).

Aufgrund ihrer positiven Orientierung wird die virale RNA im Zytoplasma der Wirtszelle direkt
translatiert. Die Translation der viralen RNA wird durch die sich in der 5’UTR befindenden IRES-
Strukturen ermdglicht**?®. Die IRES vermittelt die Bindung des Plus-Stranggenoms an das
endoplasmatische Retikulum der Ribosomen und initiiert so die Translation. Es entsteht ein ca. 240 kDa
groBes Polyprotein, welches stufenweise durch die viralen Cysteinproteasen 2APro und 3CDPro
zundchst in die Vorlduferproteine P1, P2 und P3 und dann in die eigentlichen Virusproteine, die

Strukturproteine VP1, VP2, VP3, VP4 sowie die Nichtstruktur-Proteine 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C und 3D
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fragmentiert wird*® (Abb. 4). Die Nichstruktur-Proteine, die aus dem Vorlduferprotein P2 hervorgehen
(2A-C), vermitteln primédr die Reorganisation zellulirer Membranstrukturen, was dazu fiihrt, dass
Vesikel gebildet werden, an denen die virale RNA-Replikation ablduft?’. Die Nichtstruktur-Proteine der

P3 Proteinregion (3A-D) dienen der viralen RNA-Replikation sowie der proteolytischen Prozessierung*®.
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Abbildung 3: Replikation der Picornaviren.

Schematische Darstellung des Replikationszyklus von Picornaviren modifiziert nach'®. [IRES: internal ribosom entry site)

Die prozessierte 3D RNA-abhiingige RNA-Polymerase, 3D (RdRP) transkribiert das Plus-Stanggenom
der Picornaviren in Minus -Strang-RNA. Das am 5’-Ende der viralen RNA lokalisierte VPg sowie dessen
uridinylierte Derivate dienen dabei als Protein-Primer flir die Initiation der Minus-Strang-RNA
Synthese**? indem sie an das 3’-PolyA-Ende der viralen RNA binden, was in der Bildung VPg
gebundener PolyU-Produkte am 5’-Ende der Minus-Strang-RNA resultiert. Entsprechend dient die
Minus-Strang-RNA als Matrize fiir die Plus-Strang-RNA Synthese, indem uridinyliertes VPg dessen
Synthese an komplementiren Adenosinbasen am 3’-Ende der Minus-Strang-RNA initiiert. Aus einer
vorliegenden Minus-Strang-RNA koénnen wiederum durchschnittlich sechs bis acht RNA-Plus-Stringe
gebildet werden. Wéhrend der akuten Virusinfektion betrdgt das Verhéltnis von negativen und positiven
RNA-Strangen mitunter 1:100, was wiederum zeigt, dass aus einer viralen Minus-Strang-RNA
zahlreiche Plus-Strangkopien gebildet werden kénnen®',

Da die Wirtsmaschinerie nicht iiber eine eigene 3D verfiigt, miissen die Viren die 3D™! selbst kodieren

und prozessieren, so dass sie innerhalb der Picornavirenfamilie extrem hoch konserviert ist*®2,
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Die hohe Mutationsrate der Picornaviren resultiert aus der hohen Fehlerrate der 3D, die etwa alle 2000
Basen eine Punktmutation inseriert und so das Risiko des Auftretens sogenannter Escape-Mutanten
erheblich verstirkt3. Die reifen Viren verlassen die Wirtszelle iiber lytische bzw. bisher wenig bekannte
Mechanismen, welche wahrscheinlich an die Autophagosomie gekniipft sind>*. Innerhalb des CVB
Replikationszyklus spielt die Autophagie, welche Prozesse des intrazelluldren streng regulierten Abbaus
sowie des Recyclings von Proteinen bzw. ganzen Zellorganellen zur Aufrechterhaltung der Homgostase
umfasst, eine bedeutende Rolle. Wahrend der Makroautophagie wird zundchst eine sogenannte
Isolationsmembran generiert, die von verschiedenen Organellen, unter anderem dem
endoplasmatischem  Retikulum  (ER)*>, dem  Golgi-Komplex®®  oder der  #uBeren
Mitochondrienmembran®’, zur Verfiigung gestellt wird. Aus dieser bilden sich die Autophagosomen,
welche die fiir sie charakteristische Doppelmembran besitzen. Diese wiederum fusionieren mit
Endosomen zu Amphisomen®®. Amphisomen oder Autophagosomen vereinen sich mit Lysosomen zu
Autolysosomen in denen iiber lysosomlae Hydrolasen der Abbau der zelluldren Bestandteile erfolgt™.
CVB und auch Polioviren induzieren die Bildung autophagosomendhnlicher Vesikel wéhrend ihrer
Replikation, da sie deren Doppelmembran als Struktur fiir ihre Replikation nutzen. Sowohl in vitro®®!
als auch in vivo® wurde nachgewiesen, dass die Inhibierung der Autophagie zu einer signifikanten
Reduktion der CVB Replikation fiihrte. In der mit Mausen durchgefiihrten Studie fiihrte die spezifische
Deletion des fiir die Autophagie essentiellen Gens ATGS5 in pankreatischen Azinuszellen, zu einer 2000-
fachen Verringerung der CVB3-Titer im Pankreas sowie einer deutlich geringeren Zerstérung des
pankreatischen Gewebes®. Sowohl Polioviren als auch CVB benédtigen die Autophagie zur
Unterstilitzung ihrer Replikation, dennoch unterscheiden sie sich beziiglich ihres Verhaltens gegeniiber
der Bildung von Autolysosomen. Wiahrend Poliviren die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen
induzieren, scheint CVB diese zu inhibieren, wohlmdglich um der lysosomalen Degradation zu

entgehen®!%

. Die Stilllegung verschiedener spezifischer lysosomaler soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor (SNAR) Proteine, welche die Autolysosomenbildung
regulieren, zeigte bislang keine eindeutigen Befunde, so dass die genaue Rolle der Autolysosomen flir
die Replikation von CVB unklar bleibt®!:4,

Die durch das Freiwerden der Virusnachkommenschaft beobachtenden starken morphologischen
Veridnderungen der infizierten Zellen werden als cytophatischer Effekt (CPE) bezeichnet®. Der
Replikationszyklus ist nach etwa sechs bis acht Stunden beendet und resultiert in der Entstehung von

bis zu 10000 neuen Viruspartikeln je infizierter Zelle®.
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Abbildung 4: Aufbau des Picornavirus-Genoms und Prozessierung des Polyproteins.

Schematische Darstellung des Replikationszyklus von Picornaviren modifiziert nach'®. [VP: Virales Protein, IRES: internal
ribosom entry site; P: Protein, pol: Polymerase, Poly A: polyadenyliert; NTR: nichttranslatierte Region]

1.2 Pathogenitit der Picornaviren (CVB3)

Infektionen mit Enteroviren resultieren in einem breiten Spektrum klinischer Krankheitsbilder, wie
beispielsweise der aseptischen Meningitis und Meningoenzephalitis (CVA), der Myokarditis und
Perikarditis (CVB und Echoviren), systemischer neotonaler Infektionen (CVB, Echoviren), der
Pankreatitis (CVB) aber auch respiratorischer Krankheiten (Rhinoviren, EC-68)°’. Trotz des pathogenen
Potentials verlaufen 50 — 80% der nicht polioviralen Enterovirusinfektionen asymptomatisch®®. Dabei
ist das Alter der Patienten stark mit dem klinischen Verlauf der Infektion assoziiert. Infektionen des
Zentralnervensystems betreffen vornehmlich Kinder zwischen 5-15 Jahren, wohingegen sich die
Myokarditis tiberwiegend bei 20-40 Jdhrigen manifestieren. Besonders schwere Infektionsverldaufe
treten dagegen bei Neugeborenen auf, die sich mitunter in sepsiséghnlichen Erkrankungen, Myokarditen

aber auch Infektionen des Zentralnervensystems dufern kénnen®’.

1.2.1 Myokarditis im Menschen

Entziindliche Prozesse im Herzmuskel werden nach Soberheim im Jahr 1937 unter der Bezeichnung
Myokarditis zusammengefasst und konnen sowohl akut als auch chronisch verlaufen®. Die zugrunde
liegenden Ursachen der Myokarditis sind sehr vielseitig und konnen in Abhidngigkeit von den
individuellen Konditionen und Pradispositionen sowie soziookonomischer Faktoren des Betroffenen zu
stark variierenden Ausprigungen und Krankheitsverldufen fiihren’® ">, Aufgrund dessen, sowie der
Tatsache, dass Myokarditen zum Teil auch asymptomatisch verlaufen koénnen, gestaltet sich die
klinische Diagnose der Myokarditis schwierig’®. Vorrangig leiden Betroffene unter Kurzatmigkeit,
Thoraxschmerzen sowie oftmals damit einhergehender Perikarditis bzw. ventrikuldrer Arrhythmie, die
zur kurzzeitigen Bewusstlosigkeit und auch zum plétzlichen Tod fithren kann””7®, Prinzipiell erleiden
Mainner héufiger eine Myokarditis als Frauen, dennoch entwickeln éltere Frauen oftmals schwerere

7
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Krankheitsverldufe, welche mit lebensbedrohlichen kardialen Dysfunktionen bis hin zum Herzversagen
verbunden sein kénnen”*°. Die Symptomatik bei Kindern hingegen ist weniger eindeutig, da sie viele
Parallelen zu anderen Kinderkrankheiten aufweist. Die Symptome konnen akutes Erbrechen, starke
Kopf- und Bauchschmerzen sowie iibermiBige Miidigkeit beinhalten®*2. Neben nicht infektidsen
Ursachen chemischer, physikalischer oder toxischer Natur stellen zahlreiche infektiose Erreger, darunter
Viren, Bakterien, Protozoen und Pilze, Ausloser der Myokarditis dar®® (Tab. 3). Lag die Privalenz der
Myokarditis im Jahr 1992 bei etwa 8 / 100000 Erkrankten pro Jahr®* wurde sie innerhalb des Zeitraumes
von 1990 — 2013 bereits bei 22 /100000 Patienten jéhrlich indiziert®>. Dabei werden etwa 20-25% durch

t86

virale Erreger verursacht®®. Darunter finden sich neben CVB auch Infektionen mit Adenoviren®’, dem

Hepatitis C Virus®®, Cytomegaloviren oder dem humanen Immundefizienz-Virus®.

Tabelle 2: Ausldser der Myokarditis. (modifiziert nach®?).

Infektiose Ursachen

nicht infektiose Ursachen

RNA Viren: Picornaviren (Coxsackie A + B,
Echoviren, Polioviren, Hepatitisviren),
Orthomyxoviren (Influenza), Paramyoxoviren
(Respiratorische Syncytial-Virus, Mumps),
Togaviren (Rubella), Flaviviren (Denguefieber,
Gelbfieber)

DNA Viren: Adenoviren (A1, 2, 3 und 5),
Enteroviren (1 (B19V) und 2), Herpesviren
(humane Herpesviren 6 A/B, Cytomegalieviren,
Epstein-Barr-Viren, Varicella-Zoster-Viren),
Retroviren (HIV)

Bakterien: Chlamydien (Clamydophila
pneumoniae/ psittacosis), Haemophilus
influenzae, Legionellen, Pneumophilien, Brucella
clostridium, Francisella tularensis, Neisseria
meningitis, Mykobakterien (Tuberkulose),
Salmonellen, Staphylokokken, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumonia, Tularemia,
Tetanus, Syphilis,

Vibrio cholera

Protozoen: Entamoeba histolytica, Leishmania,
Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi

Autoimmunerkrankungen: Dermatomyositis,
inflammatorische Darmerkrankungen,
Rheumatoide Arthritis, Sjogrens Syndrom,
Lupus erythematodes

Medikamente: Aminophyllin, Amphetamine,
Antracyclin, Catecholamine,
Chloramphenicol, Kokain, Cyclophospamid,
Doxorubicin, 5-Fluoruracil, Mesylate,
Methylsergite, Phenytione, Zidovudine

Hypersensitive Reaktionen bei
Medikamenten: Azitromycine,
Benzodiazepine, Clozapine, Cephalosporine,
Dapsone, Dobutamine, Lithium, Diuretika,
Thiazide, Methyldopa, Mexiletine,
Streptomycine, Sulfonamide, Tetanustoxoide,
Tetrazyklinen

Hypersensitive Reaktionen bei Toxinen:
Bienen, Vespen, Schwarze Witwe,
Skorpione, Schlangen

Innerhalb der Pathogenese der CVB verursachten Myokarditis spielt der Serotyp B3 die gravierendste
Rolle, dennoch kdnnen auch die Serotypen B1, B2, B4 und B5 eine Myokarditis ausldsen. Insbesondere
in Amerika und Westeuropa treten Infektionen mit dem Serotyp B6 sehr selten auf®>*°. Priméir
replizieren CVB nach fékal-oraler Aufnahme innerhalb des schleimhautassoziierten lymphatischen

Gewebes des Pharynx, kénnen bedingt durch ihre Séurestabilitdt den Magenraum passagieren und
8
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letztlich das lymphatische Gewebe des Gastrointestinaltraktes infizieren'*!®?!. Der GroBteil der
Infektionen verlduft asymptomatisch bzw. fiihrt zu einem schwach ausgeprigten Krankheitsverlauf,
welcher sich mitunter in erkdltungsdhnlicher Auspragung, die teils von Durchfallerscheinungen
begleitet wird, kenntlich macht?*#2%2, Die im Darm stattfindende Virusvermehrung, welche mit einer
Virdmie verbunden ist, kann sich jedoch abhingig von genetischen bzw. gesundheitlichen Dispositionen
oder Komorbiditdten der betroffenen Personen sowie der Virulenz und dem Tropismus des
Virusstammes systemisch iiber den Blutkreislauf ausbreiten*$293-%5, Diese sekundire Virdmie betrifft
iiberwiegend Pankreas, Herz, Hirn und Muskelgewebe”®?°. Insbesondere bei Siuglingen kommt es zur
systemischen CVB3-Manifestation, die aufgrund der Multiorganbeteiligung in etwa 50% der Fille zum
Tode fiihrt. Im Gegensatz dazu erleiden gesunde Erwachsene iberwiegend Infektionen des Myokards,
die je nach individueller Kondition ohne Folgeschiden abklingen konnen®>**. Urséchlich fiir den
Krankheitsverlauf der CVB3-Myokarditis scheint die Interaktion zwischen Virus- und Wirtsfaktoren zu
sein. Verschiedene Studien zeigten, dass u.a. die Schiddigung der Myozyten infolge lytischer

65,100,101
b

Virusreplikation eine libermédfige proinflammatorische Immunantwort durch T-

94,102-104

Lymphozyten sowie die Schiadigung des Myokards iiber antikdrpervermittelte

Autoimmunreaktionen, entscheidend den Grad der Myokarditis beinflussen!'%-1%,

Adaptive
Immunmechanismen grenzen die Infektion letztendlich ein und fiihren zur Eliminierung des Erregers,
so dass eine vollstindige Ausheilung erfolgt®. Gelingt keine vollstindige Beseitigung des Virus kann
es zu einer chronischen Inflammationsreaktion bzw. zu einer entziindungsfreien Persistenz von CVB3
in den T-Lymphozyten oder Makrophagen kommen. Bei der chronischen Myokarditis kann es, ausgelost
durch anhaltende proinflammatorische Prozesse und fortschreitende Fibrose, zu ventrikuldren
Funktionsstorungen kommen, die im schwersten Fall zu einer tddlich verlaufenden Herzinsuffizienz
filhren. Kardiale Dysfunktionen treten jedoch gleichsam innerhalb der akuten Myokarditis auf. Die
DCM weist geringfiigige bzw. keine entziindlichen Prozesse im Myokard auf, wobei trotz fehlender

cytophatischer Effekte infolge der lytischen Virusfreisetzung eine Schidigung der Myozyten induziert

Wird77’109.

1.2.2 CVB3-Myokarditis im Mausmodell

Die Rolle des Maus-CVB3-Myokarditismodells innerhalb der klinischen Forschung ist von immenser
Bedeutung. Zahlreiche pathophysiologische Erkenntnisse der CVB induzierten Myokarditis beim
Menschen beruhen auf Befunden aus Mausmodellen!%-110-113,

Basierend auf den Befunden zur CVB3 induzierten Myokarditis die aus Tierversuchen stammen, gibt es
derzeit drei hdufig genutze Maus-Myokarditismodelle. Die experimentelle Autoimmunmyokarditis
(EAM) wird durch Adjuvantien und kardiales Myosin induziert. Das Hybrid-CVB3-Modell, welches
Ahnlichkeiten mit dem EAM aufweist, wird durch herzpassagiertes CVB3 und zerstorte Herzproteine

ausgelost. Das dritte, klassische Modell, welches auch als Grundlage fiir die Etablierung der
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Pankreasattenuation der vorliegenden Arbeit benutzt wurde, zeichnet sich dadurch aus, dass CVB3 auf
den Zellen kultiviert und aufgereinigt wird.''*
Die immense strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit des murinen CAR?***” zu seinem humanen

36,37

Analogon ermoglicht so vermutlich die Replikation humanpathogener CVB-Stimme in M&usen.

Kardiovirulente CVB-Stdmme induzierten in genetisch priadisponierten Mausen eine der humanen
Myokarditis dhnliche Entziindung des Herzmuskels''?.

Jedoch gibt es Unterschiede zwischen der humanen und murinen Prasenz der CVB-Infektion. Im
Gegensatz zum Menschen ist im murinen Organismus, neben dem Herzen das Pankreas das fiir die
CVB3-Infektion empfindlichsten Organ. Insbesondere das exokrine Pankreas ist sehr stark von
inflammatorsichen Prozessen betroffen °!!'5!16 Verschiedene klinische Symptome, wie der starke
Gewichtsverlust, das schmerzhafte Hochziechen des Bauches sowie schnell auftretende Todesfille,
konnen als direkte Folge der virusbedingten akuten Pankreatitis in Méusen angesehen werden. Diese
fulminante Auspriagung der Pankreatitis stellt fiir die Tiere eine extreme Belastung dar, welche im
humanen Organismus in dieser Form nicht auftritt''®. Ein weiterer gravierender Unterschied liegt darin,
dass im Menschen die CVB3-Replikation im endokrinen Pankreas stattfindet, in Mausen jedoch im
exokrinen Pankreas.'"’.

Der Verlauf der Krankheit hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie dem verwendeten Mausstamm,
dem Geschlecht, Gewicht und Alter der Tiere, dem Virusstamm bzw. daraus generierten modifizierten
Virusvarianten sowie der Virusdosis®>!13:118-120,

Beziiglich ihres Virulenzphénotyps werden drei Typen von CVB3-Stimmen unterschieden, die als
avirulent, pankreovirulent und kardiovirulent bezeichnet werden®. Avirulente Stimme induzieren
keine Inflammation im murinen Pankreas- und Herzgewebe und sind oftmals von einer geringeren
Replikation begleitet. Pankreo- und kardiovirulente Stimme replizieren signifikant hoher als avirulente.
Dabei induzieren pankreovirulente Stimme inflammatorische Krankheiten im murinen Pankreas,
wohingegen kardiovirulente Stamme zusitzlich eine Myokarditis verursachen. Dabei gilt jedoch, dass
in Mausen eine akute Myokarditis nicht in Abwesenheit einer Pankreatitis auftritt. Die Pankreatitis
hingegen kann unabhingig von der Entwicklung einer Myokarditis induziert werden®’.

Die maximalen viralen Titer sind in vielen Organen etwa 2-4 Tagen nach der Infektion detektierbar
bevor die Viren durch das murine Immunsystem bekdmpft werden. Kardiovirulente CVB3-Stdmme
konnen jedoch bis zu 14 Tage nach Infektion im Herzen detektiert werden''®. In Abhingigkeit vom
Mausstamm kdnnen diese sowohl einen akuten als auch chronischen Verlauf der Myokarditis auspragen.
Wihrend in C57BL/6 Miusen intraperitoneal (i.p.) applizierte CVB3 wihrend der akuten Myokarditis
eliminiert werden, entwickeln A.BY/SnJ sowie SWR/J Miuse eine chronische Erkrankung des Herzens
durch die Persistenz der viralen RNA im Myokard aber auch in der Milz sowie in den
Lymphknoten'?!+122,

Die murine als auch die humane Myokarditis kann in 3 Phasen unterteilt werden, welche fliefend

ineinander iibergehen, sodass sich Transitionsprozesse nicht immer eindeutig zuordnen lassen’”!'%3.
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Wihrend der initialen, akuten Phase infiziert das Virus die Zielzellen. Sie umfasst den viralen Eintritt
sowie die Replikation des Virus und zudem die dadurch bedingte Aktivierung des Immunsystems. Die
beobachtete Myokardschiadigung beruht auf intrazelluliren Vorgingen wihrend der Virusreplikation,
die zu einer Verformung der Zellkerne sowie Kondensation des Chromatins fithren kann. Zudem kann
es bedingt durch Verdnderungen der Membranpermeabilitdt, aber auch durch viral induzierte
proteolytische Prozesse innerhalb des Zytoskelettes, zur Zytolyse kommen. Diese Zellzerstérung ist
mikroskopisch ersichtlich 77123124,

In der sich anschlieBenden subakuten, autoimmunen Phase erfolgt eine starke Antwort des angeborenen
und adaptiven Immunsystems, welche infolge der anhaltenden sich negativ inotrop auswirkenden
Zytokinfreisetzung und destruktiver Immunprozesse zu einer starken Schadigung des Myokards fithren
125,126 Tnnerhalb der vorangehenden unspezifischen angeborenen Immunantwort kommt es zu einer
starken Infiltration des Herzmuskelgewebes mit Makrophagen und Natiirlichen Killerzellen (NK)!8124]
welche von der verstérkten Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa), Interleukin-1beta (IL-1B), IL-2 und IL-6 sowie Interferon gamma (IFNy) bzw. auch
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 begleitet wird'?’. Die sich anschlieBende adaptive
Immunantwort erfolgt iiber zytotoxische T-Zellen und die Sezernierung spezifischer kreuzreaktiver

128 Auch wenn diese Phase mit fulminanten Gewebsschidigungen verbunden

Antikorper aus B-Zellen
ist, kommt es in der Regel im Verlauf zu einer Eindimmung der Infektion und der Eliminierung des
Virus. In einigen Mausstimmen kommt es, dhnlich der humanen DCM, zu einer chronischen Phase der
Infektion, die sich durch eine Remodellierung des Myokards auszeichnet, in der es, infolge zunehmender

Dilatation, zu Funktionseinschrankungen und zur DCM kommen kann.

1.2.3 Antworten des angeborenen Immunsystems auf CVB Infektionen

Die angeborene Immunantwort stellt die initiale Welle schneller zellulare Reaktionen des
Immunsystems auf eindringende Mikroorganismen bzw. Fremdpartikel dar. Diese werden anhand
sogenannter pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkannt, welche spezifisch fiir
bestimmte Gruppen von Pathogenen, nicht jedoch fiir einzelne Erreger sind'?’. Virus-spezifische
PAMPs sind beispielsweise ssSRNA'? dsRNA!*! oder unmethylierte CpG DNA"2, Da die viralen
Nukleinsduren erst erkannt werden kénnen, wenn sie sich frei zugénglich im Zytoplasma befinden, wird
die angeborene Immunantwort ausgelost nachdem die Virusinfektion bereits erfolgt ist. Die
virusinduzierte Bildung und Freisetzung von Typ I Interferonen (IFN) stellt die hdufigste Form der
antiviralen Immunitét dar, welche wiederum in der Expression antiviral wirkender Proteine in den
umliegenden Zellen resultiert'**. Typ I IFN wiederum gliedern sich in verschiedene Subtypen von IFNa,
und eine Form von IFNB!**. Coxsackieviren sind sensitiv gegeniiber IFNB'**. Sowohl in Typ I IFN-
Rezeptor Knockout Mausen'*® als auch in IFNB Knockout Mausen"’ zeigte sich die protektive Rolle
von Typ I IFN bzw. IFNB wihrend der Friihphase der Infektion mit CVB3. Uber die beiden
zytosolischen Erkennungsrezeptoren retinoic acid inducible gene [ (RIG-I) und melanoma

differentiation antigen 5 (MDA-5) bzw. den in den endosomalen Membranen lokalisierten Toll-like
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Rezeptor 3 (TLR3, erkennt dsRNA) wird die Kinase IKKe/TBK1 aktiviert, welche iiber die
Phosphorylierung des Interferonregulierenden Faktors 3 (IRF-3) die Transkription von IFN[
induziert!**13°, Fiir dessen Transkription sind zudem die Transkriptionsfaktoren nuclear factor ,, kappa-
light-chain-enhancer* of activated B-cells (NF-xB), activating transcription factor 2 (AFT-2) sowie
cellular-Jun (c-Jun) nétig. Durch die Bindung von IFNPB an die Typ I-Interferonrezeptoren der
umliegenden Zellen erfolgt, vermittelt tiber den janus activated kinase/signal transducers and activators
of trancription (Jak/STAT) Signalweg, die Expression verschiedener interferonstimulierter Gene und
folglich die Bildung antiviraler Proteine, wie die der Proteinkinase R, welche wiederum der
Virusvermehrung entgegenwirken'“*!#!, Korrelierend mit den Befunden der Typ I-Interferonrezeptor-
und IFNB-Knockout-Miuse zeigte sich in MDA-5'*? und TLR3'** defizienten Méusen ebenfalls eine
verstdrkte Pankreatitis und erhohte Letalitét in der Frithphase einer CVB3-Infektion, wenngleich keine
Verinderung der viralen Titer, sondern lediglich eine Verzégerung der Virusreplikation zu beobachten
war. Demnach reduziert IFNf die Sterblichkeit wihrend der CVB-Infektion unabhéngig von der
Beeinflussung der viralen Titer."*® Die Aktivierung von IRF-3 erfolgt je nach Erkennungsrezeptor
vermittelt iiber das Adaptorprotein mitochondrial antiviral-signaling-protein (MAVS; - MDS5) bzw.
Toll/interleukin-1 receptor (TIR)-domain-containing adaptor protein inducing interferon beta (TRIF; -
TLR-3). Coxsackieviren wiederum sind in der Lage {iber die Protease 3C MAVS bzw. TRIF zu spalten
und somit die IFN-Antwort zu unterbinden'*, Die ssRNA der Coxsackievieren wird tiber TLR7 und
TLR8 erkannt, was zur Sekretion von Typ I IFN bzw. anderen proinflammatorischen Zytokinen wie IL-
6 oder TNFa fiihrt. Diese iiber TLR7/8 vermittelten Signalwege erfolgen, verglichen mit den tiber TLR3
bzw. MDAS initiierten, spit innerhalb der Infektion'*"'47. Auch wenn CVB iiber verschiedene
Erkennungsrezeptoren erkannt werden kann, scheint der TLR3 eine iibergeordnete Rolle in der
Erkennung dieses Virus zu spielen, da TLR3 defiziente Méduse weder die CVB3- bzw. CVB4-
Replikation kontrollieren konnten, noch die Aktivierung anderer alternativer Signalwege eine
signifikante protektive Wirkung zeigte!**'%’. Infektionen mit CVB3 zeigten, dass sowohl NK-Zellen,
Makrophagen als auch dendritische Zellen an der Sekretion proinflammatorischer Zytokine bzw. von
Mediatoren beteiligt sind'*!*2, In Miusen fiihrte die Depletion von NK-Zellen zu erhohten CVB3-
Titern in Herz und Pankreas'>. Ein adoptiver Transfer von Makrophagen aus Wildtyp-Miusen in mit
CVBA4 infizierte TLR3-Knockout Méuse verringerte die kardiale Inflammation und resultierte in einer
geringeren Sterblichkeit infolge der Infektion'*®. In humanen Monozyten bewirkte die Infektion mit
CVB3 die Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1B und IL-6'3*15, Zudem
entwickelten IL-6 defiziente Midusen infolge einer CVB3-Infektion eine chronische autoimmune
Myokarditis aus'*®. Somit scheint ein Gleichgewicht zwischen Zeitpunkt, Menge und Dauer der
Sekretion verschiedener Zyto- und Chemokine, welche infolge der CVB3-Infektion exprimiert werden,
den Verlauf der Infektion bzw. die Ausbildung einer angemessenen antiviralen Immunantwort stark zu

beeinflussen.
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1.2.4 Antworten des adaptiven Immunsystems auf CVB Infektionen

Das adaptive Immunsystems agiert iiber zwei verschiedene Formen der Immunantwort'>’. Die humorale
Immunantwort erfolgt {iber die von den B-Lymphozyten produzierten Antikdrpern, welche infektiose
Partikel binden''¥’. T-Lymphozyten hingegen erkennen iiber den T-Zell-Rezeptor, einen
Proteinkomplexes auf ihrer Oberflache, spezifisch Antigenfragmente, die ihnen {iber die major
histocomatibility complex (MHC)-Molekiile anderer Zellen prisentiert werden'>’. T-Zellen konnen
anhand ihrer immunphénotypischen Oberflichenmerkmale, den cluster of differentiation (CD), die als
Ko-Rezeptoren fungieren, in CD4+ und CD8+-T-Zellen unterteilt werden'>®. CD8+-T-Zellen erkennen
vom MHC-I-Komplex présentierte Antigene und sezernieren darauthin Perforine oder andere
apoptotisch wirkende Substanzen, wohingegen CD4+-T-Zellen nur die iiber den MHC-II Komplex
prasentierten Antigene erkennen. MHC-II Komplexe werden ausschlieBlich von spezifischen
antigenprisentierenden Zellen wie DCs, Makrophagen oder B-Zellen exprimiert, wihrend MHC-I-
Komplexe, bis auf wenige Ausnahmen, von allen Zelltypen in Sdugetieren exprimiert werden',

CVB Infektionen induzieren eine starke humorale Immunantwort, bei der sowohl im Menschen'’ als

auch im Mausmodel]'°

in der frithen Infektionsphase zunéchst spezifische Immunoglobuline der Klasse
M (IgM) gebildet werden. Die spétere und persistente humorale Immunantwort wird maBgeblich {iber
die Bildung von Immunoglobulinen der Klasse G (IgG) reguliert'®®, Wihrend sich im Menschen IgMs
primir gegen das VP1 Protein richten'’, wurde das gleiche in Miusen fiir IgGs gezeigt'®’. Die Bildung
grofer Mengen von Antikdrpern infolge einer CVB Infektion kann jedoch auch verstirkend auf die
durch die Infektion induzierte Immunantwort wirken und zu einer Verstirkung der Infektion fithren'®!.
Eine adidquate Immunantwort kann demnach nur iiber eine streng regulierte Antikorperfreisetzung
gewihrleistet werden kann. Ob bzw. zu welchem Anteil CD4+-T-Zellen die B-Zell-vermittelten
Antikorperreaktionen unterstiitzen ist bislang nicht eindeutig geklért. In MHC-II defizienten Mausen
fiihrte die CVB3-Infektion zur Produktion nicht neutralisierender CVB3-spezifischer IgGs'?,
wohingegen T-Zell defiziente Miuse neutralisierende Antikdrper bildeten'!¢, Die Bildung CVB3-
spezifischer Antikorper erfolgt dabei geschlechtsspezifisch. So zeigten weibliche Balb/C-Maiuse eine
iber die T-Helferzellunterart 2 (Th2) -vermittelte vermehrte Bildung von IgGl-Antikorpern
wohingegen minnliche Tiere vermittelt iiber die T-Helferzellunterart 1 (Th1) IgG2a bildeten'®!. B-Zell
Knockout Miause schafften es nicht die CVB3-Infektion zu eliminieren, sie entwickelten chronische
Infektionen begleitet von hohen Virustitern in verschiedenen Organen, was zu Krankheiten wie
myokardialer Fibrose und ventrikulérer Dilation fiihrte!?®. Der Transfer von B- und T-Zellen aus CVB3
immunisierten Méusen in B-Zell Knockout Mause zeigte, dass die B-Zellen wihrend der nachfolgenden
CVB3-Infektion entscheidender zur Immunantwort beitrugen als T-Zellen'?*!6%, Bereits 1995 zeigte die
Gruppe um Geller et al., dass der passive Transfer spezifischer Immunoglobuline in ein Kind, welches
an akuter lymphatischer Leukémie litt und zudem eine CVB4 induzierte Meningoenzephalitis aufwies,

die CVB-Titer senken konnte!'®°.
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Maiuse die weder ausgereifte B- noch T-Zellen besitzen, entwickeln wéhrend einer CVB3-Infektion eine
schwere, todlich verlaufende Myokarditis, induziert durch extrem hohe virale Titer im Herzen'®’. Der
Beitrag von T-Zellen an der Immunantwort gegen CVB3-Infektionen unterscheidet sich dabei sehr stark
innerhalb verschiedener Mausstimme. So zeigten T-Zell-defiziente Balb/C-Miuse!™ verglichen zur
Wildtypkontrolle keinerlei Veranderung der CVB Replikation, wohingegen T-Zell-defiziente NFR- und
C3H-Miuse erhohte virale Titer aufwiesen!®®1%°. Auch fiir die T-Zell-Immunantwort zeigte sich, dass
diese immunpathologisch wirkt, so dass trotz Verringerung der viralen Titer die Ausprdgung der
Myokarditis verstarkt wird. Im Gegensatz zu vielen anderen Virusinfektionen induziert CVB3 lediglich
eine geringe primire CD8+-T-Zellimmunantwort, welche jedoch nicht auf die geringe Immunogentitét
der CVB-Proteine zuriickzufiihren ist!*>!7%172, Vielmehr verhindert das Virus die MHC-I-vermittelte
Prisentation von Antigenen. Dennoch tragen CD8+-Gedéchtnis T-Zellen, die bereits auf geringere
Mengen von MHC-Peptiden reagieren als native CD8+-T-Zellen, zum Schutz vor CVB3-Infektionen
bei'”®. CVB nutzt dabei zwei Mechanismen um der MHC-I Epitopprésentation zu entgehen. Zum einen
konnen die viralen Proteine 2B, 2BC und 3A eine Zerstorung des Golgi-Apparates und damit den
Austritt von Proteinen an die Zelloberflache verhindern. Zum anderen verstiarken sie endozytotische
Prozesse, was dazu fiihrt, dass auf der Zelloberfliche préasentierte Proteine wieder internalisiert werden
und somit unzuginglich sind'"*'”°, Im Gegensatz dazu reicht die Menge an durch MHC-II prisentierten
viralen Epitopen aus, um eine effiziente CD4+-T-Zellantwort zu induzieren, was aufgrund des Thl-

basierten Zytokinprofils zur Ausprigung von CD4+-Gedéchtnis T-Zellen fiihrt'”.

1.2.5 Priventive und therapeutische Ansitze gegen CVB-Infektionen
Obwohl zahlreiche Strategien zur Generierung von Impfstoffe gegen CVB entwickelt wurden, darunter
die Immunisierung mit inaktiviertem Virus, DNA-Plasmide, die virale Proteine exprimieren'®® oder

181 existiert derzeit kein klinisch verfiigbarerer Impfstoff.'®:1¥2 Da sich

attenuierte Lebendimpfstofte
RNA im Gegensatz zu DNA nicht in das zelluldre Genom integrieren kann, scheint der Einsatz RNA-
basierter Vakzine sicherer zu sein. Ein von Hunziker ef al. generierter RNA-basierter CVB-Impfstoff
schiitzte Méuse zwar vor der CVB3-Infektion, fiihrte jedoch nicht zur Bildung neutralisierender
Antikorper'®, Eine 2004 von Yanagawa et al. bzw. 2006 von Lim et al. beschriebene neuartige
Strategie, die sowohl fiir die therapeutische als auch prophylaktische Anwendung geeignet ist, basiert
auf 16slichen Virusrezeptorfusionsproteinen, welche in Mausen sowohl die CVB-Titer als auch das
Ausmaf der kardialen Inflammation sowie der fibrotischen Verinderungen reduzieren konnte!$4!85,
Eine weitere Strategie basiert auf der Verabreichung von Immunoglobulinen, welche aufgrund der
resultierenden mitunter nur geringen Antikorpertiter sowie auftretender intratypischer Variation gegen
bestimmte Serotypen kontrovers diskutiert wird!®e.

In therapeutischen Ansétzen finden antivirale Substanzen wie Ribavirin, welches urspriinglich als Anti-
Picornavirusagenz entwickelt wurde und die Bindung der Virionen an die Wirtszellen unterbindet!®”-138

bzw. Pleconaril, welches eine starke antivirale Wirkung gegen CVB-Stimme mit Isoleucin bzw. Valin
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an Position 1092 in der VP1-Region aufweisen'®’, Verwendung. Ein neueres antivirales Generikum ist
der Inhibitor TP219. Dieser bindet und depletiert zelluldres Glutathion, was dazu fiihrt, dass das
Virusassembly, nicht aber die Replikation des Virus unterbunden wird. Intraconazol, ein
Breitbandinhibitor von Enteroviren, interferiert mit den Oxysterol-Bindeproteinen, was dazu fiihrte, das
wihrend der Formation viraler Replikationsorganellen der Transport von Cholesterol und
Phoshatidylinositol-4-Phosphat ~ zwischen den Membranen verhindert und somit die
Enterovirusreplikation inhibiert wurde!'*°.

Neben besagten antiviralen Therapeutika, welche iiberwiegend in die Klasse antiviraler
Breitbandwirkstoffe einzuordnen sind, behandelt ein Grofteil der therapeutischen Malinahmen
ausschlieBlich Symptome, die durch CVB-Infektionen hervorgerufen werden koénnen, wie
beispielsweise die Herzinsuffizienz bzw. auftretende Herzrhythmusstérungen.

Ein weiterer neuartiger Ansatz zur spezifischen Abwehr von CVB-Infektionen stellt die Nutzung RNA-
Interferenz (RNA1) basierter Strategien dar. Dabei konnen die Therapieansitze sich sowohl gegen virale,
fiir die Virusreplikation essentielle Gene bzw. gegen zellulidre Gene, welche im Lebenszyklus der Viren
eine Rolle spielen, richten. 2005 zeigten Yuan et al., dass die CVB-Infektion in HeLa-Zellen und
murinen Kardiomyozyten durch den Einsatz einer small interfering RNA (siRNAs) gegen die Protease
2A verringert wird"!. Ebenfalls 2005 zeigten Merl ef al., dass in Méusen eine siRNA, die sich gegen
die 2A-Region von CVB richtet, die Virustiter verringert und das Uberleben der Méuse verléngert. Auch
siRNA-Molekiile, welche gegen die 3CP™@-Region von CVB gerichtet sind, verringerten die

192 Um zu verhindern, dass RNA-Viren, welche schnell Mutanten ausbilden kénnen,

Virusreplikation
resistent gegen den Einsatz von siRNA Molekiilen werden (Escape-Mutanten), wurden mitunter drei
verschiedene siRNA-Molekiile kombiniert. Ein anderer Ansatz zielt darauf ab die Bildung zelleigener
Proteine, welche fiir die Virusreplikation essentiell sind, mittels spezifischer siRNAs zu reduzieren. So
reduzierte der Einsatz einer CAR-spezifischen siRNAs die CVB3-Replikation'**. Spezifische priventive
bzw. therapeutische Ansitze gegen CVB3 konnten bislang klinisch nicht etabliert werden, sind jedoch
in Anbetracht der hohen Morbiditdt bei immunsupprimierten Patienten und Kleinkindern von
okonomischer und klinischer Relevanz'®.

Um den Einsatz RNAi-basierter Therapiemalinahmen im Menschen zu evaluieren laufen derzeit etwa
20 klinische Studien beziiglich deren Sicherheit und Vertraglichkeit. Lediglich eine dieser klinischen
Studien beinhaltet ein microRNA (miRNA) Therapeutikum, welches von der dédnischen Firma Santaris
Pharma entwickelt wurde. SPC3649 (miravirsen) inhibiert die miRNA-122 (miR-122)'%. Einige andere
miRNA-Therapeutika befinden sich jedoch derzeit in vorklinischen Studien und zeigen
vielversprechende Ergebnisse. Den Grofiteil derzeitiger RNAi-Therapeutika in klinischen Studien
stellen siRNAs dar, die iiberwiegend innerhalb der Krebstherapie bzw. in verschiedenen degenerativen
Erkrankungen getestet werden. Innerhalb der Infektionsforschung konnten hinsichtlich RSV-Viren
bereits zwei Phase 1 Studien erfolgreich in gesunden Probanden abgeschlossen werden'”. Basierend

darauf evaluiert Alnylam Pharmaceuticals (Cambridge, MA, USA) aktuell in einer klinischen Studie der

15



Einleitung

Phase 2b die anti-RSV-Aktivitdt sowie die Vertridglichkeit und Sicherheit von ALN-RSVOI in

erkrankten Probanden'®’.

1.3 Genregulation durch nichtkodierende RNAs

1.3.1 Small-interfering RNA aund microRNA

Nichtkodierende RNAs sind RNAs, welche keine Proteine kodieren. Bevor die Rolle der
nichtkodierenden Genomregionen erforscht wurde, sah man sie félschlicherweise zunédchst als
nichtfunktionelle Einheiten an'®. Durch die Entwicklung neuartiger molekularbiologischer
Technologien war es im Zuge der Genomsequenzierung moglich, neue Klassen nichtkodierender
regulatorischer Elemente zu identifizieren. Die Bedeutung und Funktionen dieser nichtkodierenden
RNAs wurden bedeutsamer als urspriinglich erwartet, als sich zeigte, dass sie iiber die Modulation der
Genexpression Einfluss auf die Ausprigung des Phinotyps nehmen konnen!*?®. Basierend auf der
Liange ihrer Sequenz unterscheidet man zwischen langen (>200nt) und kurzen (< 200 nt)
nichtkodierenden RNAs. Zu den kurzen nichtkodierenden RNAs zéhlen unter anderem siRNAs und
miRNAs?!, die sich wie Tabelle 4 zeigt, beziiglich ihrer morphologischen und funktionellen
Eigenschaften unterscheiden. Beide Typen kurzer nichtkodierender RNAs spielen eine besondere Rolle
bei der Genregulation und stehen daher im Interesse zahlreicher Untersuchungen?®’?. Das therapeutische
Potential dieser Molekiile konnte bereits fiir verschiedene Krankheiten nachgewiesen werden, darunter

Krebs und Infektionskrankheiten?’3-2%.

Tabelle 3: Eigenschaften der siRNAs und miRNA (modifiziert nach?®?).

siRNA miRNA
Prozessierung entfallt Polycistronisches Primér-Transkript (pri-
durch Drosha im miRNA) wird von RNAse III (Drosha) in
Nukleus Vorladufer miRNA (pre-miRNA) gespalten
Prozessierung Doppelstrangige RNA (30-100 bp) Vorladufer miRNA (pre-miRNA) 70-100 bp
durch Dicer im lang mit Nichtiibereinstimmungen,
Zytoplasma Hairpinstruktur
Struktur RNA-Duplex aus 21-23 Nukleotiden mit | RNA-Duplex aus 19-25 Nukleotiden mit
jeweils 2 Nukleotiden-Uberhang am 3 jeweils 2 Nukleotiden-Uberhang am 3
Ende Ende
Komplementaritit | Vollstindig Komplementaritat Unvollstindige Komplementaritit
Mechanismus der | Endonukleolytische Spaltung der mRNA | Translationsrepression
Genregulation Degradation von mRNA
Ziel-mRNA Eine Mehrere (iiber 100 gleichzeitig)
Anwendung Therapeutisches Mittel Therapeutisches Mittel
Diagnostik und Biomarker
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Im Vergleich zu konventionellen kleinen therapeutischen Molekiilen bieten siRNAs und miRNAs den
Vorteil der spezifischen, personalisierten Therapiemdglichkeit?®. Dariiber hinaus konnen theoretisch

gegen alle Gene zielgerichtet therapeutische siRNAs designt werden.

1.3.2 RNA-Interferenz

Bei der RNA-Interferenz (RNA1) handelt es sich um einen natiirlich vorkommenden, zelluldren Prozess,
welcher eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Genexpression spielt und durch die
sequenzspezifische Bindung an die mRNA zum Translationsstop bzw. zur Degradation der mRNA
fiihrt*””, Der Mechanismus der RNAi wurde erstmals im Jahr 1998 von Fire und Mello beschrieben. Sie
beobachteten, dass die Injektion kleiner Mengen von dsRNA verglichen mit der Injektion grofer
Mengen von Antisense-Transkripten in Caenorhabditis elegans ein stiarkeres Silencing der

208 Dieser Vorgang konnte 2001 auch fiir Siugetiere nachgewiesen werden??,

Genexpression bewirkte
Prinzipiell verlduft die RNAi nach einem definierten Muster. Dafiir wird dsRNA entweder von
zelluldren Genen transkribiert oder von auflen in die Zellen eingefiihrt (Abb. 5). Diese dsSRNAs werden
vom Ribonuklease (RNAse) I1I-/ike Enzym, welches auch als Dicer bezeichnet wird, im Zytoplasma zu
doppelstrangigen siRNAs prozessiert. Die 21-23 nt langen siRNAs interagieren mit dem sogenannten
RNA induced silencing complex (RISC) und aktivieren diesen. RISC ist ein Multiproteinkomplex, der
unter anderem die Endonuklease Argonaute 2 (AGO2) enthilt, welche den passenger-Strang vom
Leitstrang der dsSRNA trennt und abbaut. Der Leitstrang assoziiert mit dem RISC und erhélt so seine
Spezifitat. Dadurch kann RISC iiber die Sequenz des Leitstranges spezifisch an komplementére
Sequenzen in der mRNA binden. AGO2 schneidet dann in der Mitte der hybridisierten Sequenz die Ziel
mRNA, so dass spezifisch ein Gen stillgelegt wird (Abb. 5)>°7:21°,

Die durch die miRNAs vermittelte Stilllegung von Genen verlduft dhnlich zu der von siRNAs
posttranskriptional. MiRNA-Gene werden im Zellkern mittels Polymerase II transkribiert, es entstehen
lange ds stem-loop Strukturen, die sogenannten primdren miRNAs (pri-miRNAs). Die pri-miRNAs
werden durch den Drosha-Komplex in 70-100 nt lange Duplexstrukturen prozessiert, den precursor
miRNAs (pre-miRNAs). Diese pre-miRNAs werden durch das Transportprotein Exportin-5 {iber die
Poren der Kernmembran in das Zytoplasma transportiert, wo diese durch den Dicer-Komplex zu 18-
25 nt langen Fragmenten prozessiert werden. Der miRNA-Duplex assoziiert mit RISC zu miRISC. Im
Anschluss wird das miRNA-Duplex entwunden und der passenger-Strang iiber AGO2 abgetrennt. Der
aktivierte miRISC kann nun spezifisch an die Ziel-mRNAs binden. Dabei bindet miRISC bevorzugt
Zielstrukturen am 3-Ende (3’UTR) innerhalb der mRNA und fiihrt iiber den RNAi-Mechanismus zum
Abbau der mRNA bzw. zum Translationsabbruch. Bei einer vollstandigen Komplementaritat zwischen
der mRNA-Sequenz und miRISC kommt es zum Abbau der mRNA, wihrend die in Sdugerzellen
hiufiger auftretende unvollstéindige Komplementaritéit zum Translationsabbruch fiihrt?!!-212, Seltener

konnen auch die 5’UTR?!32 bzw. proteinkodierende Bereiche?!*2!® Bindungsstellen darstellen. So
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zeigte Duursma et al., dass die miRNA-148 an die fiir das humane DNA-Methyltrasnsferase 3b
(DNMT3b)-Protein kodierende Region binden kann?!.

Bislang wurden mehr als 1000 zellulire miRNAs gefunden, die etwa 30% aller tierischen Gene post-
transkriptional regulieren?!!. Diese Regulation betrifft zahlreiche biologische Mechanismen,
einschlieBlich Proliferation, Differenzierung, Apoptose sowie die pathogeninduzierte Immunantwort.
Dabei wirken einige zelluldare miRNAs direkt auf die virale Replikation. Beispielsweise begiinstigt die
spezifisch in der Leber exprimierte zellulire miRNA-122 die Replikation des Hepatis C-Virus?!7,
wohingegen das Humane Immunodefizienz Virus-1 (HIV-1) aktiv die Expression des polycystronischen
miRNA Clusters miRNA-17/92 unterdriickt um effizient replizieren zu konnen®'8. Nelson et al. zeigten,
dass die CVB3-Infektion eine verstarkte Expression der miRNA-21 bewirkt, was zu einer Degradation
von Desmin und so zu einer Zerstdrung der Desmosomen in HL-1-Zellen und in den Kardiomyozyten
ménnlicher A/J- Méuse fiihrte?!®. Auch die Gruppe um Tong ef al. zeigte den Einfluss einer miRNA auf
die Pathogenitidt von CVB3 in Balb/C-Mausen??’. Hier wurde nachgewiesen, dass die miRNA-10a’
(passenger Strang des miRNA-Duplex, auch als star strand bezeichnet) sich gegen die kodierende
Sequenz der 3D-Polymerase richtet, was zu einer positiven Genregulation und so zu einer verstirkten
Biosynthese des Virus fiihrte’”. In CVB3 infizierten Mé&usen verstirkte die miRNA-155 die
iiberschiissige inflammatorische Immunantwort und somit die Schiddigung des Myokards. Die
Inhibierung der miRNA-155 wiederum, resultierte in einer geringeren Schadigung des Myokards in der
akuten Phase der Myokarditis in den M&usen. Daher eignet sich die miRNA-155 als potentielles
therapeutisches Mittel zur Regulation der CVB3 induzierten Myokarditis. 2>! Wiederum kodieren einige

1222

dsDNA Viren, wie das Herpes Simplex Virus-1222 oder das Eppstein-Barr-Virus??®, miRNAs, welche

die virale als auch die zelluldre Genexpression regulieren konnen.
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Abbildung 5: Mechanismus der RNA-Interferenz.

Schematische Darstellung des RNA-Interferenz Mechanismus modifiziert nach??. [miRNA: microRNA, siRNA: small-
interfering RNA; Pri-miRNA: primdre miRNA, Pre-miRNA: precursor miRNA; ds: doppelstringig, DICER: Ribonuklease
(RNAse) IlI-like Enzym; RISC: RNA induced silencing complex; AGO: Argonaute 2 (Endonuklease); UTR: Nichttranslatierte
Region, mRNA: messenger RNA]

1.3.3 Insertion von miRNA-Zielsequenzen zur Regulation der viralen Pathogenese bzw.

des viralen Tropismus

Innerhalb der letzten Jahre etablierte sich die Insertion sogenannter artifizieller miRNA-Zielsequenzen
(target sequences, TS) in ein Transgen als vielversprechende Strategie innerhalb verschiedener
gentherapeutischer Ansitze??*. Durch die Bindung der miRNAs an die inserierten miRNA-TS kommt
es zu einer posttranskriptionalen Stilllegung des entsprechenden mRNA-Transkriptes, gegen das sie

gerichtet sind. Diese Methode der Genregulation basiert auf dem in Kapitel 1.3.2. beschriebenen
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Mechanismus der RNAi**?%, Dabei werden die miRNAs herkommlicherweise aus der pri-miRNA
prozessiert, welche tiber haarnadelformige Faltung stem-loop Strukturen ausbildet. Die pri-miRNA wird
iiber RNAse-Proteine im Nukleus als auch im Zytosol in kurze RNA-Duplexstrukturen, bestehend auf
Leit- und Folgestrang, prozessiert?'??2"22°. Der Leitstrang wird in RISC integriert, wihrend der
Folgestrang, in der Literatur auch als miRNA* bezeichnet, abgebaut wird?*?. Alternativ kdnnen jedoch
auch beide Stringe der RNA-Duplex zu funktionellen reifen miRNAs werden?!233, Die miRNA
assoziiert im RISC mit einem der AGO-Proteine und fiihrt iber Basenpaarung mit der entsprechenden
mRNA zur Repression der Proteinsynthese bzw. aktivieren einige miRNAs auch die Translation der
entsprechenden mRNA2!12* Wihrend sich die TS in Pflanzen iiberwiegend in proteinkodierenden
Regionen befinden, liegen sie in Tieren meist als sich wiederholende Sequenzfolgen in der 3°’UTR der
mRNA?132326 Dje Spezifitit der Bindung von miRNA und mRNA beruht auf der perfekten
Ubereinstimmung zwischen der seed Sequenz der miRNA und der entsprechenden mRNA. Die seed-
Region ist eine konservierte Sequenz, welche sich an Position 2-7 oder 2-8 des 5’-Endes der miRNA
befindet*!!*627, MiRNAs, welche die gleiche seed-Sequenz besitzen gehoren zur selben miRNA-
Familie und regulieren die gleichen mRNA-Transkripte?*>>®, Neben der Ubereinstimmung der seed-
Sequenz wird in Tieren die miRNA-mRNA-Interaktion durch die Nichtiibereinstimmung zwischen den
Nukleotiden an Position 9-12 am 5’-Ende der miRNA reguliert, welche wahrscheinlich die AGO2-
vermittelte Spaltung der entsprechenden mRNA verhindern®®?*, Zudem reicht die Ubereinstimmung
der seed-Sequenz der miRNA mit der entsprechenden mRNA allein nicht zwangsldufig fiir die
Genrepression aus, so dass zusitzlich eine Komplementaritit im Zentrum oder im 3’-Bereich der
miRNA zur Stabilisierung der miRNA-Bindung erforderlich ist. Durch suboptimale Ubereinstimmung
in der seed-Region werden insbesondere Komplementaritidten der Nukleotide an Position 13-16 der
miRNA bedeutend?>?*, Zusitzlich gilt, dass eine Adenosin-Uracil-reiche Nukleotidsequenz in der
Nihe der Zielsequenz die Repression verstirkt?**. Auch wenn fiir die meisten TS-vermittelten
gentherapeutischen Ansétze eine perfekte Komplementaritdt zwischen TS und miRNA erforderlich ist,
zeigten beispielsweisen die Studien von Geisler et al. und Denzler et. al., dass eine nicht perfekte
Ubereinstimmung zwischen TS und miRNA eine verstirkte Repression verursachten®*!242,

Durch die Insertion geeigneter miRNA-TS in ein Transgen kann so die Expression der entsprechenden
mMRNA durch tiber den RNAi-Mechanismus supprimiert bzw. reguliert werden. Normalerweise
vermittelt der Leitstrang der miRNA die Genrepression, sodass die entsprechende artifizielle miRNA-
TS in die jeweilige Expressionskassette des Transkripts inseriert wird. Kim ef al. zeigten jedoch, dass
auch der passenger Strang der miRNA zur Regulation der Genexpression befahigt ist**.

Die Wirksamkeit der miRNA-regulierten Transgenexpression héngt von unterschiedlichen Faktoren ab.

238,244

So beeinflussen die zell- bzw. gewebespezifische Expression der miRNAs sowie das

Expressionslevel der jeweiligen miRNA?* den Erfolg der Regulation. Generell gilt, dass stirker
exprimierte miRNAs zu einer stirkeren Suppression der Zielsequenz fithren**S, dennoch verlduft die

247

Relation zwischen miRNA-Expression und der Repressionseffektivitdt nicht linear**’. Brown et al.
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definierten, dass mindestens 100 Kopien der entsprechenden miRNA / pg sRNA nétig sind, um die

248 Wiederum besitzt nicht zwangsliufig

Repression des mit TS modifizierten Transgens zu erzielen
jede stark exprimierte miRNA den gleichen Effekt auf die Transgenexpression bzw. konnen
unterschiedlich stark exprimierte miRNA teilweise den gleichen Repressionseffekt aufweisen®’.
Dennoch wird die entsprechende miRNA idealerweise stark in dem Zielgewebe exprimiert in welchem
das Transgen reprimiert werden soll und nur schwach bis gar nicht in Geweben wo dessen positive
Expression gewiinscht ist?*.

Neben der Auswahl der geecigneten miRNA beeinflusst die Anzahl der Sequenzwiederholungen?#!2%
der inserierten miRNA-TS bzw. die Kombination unterschiedlicher miRNA-TS?*!5! die Effektivitit
des De-Targetings. MiRNA-TS sollten vornehmlich in einer nicht zur Ausbildung von
Sekundirstrukturen neigenden Region des Transgens inseriert werden®2. Doch auch wenn die 3’UTR
weniger zur Ausbildung besagter Strukturen neigt, wurden auch in der 5’UTR erfolgreich miRNA-TS
inseriert**?*, Zusitzlich zu dem bereits erwihnten positiven Effekt Adenosin-Uracil-reicher Regionen
fiir die Insertion von miRNA-TS demonstrierten Grimson et al., dass deren Insertion in unmittelbarer
Nihe eines Stopcodons wenig effektiv ist**°. Mehrere Studien zeigten, dass eine Erhéhung der
Kopienzahl der inserierten miRNA-TS bis zu einer bestimmten Anzahl zu einer Verstirkung der
Repression fiihrt. In HuH7-Zellen erhdhte sich der Effekt der Transgenrepression durch die miRNA122a
um etwa 12 % bei der Erhohung der miRNA-TS-Anzahl von eins auf drei. Wiederum verstérkte sich
der Effekt nur um knapp 3 % wenn sechs miRNA-TS inseriert wurden**®. Auch bei der Anzahl der
miRNA-TS spielt die Zielzelle eine Rolle fiir die Effektivitdt der Transgenrepression. In Thymozyten
unterschied sich die Effektivitit der Repression zwischen zwei und vier inserierten miRNA-181-TS
nicht, wohingegen in peripheren T-Zellen die Repression durch vier miRNA-181-TS verstirkt wurde?.
Da zu hohe Kopienzahlen der inserierten miRNA-TS zu unerwiinschten Effekten wie Ubersittigung
oder der durch die Ziel-RNA vermittelten Degradation der entsprechenden miRNA fiihren kénnen?%¢
28 kann die Insertion von miRNA-TS verschiedener miRNAs die Wirksamkeit der Repression

248,251

verstiarken Insbesondere in Vektoren mit einem sehr kleinen Genom, die in ihrer

VerpackungsgroBe limitiert sind, kann der Einsatz multipler miRNA-TS problematisch sein?¥-2¢!,
Zudem erhoht der Einsatz zu vieler miRNA-TS die mogliche Ausbildung von Sekundarstrukturen,
welche so die Zuginglichkeit der miRNA-TS zu RISC unterbinden®®?. Weitere Punkte, welche die
Wirksamkeit der miRNA-TS-Insertion beeinflussen, sind die Position der Insertion in das Genom bzw.
in das Transkript sowie der Abstand zwischen den mehrfach inserierten miRNA-TS-Kopien®**. Auch
wenn gezeigt wurde, dass die Insertion unmittelbar aufeinanderfolgender perfekt komplementérer
miRNA-TS sehr wirksam sein kann?**2%5, kam es bei nicht perfekter Ubereinstimmung zu sterischen
Hinderungen bei der Bindung und somit zu einer Verringerung der Repression®®>%, Zu lange

Sequenzen zwischen den miRNA-TS-Kopien kénnen jedoch zur Ausbildung von Sekundérstrukturen

filhren. Prinzipiell gelten drei bis sechs miRNA-TS-Kopien mit 4-10 Nukleotiden zwischen den
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einzelnen Kopien als empfehlenswert, jedoch ist bei der Insertion von miRNA-TS von unterschiedlichen
miRNAs eine geringere Kopienzahl ausreichend?*.
Brown et al. konnten 2007 erstmals zeigen, dass Transgene, denen miRNA-TS in die 3°’UTR inseriert

248 Dafiir inserierten sie in ein

wurden von den korrespondierenden miRNAs effizient abgebaut wurden
GFP-Konstrukt TS, welche von der spezifisch in humanen, embryonischen Stammzellen exprimierten
miRNA-372 erkannt werden. AusschlieBlich wihrend differenzierter Stadien, in denen die miRNA-372

208 Um off-target Effekte in gesunden Geweben zu

nicht exprimiert wird, konnte GFP detektiert werden
vermeiden bzw. um lediglich ausgewdhlte Zell- bzw. Gewebetypen zu adressieren, ist es bei der miRNA
vermittelten Suppression einer mRNA entscheidend, eine fiir die jeweilige Anwendung (Krankheit,
Gewebe, Differenzierungsgrad etc.) spezifische miRNA auszuwihlen. Neben der Auswahl solcher
natiirlich vorkommender miRNAs zeigten Hirosawa et al. kiirzlich das Potential der Kombination aus
TS-vermittelter Suppression und miRNA-responsiver sich wiederholender kurzer palindromischer
Sequenzen, den clusterd regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) und den CRISPR-
assoziierten Systemen (Cas) fiir die Regulation gentherapeutischer Modulationen. Sie inserierten TS fiir
die miRNA-21 bzw. fiir die miRNA-302 in die 3’UTR der Cas9-mRNA (miRNA-Cas9 switch) und
zeigten in HeLa-Zellen (miRNA-21 positiv) sowie in humanen induzierten pluripotenten Stammzellen
(miRNA-302 positiv) zur regulierten, zelltypspezifischen Attenuierung der Cas9-Aktivitit in
heterogenen Zellpopulationen®’.  Fiir eine Vielzahl gentherapeutischer Anwendungen, wie
beispielsweise die Ursachenforschung von Erbkrankheiten, ist es ndtig, eine spezifische Zellpopulation
zu adressieren, so dass die gewéhlte miRNA spezifisch fiir deren Abstammung- bzw.
Differenzierungsstatus sein muss?*®. Induzierte pluripotente Stammzellen ermdglichen die gezielte
Analyse krankheitsspezifischer Zellen bzw. den Einsatz autologer Zellen fiir die Behandlung

268 Basierend auf der differentiellen Expression der reifen miRNA-let7a in

degenerativer Erkrankungen
pluripotenten und sich differenzierenden bzw. differenzierten Zellen konnten mittels eines lentiviralen
Systems, welches auf der Insertion eines Fusionskonstruktes aus miRNA-let7a-TS und GFP basierte,
patientenspezifisch induzierte pluripotente Stammzellen isoliert werden. Potentiell ermoglicht dieser

268 Ein weiteres Anwendungsfeld der

Ansatz zudem die verlangerte Aufrechterhaltung der Pluripotenz
miRNA-TS vermittelten Transgenregulation stellt die Regulation des Tropismus tumorspezifischer
onkolytischer Viren dar®®. Dabei nutzt man die Tatsache, dass virale Proteine zu einer Inflammation in
den entsprechenden Zellen und deren Tod fithren kdnnen. Durch den Einsatz tumorspezifischer Viren
kann so der Tod der entarteten Krebszellen vermittelt werden. Der Einsatz von miRNA-TS ermoglicht
dabei die kontrollierte Replikation der onkolytischen Viren, ohne dass diese durch das wirtseigene

Immunsystem attenuiert werden?”

. Onkolytische Adenoviren welche durch die Insertion von miRNA-
E1ATS modifiziert wurden, zeigten in murinen Hirntumormodellen eine hohe antitumorale Aktivitat
und konnten gleichzeitig lang und effektiv in den Gliomen replizieren?’!. Die Modifikation
onkolytischer Adenoviren mittels miRNA-TS-Insertion wurde unteranderem fiir die konditionierte

Replikation in der Leber (miRNA-122a%>, miRNA-199a*’?), im Pankreas (miRNA-216a, miRNA-
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148a%”) sowie in diversen weiteren Strategien verwendet®**. Auch in anderen onkolytischen Viren, wie

4 oder dem Vaccinia Virus’”’, konnte durch die Insertion von

dem Herpes Simplex Virus?
entsprechenden miRNA-TS die virale Pathogenitét fiir den Wirt reduziert werden, ohne dabei das
onkolytische Potential zu verringern. Zudem kann der Einsatz von miRNA-TS zur Erhéhung der
Sicherheit viraler Impfstoffe beitragen, was bereits mehrfach fiir Polioviren, Influenza A Viren oder
aber Flaviviren nachgewiesen wurden?’®,

In Coxsackieviren wurde diese neue Technologie erstmals 2008 von Kelly et al. genutzt, um die
Replikation eines Virus gewebsspezifisch zu supprimieren®”. Hierzu wurden die miRNA-TS der
muskelspezifischen miRNA-133 und miRNA-206 in die 3’UTR des Coxsackievirus A21 (CVA21)-
Genom inseriert. Das rekombinante CVA21 wies typische Replikationseigenschaften in Zellen bzw.
Geweben auf, welche die miRNA-133 und miRNA-206 nicht exprimierten. Hingegen replizierte das
modifizierte CVA21 innerhalb des Muskelgewebes deutlich schlechter als der Wildtyp®®. Die
Untersuchung der CVB3 ausgelosten Myokarditis in Mausen unterliegt dem von Tracy et al.
beschriebenen Hypothese, dass auch kardiovirulente CVB3-Stamme keine Myokarditis ohne eine
vorgehende Pankreatitis verursachen kénnen®. Dieser Sachverhalt limitiert die Aussagekraft der in
Miusen generierten Befunde, da CVB3 induzierte Myokarditen im Menschen keine apperente
Pankreatitis vorhergehen muss. Verschiedene Studien zeigten, dass sich die miRNA-Expressionsmuster
von Herz und Pankreas wihrend der CVB3-Infektion in Mausen unterscheiden. Durch die Insertion
organspezifischer miRNA-TS in den entsprechenden CVB3-Stamm gegen miRNAs, welche verstéirkt
im Pankreas, im Herzen jedoch kaum exprimiert werden, kann so eine gezielte Veréinderung des CVB3-
Tropismus im Mausmodell erreicht werden. Dadurch ist es moglich, den Erregertropismus im murinen
System an den humanen anzugleichen und eine Myokarditis ohne Anwesenheit der Pankreatitis zu

untersuchen.

1.4 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin pankreasattenuiertes CVB3 zu generieren, um damit ein
CVB3-Maus-Myokarditismodell zu etablieren und dieses auch hinsichtlich tierschutzrechtlicher
Aspekte weiter zu entwickeln. Entgegen der CVB3-Infektion im Menschen stellt im murinen
Organismus nicht das Herz, sondern das Pankreas, das fiir die CVB3-Infektion suszeptibelste Organ dar.
Verschiedene klinische Symptome, wie der starke Gewichtsverlust, das schmerzhafte Hochziehen des
Bauches sowie schnell auftretende Todesfille konnen als direkte Folge der virusbedingten akuten
Pankreatitis angesehen werden. Diese fulminante Auspragung der Pankreatitis stellt fiir die Tiere eine
extreme Belastung dar, welche im humanen Organismus in der Form nicht auftritt!!6,

Fiir die Entwicklung von pankreasattenuiertem CVB3 sollten miRNA-TS in das CVB3-Genom inseriert
werden, welche komplementdr zu pankreasspezifisch exprimierten miRNAs sind. Binden diese

miRNAs an die inserierten CVB3-miRNA-TS, induziert dies im Pankreas den Abbau des CVB3-

Genoms iiber den Mechanismus der RNAi. Im Herzen hingegen erfolgt aufgrund fehlender Expression
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dieser miRNAs keine Degradation des CVB3-Genoms, so dass in diesem Organ eine uneingeschriankte

Virusvermehrung stattfindet (Abb. 6).

Herz

CVB3-Replikation

[
>

CVB3-Genom miRNA-TSs

CVB3 mit Zielsequenzen
pankreasspezifischer miRNAs

Pankreas
Pankreasspezifische miRNAs /l"&‘h
- ¢ - CVBS-Degradation_; ¢
CVB3-Genom mMIRNA-TSs Pan titis

Abbildung 6: Insertion pankreasspezifischer miRNA-Target Sites in das CVB3-Genom modifiziert den
viralen Tropismus im Mausmodell.

Replikationseigenschaften eines CVB3, welches mit miRNA-TS pankreasspezifischen miRNAs ausgestattet ist. CVB3 die

miRNA-TS pankreasspezifische miRNAs besitzen, konnen nicht im Pankreas replizieren. Im Herzen hingegen bleibt ihre

Replikation unbeeinflusst.

1))

2)

Im Fokus dieser Arbeit stand zundchst die Identifikation von miRNAs, welche im
Gesamtpankreasgewebe, insbesondere im exokrinen Pankreas, hohe Expressionslevel aufweisen und
gleichzeitig im Herzgwebe gering bis gar nicht exprimiert werden. Dies sollte mittels Affymetrix-
miRNA-Chip-Analyse sowie qRT-PCRs erfolgen. AnschlieBend sollten, basierend auf den
ausgewdhlten miRNAs, entsprechende miRNA-TSs in das Genom des CVB3-Stammes rCVB3.1
inseriert werden. Die Insertionen sollten fiir den CVB3-Plus -bzw. CVB3-Minusstrang in das 5’-
bzw. 3’-Ende des CVB3-Genoms erfolgen, um zu iberpriifen, welche Insertionsstelle die

Virusreplikation am effektivsten supprimiert.

Daran anschlieBend sollte das Replikationsverhalten der generierten CVB3-Varianten sowie die
Effizienz der Inhibierung mittels der inserierten miRNA-TS in vitro in verschiedenen Zelllinien

untersucht und quantifiziert werden.
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3)

4)

Die in vitro evaluierte, mittels miRNA-TS modifizierten CVB3-Varianten sollten in vivo auf ihre
Effizienz tiiberpriift werden. Dafiir sollte zundchst mittels einer Dosiseskalationsreihe die
erforderliche initiale Viruslast emittelt werden. Fiir die Etablierung und Optimierung des Modells
sollte der Outbred Mausstamm NMRI verwendet werden. Zusétzlich sollten ausgewihlte
Experimente an dem Inbred-Stamm Balb/C durchgefiihrt werden. Um objektive Aussagen iiber die
Auswirkungen der CVB3 induzierten Myokarditis hinsichtlich kardialer Dysfunktionen zu treffen,
sollten himodynamische Messungen der kardialen Funktionsparameter durchgefiihrt werden. Ziel
dieses Teilabschnittes war es in zwei Mausstammen zu Uberpriifen, ob die in vitro evaluierte CVB3-
miRNA-TS-Variante in vivo eine akute Myokarditis induzieren kann, ohne dass die Miuse eine

Pankreatitis ausbilden.

In weiteren in vivo Versuchen sollte zudem untersucht werden, ob das pankreasattenuierte CVB3
auch eine chronische Myokarditis induziert. Dafiir sollte ein 28-tdgiges Infektionsmodell
(chronisches CVB3-Modell) in NMRI-Méusen etabliert und entsprechend der fiir das akute Modell

eingesetzten Analysemethoden validiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite
Tabelle 4: Geriite.

Gerdtename

Hersteller

Autoklav Laboklav MV 80

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss, D

Advanced Centrifuge J-E

Beckman Coulter, Krefeld, D

Advanced Primus 25 Thermal Cycler

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

CO2-Inkubator HERAcell® 2401

Thermo Scientific, Karlsruhe, D

CO2-Inkubator MCO-20Alc

Sanyo, Miinchen, D

Elektrophoreseeinheit PerfectBlue Mini M

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Elektrophoreseeinheit X-Cell SureLock

Life Technologies, Darmstadt, D

Flaschenfilter 0,22 und 0,45 um

Millipore, Billerica, Massachusetts, USA

Fluoreszenzmikroskop Observer Z1

Zeiss, Berlin, D

Geldokumentation UV Solo TS

Biometra-Analytik Jena, Jena, D

Gewebehomogenisator VDI 12

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Mikroskop Primo Vert

Zeiss, Berlin, D

NanoDrop 2000

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

PALM Laser Microbeam und Pressure Catapulting

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Berlin, D

PCR Thermocycler T Personal

Biometra, Goéttingen, D

Reaktionsgefile fiir 0,5 ml, 1,5 ml

Eppendorf, Kéln, D

Schiittelinkubator 37 °C (Typ 3032-3033)

GFL, Burgwedel, D

Sterilbank MSC Advantage 1.8

Thermo Scientific, Karlsruhe, D

Sterilbank MSC 2020 1.2

Thermo Scientific, Karlsruhe, D

Thermomixer Comfort 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, D

Tischzentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg, D

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Tischkiihlzentrifuge Sigma 3K30

DJLabcare, Buckinghamshire, England

TriStar2 Multimode Reader LB942

Berthold Technologies, Bad Wildbad, D

Ultrazentrifuge LE80 Beckman Coulter, Krefeld, D
Ultrazentrifuge Optima L-90K Beckman Coulter, Krefeld, D
Vortexer (Typ REAX top) Heidolph Instruments, Schwabach, D

V-650 Spectrophotometer

Jasco Inc., Easton, Pennsylvania, USA

Wasserbad 37 °C (Typ F4391)

Haake, Karlsruhe, D

Wasserbad 56 °C, 60 °C (Typ 1002-1012)

GFL, Burgwedel, D

Wipptisch (Typ Rocking Platform WT15)

Biometra, Goéttingen, D

Ultraturrax

IKA®-Werke GmbH, Staufen, D
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller

Einweg-Kaniilen (0,3 und 0,45 mm)

BD Microlance™ 3, Heidelberg, D

Einweg-Pipetten, serologisch (2, 5, 10 und 25 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Einwegskalpell

B Braun, Hessen, D

Einweg-Spritzen (1 ml)

H. Rotert GmbH & Co. KG, Bad Iburg, D

Kryordhrchen (1,8 ml)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

MicroAmpTM Optical 96-Well Reaction Plate

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D

Mikrotiterplatten, 96 well

Berthold Technologies GmbH, D

Parafilm

Pechiney, GmbH, Diisseldorf, D

Petrischalen (10 cm)&

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Pipettenspitzen, gestopft (1000, 200, 10 ul)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, D

Reaktionsgefifie (0,25, 0,5, 1 und 2 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, D

Zellkulturflaschen (25; 75 und 175 cm?)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, D

Zellkulturplatten (24, 12 und 6 Vertiefungen)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Zellkulturschalen (10 cm &)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Zentrifugenrohrchen (15 und 50 ml)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

2.1.3 Chemikalien
Tabelle 6: Chemikalien.

Bezeichnung

Hersteller

Agarose (universal)

Rapidozym, Berlin, D

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Bromphenolblau (BPB)

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

DEPC-gereinigtes Wasser

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Agarose (universal)

Rapidozym, Berlin, D

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Bromphenolblau (BPB)

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Calciumchlorid (CaCl,)

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

DEPC-gereinigtes Wasser

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

dNTPs

Rapidozym, Berlin, D

DNA Loading Dye (6x)

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Eagle-Medium Pulver (Gibco™ Essential Medium)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Fotales Kdlberserum (FKS)

C.C. Pro, Oberdorla, D

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

Sigma-Aldrich, Miinchen, D
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INT (2-(4-Iodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyltetrazoliumchlorid)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Iso-Propanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Kristallviolett Sigma-Aldrich, Miinchen, D

L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Célbe, D
LB-Agar Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Lipofectamin 2000 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Fermentas, St. Leon-Rot, D

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, D

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, D

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Miinchen, D

NEAA (Non-Essential Amino Acids Solution) 100x

Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

Noble-Difco Agar

Becton Dickinson, Heidelberg, D

PBS 1x

PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Polyethylenimin, PEI

Polysciences Europe, Hirschberg, D

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Penicillin/Streptomycin

BIOCHROM AG

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Polyethylenimin, PEI

Polysciences Europe, Hirschberg, D

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Triton-X-100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Trypsin 0,25 %/EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

2.1.4 Puffer und Losungen
Tabelle 7: Puffer und Losungen.

Bezeichnung Zusammensetzung

2x MTT-INT-Farbelosung

100 ml 1x PBS
60 pl Essigsdure
150 mg INT
600 mg MMT

Lysepuffer 20 mM TRIS/HCI, pH 8.0

140 mM NaCl

1 mM EDTA

1% Triton X-100, 1% Protease-Inhibitor
1% Phosphatase-Inhibitor
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PBS-Puffer, 1x

10x 100 ml PBS-Puffer
Aqua bidest. Ad 1L

TAE-Puffer, 50x

242 g Tris

57 ml Eisessig

100 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)
Aqua bidest. ad 1,0 L

TAE-Gelpuffer, 1x

2 ml 50x TAE-Puffer
Aqua bidest. ad 100 ml

Tris-HCI (1 M; pH 7,5)

121,14 g Tris
Aqua bidest. ad 0,9 L

2.1.5 Fest- und Fliissignihrmedien

Tabelle 8: Verwendete Fest- und Fliissigniihrmedien.

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB-Agar (Lennox; pH 7.5)

35 g Agar
Aqua bidest. ad 1L, Autoklavieren

Difco-Agar

3.3 g Difco-Agar
Aqua bidest. ad 100 ml, Autoklavieren

Eagle-Medium

9,61 g MEM-Pulver (Invitrogen 61100-087)

1,7 g Natriumhydrogencarbonat

Aqua bidest. ad 750 ml

1% Penicillin-Streptomycin (P/S), steril filtrieren

LB-Medium (Lennox)

20 g Agar
Aqua bidest. ad 1L, Autoklavieren

2.1.6 Zelllinien und Kulturmedien

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien mit entsprechendem Kulturmedium und Zusitzen.

Zelllinie Beschreibung Kulturmedium

AR42] Exokrines Pankreas, Ratte RPMI 1640

EndoC-BH1 | Pankreas, B-Zellen, Human DMEM + B-Mercaptoethanol
HelLa Zervixkarzinom, Human MEM +1 % NEAA, 0,02 M Hepes
HEK293T Embryonale Nierenzellen, Human DMEM +1 % Natriumpyruvat
EMCM Primére embryonale Kardiomyozyten, Maus DMEM

INS-1E Pankreas, endokrin, B-Zellen, Ratte RPMI 1640, 0,01 M Hepes

MIN6 Pankreas, endokrin, $-Zellen, Maus DMEM +1 % Natriumpyruvat
PANC-1 Pankreas, epitheloid Karzinom, Human MEM

Alle Medien wurden von der Firma Gibco bezogen und enthielten zusédtzlich 10% FKS, 1% L-Glutamin

und 1% Penicillin/ Streptomycin.
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2.1.7 Bakterienstimme

Tabelle 10: Verwendete Bakterienstimme.

Bezeichnung

Herkunft

E.coli XL-10 Gold

Stratagene, Kalifornien, USA

2.1.8 Plasmide

Tabelle 11: Verwendete Plasmide.

Bezeichnung Grofie | Expression/Insert Hersteller
psiCHECK2-amiR-Hexon | 6300 | Dual Luciferase und HexonTS Schaar et al. *"
psiCHECK2-amiR-375TS | 6356 Dual Luciferase und miRNA375TS | AG Fechner
pCMV-MIR-GFP 6200 GFP OriGene
pCMV-MIR-375-GFP 6300 miRNA-375 und GFP OriGene
pCMV-MIR-216a-GFP 6300 miRNA-216a und GFP OriGene
pPMA-RQ-375(-)-39TS 2566 375(-)-39TS-Kassette (je 3x) Lifetechnology
pMK-RQ-3 MCS 3311 Multiple Cloning Site (MCS) Lifetechnology
pMK-RQ-5 MCS 3443 MCS Lifetechnology
pscAAV-GFP 4839 | GFP Fechner et al.®™
pMKSI 10365 | CVB3-cDNA Slifka et al. *”[A]
pMKS1-eGFP 11091 | CVB3-cDNA, GFP Feuer et al. **° [A]
pBKCMV-H3 7565 CVB3-cDNA Jena, D [B]
pMKSI1-H3N 10319 | CVB3-cDNA [C]

[A] — Freundliche Gabe von Prof. Zhao-Hua Zhong, Department of Microbiology, Harbin
Medical University, Harbin 150081, China.

[B] — Freundliche Gabe von A. Henke, Universitétsklinikum Jena, Institut fiir Virologie und
antivirale Therapie, Jena, Deutschland®!.

[C] — In dieser Arbeit hergestellt.

2.1.9 Viren

Tabelle 12: Verwendete Viren.
Plasmid Virusbezeichnung Virustiter [pfu/ml]
pMKSI1 rCVB3.1 1,2x 108
pMKS1-eGFP eGFP-CVB3 1,1 x 108
pMKS1-3’-375TS(+) CVB3-375TS(3+) 9,4 x 107
pMKS1-3’-375TS(-) CVB3-375TS(3-) 1,2x 108
pMKS1-5’-375TS(+) CVB3-375TS(5+) 4,4 x 107
pMKS1-5’-375TS(-) CVB3-375TS(5-) 2,7 x 107
pMKS1-3’-39TS(+) CVB3-39TS(3+) 1,7x 108
pMKS1-5-39TS(+) CVB3-39TS(5+) 4,2 x 107
pMKS1-H3N-375TS H3N-375TS 2,3x 108
pMKS1-H3N-39TS H3N-39TS 29x 108
pMKS1-H3N H3N 3,1x 108
pBKCMV-H3 H3 4,4x 108
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2.1.10 Enzyme
Tabelle 13: Enzyme

Enzym

Hersteller

Alkalische Phosphatase

Boehringer, Mannheim, D

DNase I

Promega, Mannheim, D

DNA-Polymerase I (Klenow)

New England Biolabs, Schwalbach, D

OptiTherm-DNA-Polymerase

Rapidozym, Berlin, D

Pfu Ultra Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D

Proteinase K

Boehringer, Ingelheim, D

T4 DNA-Ligase

New England Biolabs, Schwalbach, D

T4 DNA-Polymerase

New England Biolabs, Schwalbach, D

Trypsin 0,25 %/EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

2.1.11 Restriktionsenzyme

Tabelle 14: Restriktionsenzyme zuziiglich Schnittstelle und Inkubationstemperatur.

Restriktionsenzym Schnittstelle Inkubations- Hersteller
temperatur [°C|

Adel CACNNN/GTG 37 New England
GTG/NNNCAC Biolabs (NEB)

BamHI G/GATCC 37 NEB
CCTAG/G

EcoRI G/AATTC 37 NEB
CTTAA/G

EcoRV GAT/ATC 37 NEB
CTA/TAG

Hincll GTPy/PuAC 37 NEB
CAPu/PyTG

HindIII A/AGCTT 37 NEB
TTCGA/A

Kpnl GGTAC/C 37 NEB
C/CATGG

Munl C/AATTG 37 NEB
GTTAA/C

Ndel CA/TATG 37 NEB
GTAT/AC

Notl GC/GGCCGC 37 NEB
CGCCGG/CG

Pmel GTTT/AAAC 37 NEB
CAAA/TTTG

Pvull CAG/CTG 37 NEB
GTC/GAC

Sacl GAGCT/C 37 NEB
C/TCGAG

Sfil GGCCGGAG/AGGCC 50 NEB
CCGGC/CTCTCCGG
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Smal CCC/GGG 37 NEB
GGG/CCC

Smil ATTT/AAAT 37 NEB
TAAA/TTTA

Stul AGG/CCT 37 NEB
TCC/GGA

Xbal TCC/GGA 37 NEB
AGATC/T

Xhol T/CTAGA 37 NEB
GAGCT/G

2.1.12 Reaktionssysteme und Kits

Tabelle 15: Reaktionssysteme und kommerzielle Kits

Bezeichnung Hersteller

Cell Proliferation Kit (XTT) Roche Diagnostics, Mannheim, D
Cy3-siRNA-Kontrolle Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D
Dual-Luciferase Reporter System Promega, Mannheim, D

EvaGreen Master Mix Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
High Pure Viral RNA Kit Roche Diagnostics, Mannheim, D
microRNA Expression Plasmids (miRNA-216a, 375) OriGene, Rockville, USA

miScript microRNA-375 Mimics (192764381) Qiagen, Hilden, D

miScript Control siRNA (191164157) Qiagen, Hilden, D

microRNA TagMan Assay ThermoFischer GmbH, Schwerte, D
peqGOLD Plasmid Mini Kit VWR International GmbH, Darmstadt, D
mirVana microRNA Isolation Kit Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden, D

Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D

Mouse IL-6: Mm00446190 m 1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Mouse IFN-y: Mm00801778 m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Mouse TNF-0: Mm0043258 m 1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Polyethylenimine MAX 4K (PEI Max) Polysciences, Warrington, USA
QIAEX® II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, D

T7 Transkriptionskit Roboklon, Berlin, D

TRIzol® Reagent Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

2.1.13 DNA-und Proteingroflenstandards
Tabelle 16: DNA- und Proteingrofienstandards.

Bezeichnung DNA/Protein] Hersteller
100 bp Marker DNA NEB

2-Log DNA Ladder (0,1 — 10.0 kb) DNA NEB

Magic Mark XP (20-220 kDa) Protein ThermoFisher
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2.1.14 Antibiotika

Tabelle 17: Antibiotika, verwendete Konzentrationen und Lésungsmittel.

Antibiotikum Stammliosung | Losungsmittel Endkonzentration
Ampicillin 10 mg/ml DEPC H,O 10 pg/ml
Neo/Kanamycin 100 mg/ml DEPC H,O 100 pg/ml
Penicillin/ Streptomycin 5000 pg/ml DEPC H;O 10 pg/ml

Alle Antibiotika wurden von der Firma Sigma bezogen.

2.1.15 Antikorper
Tabelle 18: Antikorper.

Bezeichnung Hersteller

CVB3-VP1 Merja Roivainen National Institute for Health and Welfare, Helsinki, Finland
y-Tubulin Sigma-Aldrich, Miinchen, D

elF4G Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA

2.1.16 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primern sind in Tabelle 19 aufgefiihrt und wurden von der Firma Life

Technologies, Darmstadt, synthetisiert. Die lyophilisierten Primer wurden in DEPC H,O geldst, so dass

die Endkonzentration 100 uM betrug

Tabelle 19: Verwendete Oligonukleotide.

Primername

Nukleotidsequenz [5°-3°]

Bemerkung

CVB3 primer 0s

ctc act ata gggcga att g

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer Oas

gtt act tct aag tta cag t

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 1s

tta aaa cag cctg tgg gtt

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer las

tta acc tct ctc aag cta a

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 2s tta tat atc tct ttg ttg g Genom-Sequenzierung
CVB3 primer 2as gtg ttg ttt age gtt geg ¢ Genom-Sequenzierung
CVB3 primer 3s gta gtg tgt gtaccggaa g Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 3as

acc aat ggg tgt aat agtt

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 4s

ttc agt cgg acgctccta g

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 4as

att cta get ttc tcctaa g

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 5s

tgg gta ata aca cca cga c

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 5as

tac acc gac atctggctat

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 6s

gag cac gac cac agc aca t

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 6as

ttc cct gac ctc agg taa

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 7s

aat tca ttg agt ggc tca a

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 7as

tga ctg ggc aac actctt ¢

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 8s

aca tgc caa tgt cag tga a

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 8as

ttg tac cat cct tat cca

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 9s

gta ggc gtg ctg gac gct a

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 9as

taa ggg taa cct gcactc g

Genom-Sequenzierung
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CVB3 primer 10s

tga agg cct tga ggc tett

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 10as

tta atcc ata gtc ctt gc

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 11s

cca tag atg cgt ctt tge t

Genom-Sequenzierung

CVB3 primer 11as

ccg ttg tct agt tcg gtt

Genom-Sequenzierung

CVB3 forward

ccc tga atg cgg cta atc ¢

CVB3-Quantifizierung

CVB3 reverse

att gtc acc ata agc agc ca

CVB3-Quantifizierung

CVB3- Sonde

5’FAM- tgc agc gga acc g - MGB

CVB3-Quantifizierung

18 S rRNA forward

cgc ggt tct att ttg ttg gt

18 S rRNA-Quantifizierung

18 S rRNA reverse agt cgg cat cgt tta tgg tc 18 S rRNA-Quantifizierung
CVB3-3MCS att aac cct cac act aaa ggg a Insert-Uberpriifung
CVB3-5MCS tta tat atc tct ttg ttg g Insert-Uberpriifung

2.1.17 Software

Alle in dieser Arbeit verwendeten Programme sind in der Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20: Verwendete Software-Programme.

Programm Bezugsquelle
BLAST/ Phi-Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
GATC Viewer GATC Biotech AG, Konstanz, D

Gene Construction Kit 4.0

Textco BioSoftware, Inc., Raleigh, USA

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
NEB Cutter http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/
MicroRNA.org MicroRNA.org

Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA

PubMed https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterien aus Bakterienstocks

Alle in der Arbeit verwendeten Bakterienstimme wurden aus der Stammsammlung der AG Fechner (FG
Angewandte Biochemie, Institut fiir Biotechnologie, TU Berlin) auf Luria-Bertani-Medium (LB-
Medium) tiberimpft. Fiir GroBpréparationen wurden die bei -80° C gelagerten Bakterienstocks
aufgetaut, 2-3 ml LB-Medium mit 5 ul der Stockldsung angeimpft und iiber Nacht bei 37° C unter
Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wurden damit groBBere Mengen (200-500 ml) in einem Verhéltnis von
1:1000 angeimpft und erneut bei 37° C so lange schiittelnd bei 120 rpm inkubiert bis eine OD (595 nm)

von 0,6 erreicht wurde.

2.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurden 2 pl eines E. coli X-Gold-Stocks in 2 ml
antibiotikafreies LB-Medium {iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37° C schiittelnd inkubiert. AnschlieBend
wurde mit dieser Ubernachtkultur 250 ml antibiotikafreies LB-Medium angeimpft und so lange bei 37°
C schiittelnd inkubiert, bis die Kultur eine OD (595 nm) von 0,5 erreicht hatte. AnschlieBend wurden
die Bakterien in vorgekiihlte Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, 10 min auf Eis inkubiert und bei 3000 g
(4° O) fiir 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 50 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-Losung resuspendiert und
bei 3000 g (0° C) fiir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde ein weiteres Mal in 50 ml einer eiskalten
0,1 M CaCl,-Losung geldst, 20 min auf Eis inkubiert und fiir 5 min bei 3000 g (0° C) zentrifugiert.
Darauthin wurde das Pellet vorsichtig in 5 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung, welche mit 14 % Glycerin
versetzt war, resuspendiert, in 50 pl Aliquots aufgeteilt, anschlieBend bei -80° C eingefroren und dort
bis zum Gebrauch gelagert.

Im Anschluss wurden die chemisch-kompetenten Bakterien quantifiziert und auf ihre Reinheit
iberpriift. Dazu wurden die Bakterien auf Agar-Platten mit Antibiotikum ausplattiert. Um
Kontaminationen auszuschlieen zu konnen wurden die chemisch-kompetenten Bakterien zusétzlich
auf antibiotikafreien Agar-Platten ausplattiert. ohne Antibiotikum ausplattiert. Die Quantifizierung
erfolgte auf Agar-Platten ohne Antibiotika. Bei einer Kolonienzahl von >250 wurden die chemisch-

kompetenten Bakterien verwendet.

2.2.1.3 Herstellung von Bakterienstocks
800 pl des sterilen LB-Mediums, welches die transformierten Bakterien enthielt, wurden mit 800 pl steril

filtriertem 60% igen Glycerin vermischt und anschlielend bei -80° C gelagert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA- und RNA-Proben erfolgte {iber das Nanodrop
2000 Spektrophotometer. Die Konzentration der DNA-Proben wurde nach der Formel: Absorption = 1£
50 ng/pl (fiir RNA 1£ 40 ng/pl) bestimmt. Die Reinheit der Proben wurde mittels eines Quotienten aus
Absorption bei 260 nm geteilt durch die Absorption bei 280 nm berechnet. Bei reinen DNA-Proben sollte

dieser zwischen 1,8 und 2,0 liegen und bei reinen RNA-Proben grofler als 2,0 sein.

2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Préparation kleiner DNA Mengen (2-3 ml) erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid Mini Kit der Firma
PeqLab nach Herstellerangaben. Fiir groere Massenkulturen (200-500 ml) wurden die Midi- bzw.

Maxi-Kits der Firma Qiagen entsprechend Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.3 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 0,8-2 %-igen Agarosegelen (versetzt mit
Ethidiumbromid (25 pg/ml)) in 1 x TAE Laufpuffer bei einer Spannung von 70-130 V. Hierbei wurden
0,8-1,3 % ige Agarosegele u. a. zur Auftrennung von Plasmiden verwendet und 2 % ige Agarosegele zur
Auftrennung kleinerer PCR-Fragmente (> 1000 bp). Die Agarose wurde in 1 x TAE Laufpuffer gelost
und bei 600 W in der Mikrowelle aufgekocht. Als DNA-Grofenstandard wurde der 2-Log DNA Marker

verwendet.

2.2.2.4 Restriktionsverdau

Die Fragmentierung der DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen, welche
Palindromstrukturen mit einer Linge von 4 bis 8 bp in der DNA erkennen und sie in dieser
Erkennungssequenz schneiden. Dabei konnen Fragmente mit glatten (blunt-ends) oder kohisiven
(sticky-ends) Enden entstehen. Alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme und deren
Erkennungssequenzen sind in Tabelle 14 aufgefiihrt. Die Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes

(25 pl) gestaltete sich wie folgt:

x ul  DNA (500 ng)
0,5 ul  Restriktionsenzym
2,5 ul  10x SmartCut-Puffer
add 25 pl mit DEPC H,O

Die Reaktion erfolgte bei 37° C fiir 2 h.

2.2.2.5 Extraktion der DNA aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Gelextraktions-Kit der

Firma Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit) entsprechend Herstellerangaben extrahiert. Um die
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Ausbeute und Konzentration der DNA zu erhéhen wurde der Elutionspuffer auf 50° C erwérmt, das
Elutionsvolumen von 50 pl auf 25 pl verringert und die Inkubationsdauer vor Eluation der DNA von

2 min auf 10 min erhght.

2.2.2.6 Ligation der Fragmente
Die Ligation der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der T4 Ligase. Die Zusammensetzung eines

Ligationsansatzes (20 pl) gestaltete sich wie folgt:

1l T4 Ligase

2 ul T4 Ligase-Puffer

x pl Insert (300 ng)

x ul Plasmidbackbone (100 ng)
add 20 pl mit DEPC H,O

Das Verkniipfen der Fragmente mit Uberhiingen (sticky ends) erfolgte bei Raumtemperatur (RT) fiir
15 min, Fragmente mit glatten Enden (blunt ends) wurden ebenfalls bei RT jedoch fiir 2 h inkubiert.

Das Verhiltnis von Backbone zum Insert lag zwischen 1:3 und 1:12.

2.2.2.7 Transformation chemisch kompetenter Zellen

50 ul chemisch-kompetenter Bakterien (E. coli, X-Gold) wurden auf Eis aufgetaut und mit 1-5 ul des
Plasmid-enthaltenden Transformationsansatzes (Kapitel 2.2.2.6) gemischt. Die Suspension wurde fiir
30 min auf Eis inkubiert, danach eine Minute lang bei 42° C erhitzt und anschlieend fiir 2 min auf Eis
gestellt. Danach wurden 500 pl antibiotikafreies LB-Medium zugegeben und die Suspension 45 min bei
37° C schiittelnd (300 rpm) inkubiert. 50-200 pul des generierten Ansatzes wurden auf LB-Agar-Platten
mit Antibiotikum (Penicillin oder Kanamycin) (1 mg/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei 37° C im
Brutschrank inkubiert.

2.2.2.8 Generierung von CVB3-cDNA-Klonen
Den Ausgangspunkt der Versuche innerhalb dieser Arbeit bildeten folgende drei Basisplasmide, welche

drei verschiedene Varianten eines infektiosen CVB3-cDNA-Klons beinhalten:

1. pMKSI1:

Das pMKS1-Plasmid, welches die cDNA eines infektiosen CVB3 enthilt, wurde uns freundlicherweise
von Prof. Lindsay Whitton, Scripps Research Institute, La Jolla, California, USA zu Verfiigung
gestellt.!” Das Plasmid enthilt zusétzlich 39 bp einer Klonierungssequenz, welche sich unmittelbar
downstream vom Startsignal des CVB3-Polyproteins im 5’-Bereich des CVB3 befindet, und die
Insertion von weiteren Fremdsequenzen ermoglicht.””” Das CVB3-Genom basiert auf der CVB3-
Variante H3.

2. pMKS1-eGFP:
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Das Plasmid entspricht dem Plasmid pMKS1 und enthélt zusétzlich die cDNA des green fluorescent

280 Dieses Plasmid

protein (GFP), welches in die oben erwéhnte Klonierungssequenz inseriert wurde
wurde uns von Zhao-Hua Zhong, Department of Microbiology, Harbin Medical University, Harbin,
China zur Verfligung gestellt. Das Plasmid bildet nach Transfektion ein CVB3, welches GFP exprimiert.

Diese Variante diente dem Transfektions -bzw. Infektionsnachweis.

3. pPBKCMV-H3:

Das CVB3-H3-Plasmid wurde uns von Prof. Dr. A. Henke, Institute of Virology and Antiviral Therapy,
Jena University Hospital, Friedrich Schiller University Jena zur Verfligung gestellt. Das Plasmid enthalt
die CVB3-cDNA eines kardiotropen CVB32!, Es diente als Grundlage zur Herstellung von pMKS127.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde ein weiteres CVB3-cDNA-Plasmid mit dem Namen pMKS1-
H3N hergestellt. Dieses basiert auf dem Plasmid-Backbone von pMKS1, in welches die CVB3-H3
cDNA aus dem pBKCMV-H3 Plasmid inseriert wurde.

2.2.2.8.1 Klonierung der MCS in das pMKS1-Plasmid

Im Plasmid pMKS1 waren lediglich die beiden Restriktionsschnittstellen BamHI und Clal geeignet, um
die Insertion einer MCS in die 3’UTR des CVB3 Genoms vornehmen zu kénnen. Daher wurde der
Bereich zwischen diesen Restrikionsschnittstellen von der Firma Life Technologies komplett zusammen
mit MCS, welche vier Restriktionsschnittstellen (Asisl, Xbal, Ndel und Pmel) enthielt, synthetisiert. Die
MCS wurde unmittelbar nach dem Stopcodon des CVB3-Polyproteins in der 3’UTR des Virusgenoms

inseriert.

Da die BamHI-Schnittstelle zweimal im pMKSI1-Plasmid vorhanden war, wurde diese mit dem
Restriktionsenzym Sacl geschnitten und darauffolgend religiert, um so eine der beiden BamHI-
Schnittstellen zu entfernen. Das synthetisierte Fragment mit der 3’-MCS wurde iiber BamHI und Clal
aus dem Plasmid pMK-RQ herausgeschnitten und mittels Ligase in das verkleinerte pMKS1-Plasmid
(pMKS1-Sacl) religiert, wodurch das Plasmid pMKS1-Sacl-3’MCS entstand. Im n4chsten Schritt wurde
die 3’-MCS aus dem Plasmid pMKS1-Sacl-3’MCS iiber Stul und Clal herausgeschnitten und
anschliefend in das pMKS1 kloniert (Abb. 7). Das daraus resultierende Plasmid erhielt die Bezeichnung
pMKS1-3’MCS (Abb. 8).
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Notl Sacl

Sacl
1 X MCS-Kasette:

5-GCGATCGCTCTAGACATATGTTTAAAC-3 sense
CVB3-Genom 3-CGCTAGCGAGATCTGTATACAAATTTG-5 antise
Asisl Xbal Ndel Pmel

1)
pMKS1
(10365 bp)
1

Sacl BamHI

BamHI

pMKS1-Sacl
(4371 bp)

pMK-RQ
(3311 bp)

Clal BamHI Clal

l Clal/BamHI

Sacl Sacl Sacl

Sacl Sacl

’ Clal/Stul
pMKS1-Sacl-3'MCS Stul + pMKS1 3 pMKS1-
(4398 bp) Clal (10365 bp) Clal +3‘MCS
(10386 bp)
BamHI
Clal BamHI BamHI
Stul Stul
Sacl BamHlI Sacl BamHI

Abbildung 7: Klonierung der MCS in das 3’-Ende des CVB3-Genoms im pMKS1-Plasmid.

[MCS: multiple cloning site)
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Sacl Notl
T7-Promotor

Hindlll

VP3

pMKS1-3’'MCS

(10386 bp)
VP1

Abbildung 8: Darstellung des pMKS1-3’MCS-Plasmids mit der MCS am 3’-Ende mit den
Restriktionsschnittstellen 4siSI, Xbal, Ndel und Pmel.

Das CVB3-Genom befindet sich zwischen den Nofl -und Clal-Restriktionsschnittstellen in dem pMKSI1-Plasmid. [MCS:

multiple cloning site]

2.2.2.8.2 Klonierung der miRNA-375TS in das 3’-Ende des CYB3-Genoms

Der Versuch 100 bp lange Fragmente, die drei Kopien der miRNA-375Ts enthielten (gewonnen aus
dem pMK-RQ-375TS, synthetisiert von der Firma Life Technologies) in die MCS des pMKS1-3’MCS-
Plasmids direkt zu klonieren, war nicht erfolgreich. Aus diesem Grund wurden die 3x miRNA-
375TSs(+) tiber AsiSI und Pmel-Restriktionsschnittstellen aus dem Plasmid pMK-RQ-375TS in das
Plasmid pMK-RQ (3311bp) mit der 3°-MCS kloniert (Abb. 9).

Das Fragment wurde anschlieBend iiber BamHI und Clal aus dem pMK-RQ herausgeschnitten und
mittels Ligase in das Plasmid pMKS1-Sacl inseriert. Im letzten Schritt wurde das Fragment mit der
MCS und den 3x 375TSs tiber Stul und Clal in das pMKS1-Plasmid zuriick kloniert (Abb. 7).

Das erhaltene Plasmid enthilt in der MCS drei Kopien der miRNA-375TS, die je durch 6 bp Spacer
voneinander getrennt sind. Das Plasmid wurde mit pMKSI1-375TS(3+) bezeichnet. Das Plus (+)
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kennzeichnet, dass die miRNA375-TS nach Bildung des CVB3 in der (+)-Strang-RNA des viralen
Genoms ((+)-Orientierung) vorliegt und von der nativen miRNA-375 gebunden werden kann. Das
Minus kennzeichnet, dass die miRNA375-TS in der (-) RNA des viralen Genoms ((-)-Orientierung)
vorliegt, welche im Verlauf der CVB3-Replikation als Matrize fiir die Synthese der CVB3-Plusstringe

dient.

pMK-RQ

3x 375TS (+)
(3311 bp) E—

+ 3x 375TS (+)

Abbildung 9: Klonierung von drei miRNA-375TS in das Fragment mit der MCS in das 3’-Ende des CVB3-
Genoms.

[MCS: multiple cloning site]

2.2.2.8.3 Klonierung der MCS in das 5’-Ende des CYB3-Genoms

Fiir die Klonierung der MCS in das 5’-Ende des CVB3 Genoms wurde die Restriktionsschnittstelle Sfil,
die sich unmittelbar stromab des Startsignals des CVB3-Polyproteins, im 5’-Bereich des CVB3 im
Plasmid pMKSI1 befindet, ausgewihlt, da die Insertion von Fremdsequenzen an dieser Stelle vom Virus
toleriert wird. Dazu wurden zwei Primer-Paare mit Baseniiberhéingen synthetisiert, welche miteinander
hybridisiert wurden. Die Baseniiberhéinge (unterstrichen) entsprechen denen der Sfil-Schnittstelle, die
restliche Sequenz beinhaltet die Restriktionsschnittstellen Asisl, Xbal, Ndel und Pmel, so dass nach dem
Ligieren die Sfil-Schnittstellen zerstort werden. Die MCS am 5°-Ende des CVB3-Genoms beinhaltet die
gleichen Restriktionsschnittstellen wie die MCS am 3°-Ende (Abb. 7). Das erhaltene Plasmid wurde mit
pMKS1-5"MCS bezeichnet.

5’ -GCGATCGCTCTAGACATATGTTTAAAC-GAG-3’ sense
3> -CTC-CGCTAGCGAGATCTGTATACAAATTTG-5’ antisense

2.2.2.84 Klonierung der miRNA-375TS in das 5’-Ende des CYB3-Genoms

Wie bereits bei der Klonierung der miRNA-375TS in das 3’-Ende des CVB3-Genoms, wurde ein
Fragment des pMKS1-5’MCS-Plasmids mit dem cDNA-Klon, welches am 5’-Ende eine MCS besitzt,
iiber die Restriktionsenzyme Notl und EcoRV rausgeschnitten und in ein kleineres Plasmid (pMK-RQ)
kloniert (Abb. 10). In das erhaltene pMK-RQ-5"MCS-Plasmid wurden drei Kopien der miRNA-375TS
iiber AsiSI und Pmel inseriert. Aus dem erhaltenen pMK-RQ-5’-375TS-Plasmid wurde das Fragment
iiber Notl und EcoRV wieder in das pMKS1 zuriick kloniert. Das erhaltene Plasmid wurde mit pMKS1-
375TS(5+) bezeichnet.
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Auf diese Weise wurden drei Kopien der miRNA-375TS fiir den CVB3-Plus -bzw. CVB3-Minusstrang
entweder in das 3’-oder 5’-Ende des pMKS1-Plasmids inseriert (Abb. 11).

Dariiber hinaus wurden auch drei Kopien der miRNA-39TS fiir den CVB3-Plusstrang iiber AsiST und
Pmel in die beiden Plasmide pMKS1-3’MCS und pMKS1-5’MCS integriert (pMKS1-39TS(3+) und
pMKS1-39TS(5+)), welche zur Herstellung von Kontrollviren dienten.

Notl

Notl + 3x 375TS (+)
pMK-RQ-5‘-375TS EcoRV
(3311 bp) EcoRV 6‘6

Notl .,;f;‘ /

Notl/ EcoRV
S —1

pMKS1

EcoRV
(10395bp) €

pMK-RQ-5" MCS
(3443bp) EcoRV |

Notl

+ 3x 375TS (+)

pMKS1-5‘MCS

(10395bp) EcoRV

(10474bp) EcoRV

Abbildung 10: Klonierung der TS-Sequenzen am Beispiel der miRNA-375TS, die dreifach in das 5’-Ende
des pMKS1-Plasmids inseriert wurden.

[MCS: multiple cloning site)

P1 P2 ; P3 :

& ?O% [ [vealve2] vp3 [ vp1 PA,J2B]  2C [3A[3BBC,d 3Dpy |Polya
5 3

IRES

P2 P3

@ S?O% IVP4IVP2| vP3 | vP1 IzAD,stl 2C [3A[3BBC,d  3D,q | [I[l]] Polya

IRES I >

Abbildung 11: Inserierungsstellen der miRNA-375TS- sowie der miRNA-39TS-Sequenzen in das 5°- bzw.
3’-Ende des CVB3-Genoms.

Die Darstellung wurde modifiziert nach3*. [VP: Virales Protein, IRES: internal ribosom entry site; P: Protein, pol:
Polymerase, Poly A: polyadenyliert; NTR: nichttranslatierte Region, TS: target site]
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2.2.2.8.5 Klonierung des pMKS1 Plasmids

Das pMKS1-H3N-Plasmid besteht aus dem pMKSI1-Backbone und dem Genom der kardiotropen
CVB3-Variante H3, welches aus dem Plasmid pBKCMV-H3 gewonnen wurde. Dieses Plasmid wurde
generiert, da die Sfil-Schnittstelle am 5’-Ende des kodierenden Bereichs des CVB3-Genoms die
Replikation von rCVB3.1 in vivo stark reduzierte. Die CVB3-cDNA im Plasmid pBKCMV-H3
entspricht der CVB3-cDNA im pMKS-1-Plasmid, nur, dass im pBKCMV-H3-Plasmid keine kiinstlich
inserierte Sfil-Restriktionsschnittstelle vorhanden ist. Das pPBKCMV-H3-Plasmid enthélt jedoch zwei
Clal-Restriktionsschnittstellen, sodass eine Insertion der TS iiber Clal und Stul (siehe nichster
Abschnitt) nicht moglich wére. Daher sollte die Sfil-Restriktionsschnittstellen-freie CVB3-cDNA-
Sequenz aus dem pBKCMV-H3-Plasmid in das pMKSI1-Plasmid, welches nur eine Clal-
Restriktionsschnittstelle besitzt, kloniert werden. Hierzu wurden die Plasmide pMKS1 -und pBKCMV-
H3 mit Clal und Notl geschnitten und die aus dem Plasmid pBKCMV-H3 isolierte CVB3-H3 cDNA in
den pMKS-1 Plasmidbackbone inseriert (Abb. 12). Das erhaltene Plasmid bekam die Bezeichnung
pMKS1-H3N.

Notl Clal Notl

2870 bp Sacl -
Stul
Notl/ Clal
MKS1 BKCMV-H3 .
Clal 7 + Notl P S R— pPMKS1-H3N
a (10365 bp) (11750 bp) Clal (10319 bp)

BamHI BamHI

7449 bp
Sacl BamHI stul Sacl BamHI

Abbildung 12: Generierung des pMKS1-H3N-Plasmids.

2.2.2.8.6 Klonierung von drei miRNA-375TS Kopien in das pMKS1-H3N Plasmid

Die drei Kopien der miRNA-375TS wurden aus dem pMKS1-375TS(3+)-Plasmid isoliert und in das
pMKSI1-H3N-Plasmid {ibertragen. Hierzu wurden beide Plasmide zundchst mit den
Restriktionsendonukleasen Clal und Stul geschnitten, um so die drei miRNA-375TS Kopien aus dem
Plasmid pMKS1-375TS(3+) zu isolieren. Im Anschluss wurde das iiber Clal und Stul geschnittene
Plasmid pMKS1-H3N mit dem Insert, welches die drei Kopien der miRNA-375TS enthielt, re-ligiert
(Abb. 13). Das erhaltene Plasmid erhielt die Bezeichnung pMKS1-H3N-375TS(3+).
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Sacl Sacl Sacl

Sacl Sacl Sacl

pMKS1-H3N N pMKs1-3-375Ts| <2/t pMKS1- H3N-375TS
Clal \(10319 bp) Clal QO%G bp) > Clal (10434 bp)
+ +
3x 375TS 3x 375TS
BamHI BamHI BarriHll
smlsad BamHlI StulSacl BamHlI Stul Sacl BamHI

Abbildung 13: Klonierung von drei miRNA-375TS-Kopien in das pMKS1-H3N-Plasmid.

2.2.2.8.7 Klonierung von drei miRNA-375TS-Kopien in das psiCHECK2-Plasmid.
Die Klonierung der miRNA-375 -und miRNA-39-TSs in die 3’UTR des psiCHECK2-Plasmids erfolgte
iiber die Restriktionsschnittstellen AsiST und Pmel unmittelbar downstream des stop codons der Renilla-

Luciferase-cDNA (Abb. 14).

SV40-Promotor

T7-Promotor

Renilla

AmpR

psiCHECK2-3x375TS

Eosetp) s

miR-375 TS

Firefly

Abbildung 14: Klonierung von drei Kopien der miRNA-375TS in das psiCHECK2-Plasmid.

Auf die gleiche Weise wurde die Kontrolle mit der Hexon-TS iiber AsiSI und Pmel in das psiCHECK2-
Plasmid kloniert.
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2.2.2.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA bzw. PCR-Fragmenten erfolgte durch die Firmen LGC und
SeqLab (Berlin, Deutschland). Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 15 ul, welche entweder 720
bis 1200 ng Plasmid-DNA bzw. 18 ng pro 100 bp des PCR-Produktes, sowie Primer (10 pmol/ul),
beinhaltete an die jeweilige Firma geschickt. Die Sequenzierung erfolgte in beiden Richtungen (sense

und antisense-Strang) (Tab. 19).

2.2.2.10 RNA-Extraktion

Fiir die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zelllinien, Geweben und Viren wurde TRIzol® verwendet. Die
Gewebestiicke wurden in einem 5 ml Reaktionsgefal3 in 2 ml 1x PBS mit dem Gewebehomogenisator
VDI 12 homogenisiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis unter dem Abzug entsprechend
Herstellerangaben. Die isolierte RNA wurde in DEPC-H,O fiir 10 min bei 60° C geldst und im
Anschluss bei -80° C gelagert. Fiir die spatere Sequenzierung viraler RNA wurde diese mit dem High
Pure Kit entsprechend Herstellerangaben isoliert. MiRNAs wurden mit Hilfe des mirVana miRNA
Isolation Kits aus Zellen und Geweben entsprechend Herstellerangaben isoliert. Die Quantifizierung der

RNA erfolgte mittels Nanodrop 2000.

2.2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die detaillierte Untersuchung bestimmter Fragmente, sowie deren Klonierung bzw. die Sequenzierung
eines DNA-Bereichs ist nur dann méglich, wenn diese in ausreichender Menge vorliegen. Daher wurden
gegenldufige Primer generiert, welche sich jeweils vor bzw. hinter dem zu amplifizierenden Bereich
anlagern. Beim ersten Schritt der PCR wurden die Proben fiir 5 min auf 95° C erhitzt, um Doppelstrange
aufzutrennen. Im Anschluss erfolgte die Hybridisierung der Primerpaare, indem deren jeweilige
optimale Annealing-Temperatur fiir 30 s konstant gehalten wurde. Die Primerpaare (Tab. 19) wurden
so designt, dass sie sich in ihrer jeweiligen Annealing-Temperatur, die im Allgemeinen zwischen 50
und 65° C lag, nur minimal unterschieden. Im der darauffolgenden Elongation wurden die Proben fiir
30s auf 72° C erhitzt. Die Amplifikation erfolgte in 40 Zyklen. Geméll der verwendeten Tag-
Polymerase der Firma Rapidozym entsprach die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes den
Herstellerangaben. Das Ergebnis der Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese tiberpriift.

Anschlieend wurden amplifizierten Produkte aus dem Gel extrahiert und iiber Sdulen aufgereinigt.

Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (20 ul) gestaltete sich wie folgt:

1 wl forward Primer [10 uM]
1 ul reverse Primer [10 uM]
2 pl 10x Polymerase-Puffer
0,8 ul ANTPs (200 uM)
1 ul Tag-Polymerase (Rapidozym)
x ul DNA (500 ng)
add 20 ul DEPC-H>O
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2.2.2.12 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase-PCR

Vor der Synthese wurden die RNA-Proben entsprechend der Herstellerangaben mit dem Enzym DNAse
I behandelt gemd3 dem unten aufgefiihrten Reaktionsschema. Fiir die reverse Transkription wurden
500 ng RNA eingesetzt, hierbei wurde fiir das Umschreiben der RNA in cDNA das High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit verwendet. Dabei erzeugt eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, die Reverse
Transkriptase, ein RNA/DNA-Hybrid. Generell wurden unspezifisch-bindende Random-Hexamer-
Primer fiir die reverse Transkription eingesetzt. Fiir die reverse Transkrition der miRNA wurden hingegen
stem-loop-Primer und fiir die der 18S-rRNA spezifische 18S-rRNA Primer verwendet (Tab.19). Die
Besonderheit der verwendeten stem-loop-Primer besteht darin, dass sie spezifisch nur an eine bestimmte
miRNA mit 8 Basenpaaren am 3’-Ende binden. Im Verlauf der RT-PCR wird der stem-loop-Primer

komplementér zur miRNA in 5°-3’-Richtung verldngert.

DNAsel-Verdau:

x ul| RNA-Probe

1 ul | DNAse I

1 ul | DNAse I-Puffer
add 20 ul | DEPC-H»0

Der DNAsel-Verdau wurde mit 1 ul Stopplosung bei 65 °C fiir 10 min inaktiviert.

RT-Ansatz (20 pl): RT-Programm:
2 pl | 10x RT-Pufter Aktivierung 50 °C 2 min
0,8 nl{25x ANTPs Denaturierung 95 °C 10 min
2 ul] 10x RT Random Primer Denaturierung  95°C 15s 40 Zyklen
1 pl | Multiscribe RT Elongation 50°C 1 min
x pl [ RNA (500 ng)
add 20 ul | DEPC-H>O
miRNA-RT-Ansatz (20 pl): RT-Programm:
1,5 pl | 10x RT-Puffer Aktivierung: 50°C 2 min
3 ul| RT-Primer miRNA Denaturierung: 95°C 10 min
3 pl | RT-Primer u6 Denaturierung: 95°C 15 40 Zyklen
0,15 ul | ANTPs (200 uM) Elongation: 50°C 1 min
1 ul|RT
5 ul | RNA (50 ng)
6,35 ul | DEPC-H,O
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2.2.2.13 Quantifizierung von cDNA mittels quantitativer PCR

2.2.2.13.1 Quantifizierung von cDNA iiber TagMan-Sonden

Die Quantifizierung der cDNA erfolgte mit Hilfe einer relativen quantitativen PCR (q-PCR). Diese
ermoglicht es die Amplifikation einer cDNA-Sequenz spezifisch zu verfolgen. Fiir die Bestimmung der
Expressionslevel der jeweiligen miRNA (Quantifizierung durchgefiihrt von Dr. Hazini, Angewandte
Biochemie, TU Berlin) innerhalb der Gewebe oder Zelllinien wurde ein spezifischer miRNA TagMan
Assay (Bestandteil des mirVana-microRNA-Isolation Kit), fiir die Bestimmung der Expression der
durch die CVB3-Infektion induzierten Level ausgewédhlter Zytokine und Interferone wurden
entsprechende TagMan-Genexpressions Assays der Firma ThermoFisher verwendet. Diese sogenannten
TagMan-Sonden basieren auf dem Mechanismus des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET).?? Dabei wird ein als Donor bezeichneter kurzwelligerer Fluoreszenzfarbstoff angeregt und
iibertrdgt so Energie auf einen als Akzeptor bezeichneten langwelligeren Fluoreszenzfarbstoff, was in
dessen hellerer Emission resultiert. Dies erfolgt ausschlieBlich, wenn sich Donor und Akzeptor nicht
weiter als 10 nm voneinander entfernt befinden. Die TagMan-Sonde ist ein Oligonukleotid, welches am
3’-Ende mit einem Quencher (Akzeptor) und an 5’-Ende mit dem Donor markiert ist. Durch die
Hybridisierung der TagMan-Sonde an die DNA-Sequenz, wird durch die 5’-3°-Exonukleaseaktivitit der
Polymerase infolge der Amplifikation das 5’-Ende der Tag-Man-Sonde abgespalten und durch die so
resultierende Trennung von Donor und Akzeptor die bisher vom Quencher unterdriickte Fluoreszenz
emittiert.

Die in ¢cDNA umgeschricbene RNA bzw. miRNA (Kapitel 2.2.2.12) wurde mittels PCR unter
Verwendung der TagMan-Sonde quantifiziert, welche sich, zusammen mit den forward und reverse

Primern fiir den loop, im Mastermix des miRNA TagMan Assay Kits befand.

gPCR-Ansatz (20 ul):

cDNA (umgeschrieben aus miRNA): RT-Programm:
10 ul TagMan® Universal Mastermix Aktivierung: 50°C 2 min
1 ul TagMan®MicroRNA Assay (20x) Denaturierung: 95°C 10 min
1.33 ul ¢cDNA (Produkt der miRNA-RT-PCR) Denaturierung: 95°C 155 40 Zyklen
7.67 ul DEPC-H,O Elongation: 50°C 1 min
cDNA (umgeschrieben aus RNA): RT-Programm:
10 upl TagMan™ Fast Advanced Master Mix ~ Aktivierung: 50°C 2 min
1 ul TagMan®Assay (20x) Denaturierung: 95°C 10 min
2 ul cDNA (Produkt der RNA-RT-PCR) Denaturierung: 95°C  15s 40 Zyklen
7 ul DEPC-H,O Elongation: 50°C 1 min

2.2.2.13.2 Quantifizierung des CVB3-Genoms iiber EvaGreen
Die Quantifizierung von CVB3 erfolgte mit Hilfe einer absoluten qPCR. Dafiir wurde eine als Standard
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dienende Verdiinnungsreihe (1x10° - 1x10' Kopien/ng) des pMKS1-Plasmid erstellt anhand derer die
jeweilige Plasmidkopienzahl berechnet wurde. Nach der Amplifikation konnte anhand der Ct-Werte des
Standards die entsprechende DNA-Konzentration der CVB3 haltigen Proben bestimmt werden. Fiir diese
Analyse wurde der Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen verwendet, der sich wie auch SYBR-Green in
doppelstrangige DNA einlagert woraus eine verstirkte Fluoreszenz resultiert, welche im gleichen
Fluoreszenzbereiche wie die von SYBR-Green liegt. Im Gegensatz zu SYBR-Green weist EvaGreen
jedoch eine niedrigere PCR-Inhibition auf und verursacht weniger Hintergrundsignal. Zudem ist

EvaGreen sehr stabil und weder zytotoxisch noch mutagen?®*.

gPCR-Ansatz (20 pl) mit EvaGreen (fur CVB3 bzw. 18S):

2 ul cDNA

0,4 ul forward Primer [10 uM]
1,2 ul reverse Primer [10 uM]
10 ul EvaGreen Master Mix
add 20 pl DEPC-H;O

PCR-Programm:

Aktivierung 50°C 2 min

Initiale Denaturierung 95°C 10 min

Denaturierung 95°C I5s 40 Zyklen
Elongation 50°C 1 min

2.2.2.14 Auswertung der relativen Quantifizierung

Um den A CT-Wert zu bestimmen, wurde vom ermittelte Ct-Wert der zu untersuchenden mRNA der
entsprechende Referenz-Ct-Wert der 18S rRNA subtrahiert (Ct mRNA - Ct 18S rRNA). Die
Expressionsstirke der mRNA in Relation zur 18S rRNA ergibt sich aus der Berechnung 2- A Ct. Um den
Expressionsunterschied zwischen zwei Proben zu bestimmen, wurde der A A Ct-Wert (= A Ctl- A Ct2)

berechnet. Der relative Expressionsunterschied zwischen Probe 1 und 2 konnte dann anhand der Formel

2-A A CT berechnet werden.

2.2.2.15 Laser Mikrodissektion

Die Laser-Mikrodissektion wurde nach der von Hvid H. beschriebenen Vorgehensweise von Prof. Dr.
Robert Klopfleisch (Institut fiir Tierpathologie der Freien Universitit Berlin) durchgefiihrt.”* Fiinf bis
sechs Pankreasschnitte mit einer Dicke von 8 pm wurden auf einem mit Polyethylennaphthalat
beschichteten Glasobjekttriger fixiert. Nach der Fixierung mit 95 % Ethanol bei -30° C wurden die
Schnitte mit Hdmatoxylin und Eosin gefirbt (H&E-Fiarbung) und in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
Wasser gewaschen. Hamatoxylin dient zur Visualisierung der Zellkerne da es in wéssrigen Losungen

mit Metallionen stark basische Chelate bildet, welche von sauren Zellstrukturen wie DNA oder RNA
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gebunden werden. Der saure Farbstoff Eosin wird wiederum vorwiegend von basischen
Plasmaproteinen gebunden und ermoglicht die Unterscheidung zwischen baso- und azidophilen
Zellstrukturen. Die Proben wurden mit steigender Ethanolkonzentration (70, 95 und 99 %) dehydriert
und bei RT getrocknet. Im Anschluss wurden die pankreatischen Gewebeproben vom exokrinen
Pankreas und der Langerhans-Inseln mittels PALM Laser und Pressure Catapulting-Verfahren

voneinander getrennt. Das separierte Gewebe wurde in Eppendorfgefae mit 30 ul Lysepuffer iiberfiihrt.

2.2.2.16 Affymetrix miRNA-Chip-Analyse

Zunéchst wurden die miRNAs {iber das mirVana miRNA Isolation Kit aus der Gesamt-RNA nach
Herstellerangeben isoliert. Die anschlieBende Affymetrix miRNA-Chip-Analyse des pankreatischen
Gewebes wurde von der Firma IKDT GmbH (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt, um anhand dieser eine
miRNA-Expressionsanalytik zu generieren.

Die Affymetrix GeneChip miRNA 3.0 Arrays beinhalten ein Setup aus 1789 humanen und 1188
murinen miRNAs und koénnen zudem pre-miRNAs sowie humane kleine nuklelire RNAs (snoRNAs)

und small Cajal-body-specific RNAs (scaRNAs) detektieren.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kaultivierung eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen mit 12 ml Medium kultiviert. Die Umsetzung erfolgte bei
etwa 95 % Konfluenz indem die Zellen einmal mit PBS gewaschen, anschlieBend mit 2 ml 0,25
Trypsi’/EDTA bei 37° C abgelost und in 10ml Medium aufgenommen wurden. Ein
Zentrifugationsschritt (5 min, 1000 rpm) trennte die sedimentierten Zellen vom Uberstand. Das
Zellpellet wurde in Kulturmedium gel6st und auf neue Zellflaschen bzw. Zellkulturplatten aufgeteilt.
Der Austausch des Mediums, bzw. das Splitten der Zellen, erfolgte danach alle 2-3 Tage.

2.2.3.2 Einfrieren von Zellen

Da sich die Zellen durch die wiederholte Passagierung in ihren Eigenschaften verandern kénnen, wurden
Kryostocks der Zellen erstellt. Fiir die Herstellung eines Kryostocks wurden die Zellen bis zu einer
Konfluenz von etwa 80 % kultiviert. Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit 1x PBS
gewaschen, anschlielend fiir wenige Minuten bei 37° C mit 0,25 % Trypsin/EDTA inkubiert, danach die
Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefdl mit 10 ml Kulturmedium iiberfiihrt und fiir 5 min bei
1000 rpm und 4° C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in FKS mit 5 % DMSO resuspendiert und in
1,5 ml Aliquots je KryorShrchen verteilt. Die Kryorohrchen wurden in einer speziellen mit Isopropanol
gefullten Box (Abkiihlung 1° C/min) fiir mindestens 24 h bei -80° C gelagert bevor sie fiir die

Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff liberfiithrt wurden.
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2.2.3.3 Kaultivierung von Zellen aus Kryostocks

Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Kryoréhrchen, mit gefrorenen Zellen, wurden im Wasserbad
bei 37° C aufgetaut, in 10 ml des jeweiligen Zellkulturmediums aufgenommen und fiir 5 min bei
1200 rpm zentrifugiert, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 12 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in T75-Zellkulturflaschen

ausgesit. Der Wechsel des Mediums erfolgte am néchsten Tag.

2.2.3.4 Zellzahlbestimmung

Um in den Versuchen stets die gleiche Zellzahl einzusetzen, wurde die Zellzahl pro Milliliter bestimmt.
Dafiir wurde ein Volumen von 10 ul in Kulturmedium geldsten Zellen auf eine Neubauer-Zahlkammer
pipettiert und alle vier Quadranten, bestehend aus je 16 Kleinquadraten, unter dem Mikroskop
ausgezihlt. Die Zellzahl berechnete sich anhand folgender Formel:

Zellzahl/ml = durchschnittliche Zellzahl aus 4 Quadraten x 10* (Kammerkonstante)

Die gelosten Zellen wurden entsprechend in Kulturmedium verdiinnt und ausgesit.

2.2.3.5 Transfektion eukaryotischer Zellen
Das Einbringen von Plasmid-DNA (Plasmide) bzw. freier RNA/ DNA in héhere eukaryotische Zellen
wird als Transfektion bezeichnet. Fiir die Transfektion wurden verschiedene Transfektions-Reagenzien

und Methoden verwendet.

Plasmide/ RNA:

In 24-Well-Platten wurden 150000 HEK293T-Zellen pro Well ausgesdt und am néchsten Tag bei
70 %-ger Konfluenz mit 100 ul Transfektionsansatz je Well transfiziert. Fiir einen Transfektionsansatz
wurden 800 ng Plasmid-DNA (abhéngig vom Zellkulturgefa3) in ein Eppendorfgefd vorgelegt und
mit opti-MEM auf 50 pl aufgefiillt und gevortext. In ein separates Eppendorfgefdl wurden 1 pl PEI
Max 40k (2 pg/ul) mit 49 ul opti-MEM vermischt und gevortext. Nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) wurden beide Ansidtze miteinander vermischt und erneut gevortext. Nach
erneuter Inkubation flir 15 min bei RT wurden die Zellen transfiziert.

Zusétzlich zur miRNA-375 exprimiert das pCMV-MIR-375-GFP-Plasmid das griin fluoreszierende
Protein (GFP). Die Transfektionseffizienz wurde 24 h nach der Transfektion mikroskopisch
ausgewertet. Dazu wurde die Anzahl griinfluoreszierender Zellen (GFP wird wird {iber blaues Licht
angeregt, Absorptionsspektrum zw. 395-475 nm; und emmitiert grines Licht, GFP-
Emmissionsmaximum: 508 nm) im Verhéltnis zur Gesamtzellzahl (visualisiert im Phasenkontrast)
abgeschitzt. Lag die Transfektionseffizienz iiber 50 % wurden die Transfektionsversuche mit den

Uberexpressionsplasmiden fortgesetzt.
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Transfektionsansatz mit PEI Max bzw. RNAIMAX: (Ansatz pro Well)

Plasmid-DNA: siRNA/ miRNA:
1x 1x
pDNA (800ng)  pul 5 miRNA (10 3l 0
opti-MEM add 50 pl | min uM) H .
15min  opti-MEM 47 ul o 20 mi

PEI Max 1 ul 5 min
opti-MEM 49 pl min RNAIMAX 3l 10

opti-MEM 47 ul min

siRNA/ miRNA-Mimics:

Fiir die Transfektion von miRNA-Mimics bzw. siRNAs wurden in 24-Well-Platten 180000 HeLa-Zellen
pro Well ausgesidt und am folgenden Tag bei 80 %-ger Konfluenz mit 50 pl Transfektionsansatz
transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine RNAIMAX nach Herstellerangaben
verwendet. Die Endkonzentration der eingesetzten miRNA-Mimics bzw. siRNAs betrug 25 nM. Die

Transfektionseffizienz wurde mit einer mit einem Fluorophor gelabelten siRNA (Cy3) iiberpriift.

Herstellung genomischer RNA von CVB3:
Die Transkription des CVB3-cDNA-Klons aus dem Plasmid pMKS1 erfolgte mit Hilfe des T7-
Transkriptionskits. Die CVB3-cDNA befand sich downstream eines T7-Promotors. Dazu wurde

zunéchst das Plasmid pMKS1 mit der Restriktionsendonuklease Clal linearisiert, das Fragment mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, aus dem Gel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit extrahiert und
aufgereinigt. Nachdem die DNA-Konzentration im Nanodrop 2000 bestimmt wurde, wurden 2 pg des
linearisierten Plasmid-DNA mit T7-RNA-Polymerase entsprechend den Herstellerangaben transkribiert.

Trankskription mit T7 RNA-Polymerase: (Ansatzvolumen 50 pl)

10 pl Reaktionspuftfer 5x

3,6ul NTP-Mix (25 mM je NTP)

2,5 ul Dithiotreitol (DTT) (100 mM)
1 pl Pyrophosphatase

1 ul T7 RNA Polymerase

x pug linearisierte cDNA

add 50 ul DEPC H,O

Nach 2 stiindigen Inkubation bei 37 °C wurden die transkribierten Proben 30 min bei 37° C mit DNAsel
inkubiert, mittels RNAeasy-Kit aufgereinigt und anschlieBend deren Konzentration im Nanodrop 2000
bestimmt. Bis zum Gebrauch wurden die Proben bei -80° C gelagert. Die Intaktheit der viralen RNA
wurde vor den Transfektionsversuchen mittels Gelelektrophorese tiberpriift. Die Transfektion erfolgte

wie unter Kapitel 2.2.3.5 beschrieben mit RNAIMAX (jedoch auf 6-Well-Platten).
2.2.3.6 Dual-Luciferase Reporter Assay als Fuktionalititsnachweis der miRNA-375-TS

Die Funktionalitdt regulatorischer DNA-Sequenzen kann durch sogenannte Reportergen-Analysen
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iiberpriift werden. Dazu wird die zu untersuchende regulatorische DNA-Sequenz direkt vor ein nicht
verwandtes Reporter-Gen in ein Reporterplasmid kloniert. Das generierte Reporterplasmid wird in
cukaryotische Zellen transfiziert, in denen sich die Expression des Reportergens proportional zum
Aktivierungs- bzw. Deaktivierungspotential des inserierten regulatorischen DNA-Fragmentes verhélt.
Uber die Zugabe eines Substrates, welches von dem Reportergen umgesetzt werden kann, kommt es zu
einem Chemilumineszenzsignal, welches mit einem Luminometer detektiert wird. Die Verwendung
von zwei unterschiedlichen Reportergenen, ermdglicht eine hdéhere experimentelle Genauigkeit.
Wihrend das experimentelle Reportergen mit den Effekten der experimentellen Parameter korreliert,
stellt das Kontroll-Reportergen eine interne Kontrolle dar. Die Normalisierung der Aktivitdt des
experimentellen Reportegens auf die des Kontroll-Reportergens minimiert die experimentelle
Variabilitét (Pipettiervolumina, Zellzustand, Transfektionseffektivitit, etc.). Entscheidend ist, dass sich
die Emissionsspektra der infolge der Substartzugabe resultierenden Chemilumineszenzsignale der
beiden Reportergene voneinander unterscheiden.

Durch den Dual-Luciferase-Assay der Firma Promega wurde iiberpriift, ob die miRNA-375TS, welche
vor direkt vor das Renilla-Luciferasegen in den Reporterplasmid kloniert wurde, die Expression der
Renilla-Luciferase inhibiert. Diese Expression wurde ins Verhéltnis zur Expression der Firefly-
Luciferase gesetzt, deren Expression wiederum nicht durch das Vorhandensein der miRNA-375TS
betroffen sein sollte. Die aus der Umsetzung des im Puffer enthaltenen Luciferins, welches sowohl
Substrat der Firefly- als auch der Renilla-Luciferase darstellt, resultierende Chemilumineszenz
(Emissionsmaximum Renilla: 480 nm, Firefly: 565 nm) wurde luminometrisch detektiert und
zueinander ins Verhiltnis gesetzt.

Wie bereits unter Kapitel 2.2.2.8.7 beschrieben, wurden die miRNA-375TS in das 3’UTR eines
psiCHECK2-amiR-375TS-Plasmids integriert. Um die Funktionalitdt der miRNA-TS zu {iberpriifen
wurde jede Messung als Duplikate durchgefiihrt. In 24-Well-Platten wurden 150000 HEK293T-Zellen
ausgesit, welche mit 400 ng pCMV-MIR-375-GFP und 400 ng psiCHECK2-375TS unter Verwendung
von PEI Max kotransfiziert wurden (Kapitel 2.2.3.5). Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die

Reportergenaktivitdt mit dem TriStar2 Multimode nach Herstellerangaben gemessen.

2.2.3.7 Zellviabilititsassay

Die Messung der Zellviabilitdt wurden mit dem Cell Proliferation Kit II (XTT) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Das Zellviabilititsassay basiert auf der photometrischen Messung des Tetrazoliumsalzes
(XTT), welches durch die Dehydrogenase metabolisch aktiver Zellen zu einem orange fluoreszierenden
Formazanprodukt reduziert wird. Die Menge an gebildetem Formazan ist proportional zur Viabilitéit der
Zellen. In 96-Well-Platten wurden 50000 HeLa-Zellen pro Well ausgesdt und nach 24 h bei einer
Konfluenz von 90 % mit einer MOI von 0,001 bzw. 0,0001 an rekombinantem CVB3

(4-fach Bestimmung je Probe) infiziert. Nach 24, 48 und 72 h wurden 50 pl XTT-Substrate zu jeder
Probe pipettiert und nach 4 h Inkubationszeit die Menge an gebildetem Formazan bei 450 nm (Tristar2
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Multinode Reader L B942) gemessen. Fiir die Bestimmung der Viabilitit wurde der Mittelwert der
Lysekontrollen gebildet (vier Wells mit 50 pul XTT-Substrat und zusétzlich 0,05 % Triton-X) und dieser
von jeder Probe abgezogen. Die Messwerte aller Proben wurden ins Verhéltnis zu den unbehandelten

Proben (Mock) gesetzt.

2.2.4 Westerblot

Alle proteinchemischen Analysen wurden extern von Dr. Klaus Knoch am DZD-Paul Langerhans
Institut in Dresden durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit Lysepuffer behandelt und die
Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt. Separat wurden die Zellextrakte auf eine SDS-
PAGE aufgetragen und im Anschluss geblottet. Fiir die Detektion von CVB3-VP1 wurde ein anti-CVB3-
VP1-Antikorper (1:500 Verdiinnung) verwendet, als Kontrolle dienten ein anti-y-Tubulin (1:2000) und
der polyklonaler Antikérper anti-elF4G (1:1000). Die Membranen wurden mit den benannten
Antikorpern in PBS mit 5 % Magermilchpulver iiber Nacht bei 4° C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Membranen dreimal mit 1x PBS gewaschen und in 5 % Magermilchpulver/PBS mit den
Sekundérantikorpern Ziege-anti-Maus bzw. Ziege-anti-Kanninchen IgGs (1:5000) fiir eine Stunde bei
RT inkubiert. Als GroBenmarker wurde der Magic Mark XP verwendet.

2.2.5 Virologische Methoden

2.2.5.1 Herstellung von rekombinantem CVB3
Transfektion von CVB3-cDNA-Klonen in HEK293T-Zellen:

HEK293T-Zellen wurden auf 6-Well-Platten so ausgesit, dass diese nach 24 h eine Konfluenz von 70-
90% (1-1,2 Mio. Zellen) erreicht hatten. Die Herstellung des Transfektionsansatzes unterteilt sich in
zwei Schritte. Zunéchst wurden 3,2 pg Plasmid-DNA mit 200 pl optiMEM vermischt und fiir 5 min bei
RT inkubiert. Parallel wurden 4 pl PEI Max (2 mg/ml) in 200 pl OptiMEM aufgenommen und fiir 5 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden beide Ansétze miteinander vermischt, gevortext und 15 min bei
RT inkubiert. In jedes Well wurden vorsichtig 400 pl des Transfektionsansatz pipettiert und die Platte
leicht geschwenkt. Nach 24 bis 48 h wurden die lysierten Zellsuspensionen nach zwei Einfrier-Auftau-
Zyklen in ein 2 ml Eppendorfgefife iiberfiihrt und 5 min bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und der Virustiter mittels Plaque Assay auf HeLa Zellen bestimmt (Kapitel 2.2.5.3).

Virusamplifikation:

HeLa-Zellen wurden in T175-Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 90 % angezogen,
anschliefend wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 20 ml
virushaltigem Kulturmedium ohne FKS mit einer MOI von 5 in die Kulturflasche gegeben.

Nach 30 min Inkubation bei 37° C im Brutschrank (5 % CO?) wurde das Medium abgesaugt und durch
frisches FKS haltiges Kulturmedium ersetzt. 24 h spéter wurden die Zellkulturflaschen bei -20° C

eingefroren und wieder aufgetaut. Nach zwei weiteren Zyklen aus Einfrieren und Auftauen wurde die
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Zellsuspension in 50 ml FalconrShrchen iiberfithrt und bei 3000 g fiir 5 min zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt, aliquotiert und die Virustiter mittels Plaque
Assay (Kapitel 2.2.5.3) bestimmt. Die Lagerung der Viren erfolgte bei -80° C. Die Herstellung von
CVB3 und die Bestimmung der Virentiter sind schematisch in Abbildung 15 dargestellt.

Transfektion Infektion

mm Plaque Assay

CVB3-cDNA-Klone < a4 OQ @

HEK293T Hela

Abbildung 15: Produktion rekombinanten CVB3’s einschliefilich der Bestimmung des Virustiters mittels
Plaque Assay.

2.2.5.2 Aufreinigung der Viren mittels Saccharose-Kissen

In ein 12 ml Polyallomer Zentrifugationsrohrchen (zuvor mit 70% EtOH ausgespiilt und vollstindig
getrocknet) wurden 3 ml 30 % ige Saccharose gegeben und das Rohrchen bei

(-20°C) eingefroren. Zehn ml der Virussuspension wurden vorsichtig auf das gefrorene
Saccharosekissen gegeben, so dass ein Abstand von 5 mm zwischen dem Fliissigkeitspiegel und der
oberen Rohrchenkante bestand. Nach Auftauen des Saccharosekissen undaustarrieren des Rohrchens,
erfolgte eine Ultrazentrifugation in der Beckman Optima L-90K mit einem SW41 Rotor fiir 3 h bei
40000 rpm. AnschlieBend wurden die Proben auf 4° C gekiihlt. Der Uberstand wurde aus dem Réhrchen
entfernt und das Pellet in 2 ml 1x PBS (25 mM MgCl,) gelost. Um die Saccharosereste in der
Virussuspension vollstindig zu beseitigen wurden 10 ml 1x PBS (25 mM MgCly) in ein 12 ml
Polyallomer Zentrifugationsrohrchen vorgelegt und mit 2 ml Virenlysat iiberschichtet die R6hrchen und
unter den oben aufgefiihrten Bedingungen erneut zentrifugiert, diesmal jedoch nur fir 1,5 h.
AnschlieBend wurde das Pellet in 200 ul 1x PBS (25 mM MgCl,) gelost, aliquotiert und eingefroren.
Die Bestimmung des Virustiters erfolgte iiber einen Plaque Assay (Kapitel 2.2.5.3).

2.2.5.3 Bestimmung des Virustiters mittels Plaque Assay

Die Virentiter wurden mittels Plaque Assay bestimmt. Dafiir wurde der zu untersuchende Virusstock in
1x PBS in 1:10-Schritten verdiinnt. In 24-Well-Platten wurden 220000 HeLa-Zellen je Well ausgesit
und bei einer Konfluenz von etwa 90% mit den erstellten 1:10-Verdiinnungen der zu iiberpriifenden
Viruslosung infiziert. Zundchst wurde das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt, die verdiinnten
Virussuspensionen hinzu pipettiert und fiir 30 min bei 37° C im Brutschrank (5 % CO,) inkubiert.
Daraufhin wurde die Virussuspension vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 500 ul Eagle-Overlay
(Zusammensetzung siche Tabelle 21) iiberschichtet. Alle benétigten Komponenten sind in Tabelle 21

dargestellt. Der Difco-Agar wurde in der Mikrowelle (600 W, 1 min) verfliissigt. Alle anderen

54



Material und Methoden

Komponenten wurden im Wasserbad auf 42° C temperiert. Die aufgewdrmten Bestandteile des Eagle
Overlay-Mediums wurden in einem 50 ml Reaktionsgefd3 vermischt und weiterhin bei 42° C im
Wasserbad inkubiert. Um zu verhindern, dass die Nahrlosung denaturiert bzw. klumpig bzw. fest wird
darf die Temperatur des Wasserbades 42° C nicht unterschreiten.

Nachdem das Eagle-Overlay binnen 15 min bei RT fest wurde, wurde die Kulturplatte fiir zwei bis drei
Tage (abhingig vom CVB3-Stamm) bei 37° C im Brutschrank (5 % CO) kultiviert. Die Plaques wurden
abschliefend mit 2x MTT-INT-Farbelosung angefarbt (20 ul pro Well), nach weiteren 2 h Inkubation
gezéhlt und die Anzahl der Plagque Forming Units (pfu) berechnet.

Tabelle 21: Zusammensetzung des Eagle-Overay-Mediums.

Agar (3,3% ig) [ml] 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20
Eagle Medium [ml] 15 22,5 30 37,5 45 52,5 60
FKS [ml] 2 3 4 5 6 7 8
Gesamtvolumen

Overlay-Ansatz [ml] 22 33 44 55 66 77 88

2.2.5.4 Infektion von Zellkulturen mit CVB3

Fiir die Infektionsversuche wurden HeLa -bzw. HEK293T-Zellen verwendet. Dazu wurden die Zellen
auf 24-Well-Platten so ausgesét, dass diese am folgenden Tag zu etwa 90% konfluent waren. Die
benotigte MOI des Virus wurde entsprechend der ausgeséten Zellzahl berechnet. Bei einer MOI von 1
wird theoretisch eine Zelle von einem Viruspartikel befallen. Fiir diese Berechnung muss die
Konzentration des Virusstocks bekannt sein. Diese wird in pfu pro Milliliter (pfu/ml) angegeben und

wird wie folgt berechnet:

pfu/ml= Zellzahl1*MOI 1*Inokulationsvolumen

Virusstammlosung

Die berechnete Virusmenge wurde in 1x PBS aufgenommen, so dass das Inokulationsvolumen fiir eine
24-Well-Platte 300 pl pro Well betrug. Vor der Infektion wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die
Virussuspension hinzugegeben und fiir 30 min bei 37° C im Brutschrank (5 % CO;) inkubiert. Im
Anschluss wurde die Virussuspension abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen, mit frischem

Medium iiberschichtet und je nach gewiinschter Infektionsdauer bei 37° C inkubiert.

2.2.5.5 MiRNA vermittelte CVB3-Inhibierungsassays

Alle Inhibierungsassays wurden entweder mit pCMV-MIR-375 -bzw. pCMV-MIR-216a-
Uberexpressionsplasmiden auf HEK293T-Zellen oder mit miRNA-375-Mimics -bzw. siRNAs auf
HeLa-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit rekombinanten CVB3-Varianten, welche
Modifikationen am 3’ -oder 5’-Ende besitzen, infiziert. Die Target-Sequenzen (TS) fiir die miRNA-375
waren entweder fiir den CVB3-Plus -bzw. CVB3-Minusstrang generiert ((+) -bzw. (-)-Orientierung)).

Als Kontrolle wurde die miRNA-39TS verwendet.
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MiRNA-375 vermittelte Inhibierung von rekombinanten CVB3 mit integrierten miRNA-375TS:

Die HEK293T-Zellen wurden entweder mit pCMV-MIR-375 -oder mit pCMV-MIR-216a
(Negativkotrolle) -Expressionsplamiden transfiziert. Nach 24 h wurden diese mit CVB3-375(3+),
CVB3-375(3-), CVB3-375(5+), CVB3-375(5-) bzw. mit der Kontrolle CVB3-39TS infiziert (MOI 0,1).

HeLa-Zellen und miRNA-Mimics/siRNA:

Nachdem zuvor beschriebenen Schema fiir HEK293T-Zellen wurden auch HeLa-Zellen infiziert. Im
Unterschied zu den HEK293T-Zellen wurden die HeLa-Zellen zunéchst mit einer Konzentration von
25 n1M miRNA-Mimics bzw. Kontroll-siRNAs transfiziert und nach 4 h Kultivierungszeit mit
rekombinantem CVB3 infiziert. Nach 24 stiindiger Infektion, nach zwei Zyklen bestehend aus
Einfrieren und Auftauen wurden die lysierten Zellen samt Medium in Eppendorfgefafie iiberfiihrt,

zentrifugiert und mittels Plaque Assay die Virustiter bestimmt.

EndoC-BH1-Zellen:

Die EndoC-H1-Zellen exprimieren endogen miRNA-375. Alle Infektionsversuche mit dieser und
INS-1E-Zelllinie (sowie Westernblots) wurden extern von Dr. Klaus Knoch am DZD-Paul Langerhans

Institut in Dresden durchgefiihrt.

2.2.6 CVB3-Myokarditismodell in der Maus
2.2.6.1 Injektion und zeitlicher Ablauf der CVB3-Injektion

Alle in dieser Arbeit verwendeten Méuse wurden unter Einhaltung der deutschen Tierschutzgesetze -und
Verordnungen behandelt. Die Tierexperimente wurden durch das Landesamt fiir Gesundheit und
Soziales (LAGeSo) Berlin genehmigt. Fiir die Tierversuche wurden sowohl mannliche Balb/C, NMRI
und C57BL/6 (Black 6) als auch weibliche Balb/C und NMRI-Méuse von Charles River (Sulzfeld, D)
verwendet. Nach der Ankunft wurden die Tiere eine Woche lang im Tierstall adaptiert, bevor
Experimente durchgefiihrt wurden.

Die Infektion mit CVB3 erfolgte intraperitoneal (i.p.) bzw. intravends (i.v.). Bei der i.p. Injektion wurden
pro Maus 200 pl der bendtigten Virusmenge (5x10%-1x108 pfu) in 0,9 % NaCl-Losung geldst und mit
einer Spritze appliziert. Die Mause wurden dabei manuell fixiert.

Bei der i.v. Applikation wurden 100 pl der Virussuspension (5x10°-1x10® pfu) injiziert. Hierzu wurden
die Mause mit Isofluran narkotisiert, der Zugang zur Vene jugularis hergestellt und die Virussuspension
mit der Hilfe einer Hamiltonspritze vorsichtig und luftblasenfrei in die linke Vene jugularis injiziert. Im
Anschluss wurden die Wunden verniht.

Die Tiere wurden téglich gewogen. Bei einer Gewichtsabnahme von 10% wurde zusétzlich Nassfutter

verabreicht, um die Nahrungsaufnahme zu erleichtern.
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Nach sieben (akutes CVB3-Modell) bzw. 28 (chronisches CVB3-Modell) Tagen wurden die Tiere
mittels Genickbruch getdtet. Es wurden Organ -und Blutproben fiir histologische, molekularbiologische
und labordiagnostische Untersuchungen entnommen.

Organproben vom Pankreas wurden in Trizol {iberfiihrt und ebenso wie Organproben von Herz in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Auswertung bei -80° C gelagert. Die Blutproben wurden
bei 3000 g fiir 5 min abzentrifugiert, die Blutseren abgenommen und bis zur Verwendung bei -20° C

gelagert.

2.2.6.2 Allgemeiner Gesundheitsstatus

Der allgemeine physiologische Gesundheitsstatus der Mduse wurde am siebten (akutes CVB3-Modell)
bzw. am 28. Tag (chronisches CVB3-Modell) nach der Infektion mit CVB3 anhand einer Skala von 1-5
(Score 1-5) beurteilt. Ein Score von 5 wurde fiir Tiere vergeben, die keinerlei Einschrinkungen des
Gesundheitszustands zeigten, wohingegen bei einem Score von 1 die Tiere lediglich eine geringe
Aktivitat und klinische Anzeichen einer schweren Infektionskrankheit aufwiesen (stark reduzierte
Bewegung, gekriimmte Haltung, struppiges Fell). Der Score wurde stets fiir alle Tiere einer Gruppe

ermittelt und ist als Mittelwert angegeben.

2.2.6.3 Histologische Untersuchungen

Die Organproben wurden in einer 4 %-igen Formalinldsung fixiert. Etwa 5 um Grofle Gewebeproben
wurden geschnitten, in Paraffin eingebettet und mittels H&E Farbung angefarbt, um die Zerstérung und
die Inflammation der Gewebe zu visualisieren.

Mit der Masson-Trichrom-Farbung wurden fibrotischen Bereiche visualisiert. Die hier verwendete
Trichrom-Farbung nach Masson-Goldner kombiniert dieFarbstoffe Eisenhdmatoxylin, Azophloxin,
Orange G und Lichtgriin SF, was eine selektive Darstellung von Kernstrukturen, Muskelfasern,
Kollagen, Fibrin und Erythrozyten erlaubt. Um die durch Myokarditis verursachte Inflammation
einzustufen zu konnen, wurde ein Inflammationsscore vergeben. Dieser lag zwischen 0 (keine
Inflammation); 1 (kleine Inflammationsspots, < 100 inflammatorische Zellen/ Herd); 2 (groBere
Inflammationsspots >100 inflammatorischer Zellen/ Herde); 3 (< 10% der Querschnittsfliche) und 4
(10-30% der Querschnittsfliche). Die Bewertung der gefirbten Gewebe erfolgte mikroskopisch.

Die histopathologischen Bewertungen wurden durch Prof. Dr. Robert Klopfleisch (Institut fiir
Tierpathologie der Freien Universitdt Berlin) bzw. durch Prof. Dr. Karin Klingel (Kardiopathologie im
Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Tiibingen) durchgefiihrt.

2.2.6.4 Herzpassagierung von CVB3
Sechs Wochen alte weibliche NMRI-Miuse wurden mit jeweils 5x10° pfu eines CVB3-Virusstocks
(H3N-375TS) i.p. infiziert. Nach sieben Tagen wurden die Tiere getdtet, die Herzen entnommen und

mit dem Ultraturrax in serumfreiem Medium zerkleinert. Nach zwei Zyklen aus Einfrieren und Auftauen
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wurde die Konzentration der Viren mittels Plaque Assay bestimmt. Mit den Viren wurden HeLa-Zellen
in einer T175-Kulturflasche mit einer MOI von 5 infiziert, mittels Saccharosegradientenzentrifugation

konzentriert und aufgereinigt, und die Titer mittels Plaque Assay bestimmt.

2.2.6.5 Himodynamische Messung

Die in dieser Studie angewandte Methode der hdmodynamischen Messungen wurde durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Carsten Tschope (Institut fiir Kardiologie, Charité-
Universitdtsmedizin  Berlin, Campus Virchow-Klinikum) durchgefiihrt. Dafiir wurden die
entsprechenden infizierten Tiere sowie die jeweiligen Kontrollgruppen am siebten Tag der Infektion
bzw. am 28. Tag der Infektion im chronischen Modell iiber die intraperitoneale Injektion von 0.8-
1.2 g/kg Urethan und 0.05 mg/kg Buprenorphin anésthesiert. Fiir die Intubation wurden die Tiere in
Riickenlage fixiert und der Hals iiberstreckt. Mittels eines in die Trachea eingefiihrten Plastiktubus
wurden die Tiere maschinell beatmet (Rodent Ventilator Type 7025, Ugo Basile, Comerio VA, Italien).
Der Thorax wurde unter Vermeidung gréf3erer Blutverluste mittels eines Langsschnittes gedffnet und
der linke Ventrikel mit einer 20G Plastikkaniile punktiert. Uber diese Kaniile wurde ein 1.2.F Druck-
Volumen-Katheter (Scisense Inc., Ontario, Kanada) in den linken Ventrikel des Herzens eingefiihrt.
Uber den Katheter wurden die linksventrikuliren Druck-Volumen-Schleifen detektiert, welche iiber
einen Mark VII Linearcorder (Graphtec Corp., Tokyo, Japan) bildlich dargestellt zu den entsprechenden
Parametern weiterverarbeitet wurden. Uber die Messung der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit
dP/dtmax (mmHg/s), wurde der links-ventrikuldre systolische Druck, welche die Kontraktilitét
beschreibt, quantifiziert. Anhand der Messung der maximalen Druckabfallgeschwindigkeit dP/dtmin
(mmHg/s) wurde der links-ventrikuldre diastolische Druck quantifiziert, welcher wiederum die
Relaxationsfahigkeit (Compliance) beschreibt. Die Messungen wurden fiir 5 min je Versuchstier

durchgefiihrt.

2.3 Statistische Auswertung

Alle Daten sind dargestellt als + standard error of the mean (SEM). Die statistischen Signifikanzen der
in vitro Daten wurden mit dem students-t-Test ausgewertet. Die Auswertung der in vivo Daten erfolgte
mit dem ungepaarten, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test. In beiden Tests wurden die Messwerte
zweier Gruppen ab einem p-Wert von kleiner als 5 % (p<0,05) als signifikant bewertet. Weitere
vergebene Signifikanzlevel waren kleiner als 1% (p<0,01) und kleiner als 0,1% (p<0,001). In den
Abbildungen wurden die Signifikanzen wie folgt dargestellt p<0.05 = *, p<0.01 = **, p<0.001 = ***,
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3 Ergebnisse

3.1 Evaluierung der miRNA

Um ein Pankreas attenuiertes CVB3 entwickeln zu konnen, war es zundchst wichtig die Expressionen
der miRNAs im gesamten Pankreas zu bestimmen. Dafiir wurde iiber eine Affimetrix Chip-Analyse, mit
welcher 1188 murine miRNAs detektiert werden konnen, ermittelt, welche der im gesamten Pankreas
exprimierten miRNAs die stirksten Expressionssignale aufweisen. Fiir weitere Untersuchungen wurden
die acht mRNAs mit dem hochsten detection above background on gene level (DABG-Signal)
ausgesucht (Tab. 22).

Tabelle 22: Ergebnisse der Affymetrix miRNA-Chip-Analyse

Proben-ID Signal
mmu-miRNA-375 11,74
mmu-miRNA-200c 11,71
mmu-miRNA-690 11,13
mmu-miRNA-217 11,09
mmu-miRNA-216a 10,72
mmu-miRNA-216b 10,24
mmu-miRNA-200b 10,08
mmu-miRNA-200a 9,51

Von den in der Tabelle 22 dargestellten Daten zeigten die miRNAs-375, -200c, -690 und -217 die
stirksten Signale in der Affimetrix mirRNA-Chip-Analyse des Gesamtpankreas, wobei die miRNA-375
das hochste Expressionslevel aufwies.

Das Pankreas gliedert sich in endo -und exokrines Pankreasgewebe. In Méusen repliziert CVB3 im
exokrinen Pankreas, so dass zuméchst sichergestellt werden musste, ob die jeweiligen mRNAs auch in
diesem Teil des Pankreas exprimiert werden. Um jedoch den Schutz des gesamten Pankreas mit Hilfe
von miRNAs vor einer CVB3-Infektion gewéhrleisten zu konnen, ist es essentiell, dass diese in beiden
Gewebeteilen des Pankreas stark und miteinander vergleichbar exprimiert werden.

Um dies fiir die mittels der Affimetrix miRNA-Chip-Analyse identifizierten miRNAs (Tab. 22) zu
iiberpriifen, wurde das Pankreasgewebe von Balb/C-Méausen mittels Lasermikrodissektion separiert, um
die Expressionslevel der miRNAs im endo -und exokrinen Pankreas zu bestimmen. Die RNA beider
Gewebefraktionen wurde mittels TRIzol extrahiert und die Expressionslevel der in Tabelle 22
aufgefiihrten miRNAs mit Hilfe einer qRT-PCR bestimmt. Fiir die relative Quantifizierung der miRNA
Expression wurde als endogenes Referenztranskript die U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) mitgefiihrt.
Auf diese wurden die Ct-Werte der ermittelten miRNAs normalisiert. Werden iiblicherweise sogenannte

Housekeeping-Gene wie die 18S rRNA zur RNA Quantifizierung von RNA verwendet, hat sich fiir die
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miRNA Analyse in Geweben die U6 snRNA bewihrt. Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigten, dass die
miRNA-375 sowohl im endo- als auch im exokrinen Pankreas am stirksten exprimiert wird (Abb. 16).
Im Vergleich zur miRNA-375 wiesen die miRNAs-200a, -200b, -200c¢ sowie die miRNA-690 eine etwa
um eine logio-Stufe geringere Expression auf und wurden jeweils in beiden Pankreasgeweben
vergleichbar stark exprimiert. Die miRNAs-216a, -216b und -217 wurden stiarker im exokrinen Pankreas
exprimiert und zeigten durchschnittlich eine um zwei log;o-Stufen niedrigere Expression als die miRNA-

375 (Abb. 16).
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Abbildung 16:Relative miRNA-Expression in den pankreatischen Geweben von Balb/C-Miusen.

Die RNA des Gesamtpankreas sowie die der mittels Laserresektion separierten endo -und exkorinen Pankreasgewebeteile wurde
iber TRIzol-Extraktion isoliert und mit einer qRT-PCR auf die Expression verschiedener miRNAs iiberpriift. Fiir die
Evaluierung der miRNAs wurden diese auf die Expression der mitgefiihrten Referenzkontrolle U6 snRNA relativiert. n=1.

Fiir die Generierung des optimierten CVB3-Maus-Myokarditismodells mittels miRNA-TS regulierter
pankreasattenuierter CVB3-Varianten sollte die ausgewidhlte miRNA sehr stark im Pankreas und
gleichzeitig moglichst gering im Herzen exprimiert werden. Nur so kann gewahrleistet werden, dass ein
effizienter Abbau des CVB3-Genoms im Pankreas erfolgt, wohingegen das Virus im Herzen weiterhin
repliziert. Aus diesem Grund wurden im Anschluss an die Analyse der miRNA-Expression im Pankreas
die Expressionslevel der evaluierten miRNAs im Herzgewebe von Balb/C-Méausen untersucht (Abb. 17).
Entsprechend der relativen Quantifizierung der pankratischen miRNA-Expression erfolgte diese
innerhalb der Herzgewebe mittels einer relativen qRT-PCR und der Normalisierung auf die endogene
Referenz U6 snRNA. Der Vergleich der Expressionslevel zeigte, dass alle getesteten miRNAs starker
im Pankreas als im Herzen exprimiert wurden. Die hochsten Expressionslevel im Pankreas wiesen
miRNA-375 und -690 auf. Da die miRNA-375 im Herzen jedoch fast um drei logjo-Stufen niedriger

exprimiert wurde als die miRNA-690 und sie in der vorangegangenen quantitativen Expressionsanalyse
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des endokrinen, vor allem aber des exokrinen Pankreas, die stidrkste Expression in beiden Gewebeteilen

aufwies (Abb. 17), wurde sie fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt.
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Abbildung 17: Relative miRNA-Expression in Herz und Pankreas von Balb/C-Miusen.

Die RNA der murinen Pankreas- und Herzgewebe wurde mittels TRIzol-Extraktion isoliert und iiber eine qRT-PCR auf die
Expression verschiedener miRNAs iiberpriift. Fiir die Evaluierung der miRNAs wurden diese auf die Expression der
mitgefiihrten Referenzkontrolle U6 snRNA relativiert. n=1.

3.2 Insertion der miRNA-375TS in das CVB3-Genom

Das miRNA-Targeting basiert auf einer kurzen, perfekten Ubereinstimmung mit der Ziel mRNA in
Kombination mit weiteren unvollkommenen Ubereinstimmungen in deren unmittelbarer Néhe. Diese als
seed-Region bezeichnete Sequenz umfasst etwa 6-8 Nukleotide, welche meist zwischen dem zweiten
und siebten Nukleotid am 5°-Ende der miRNA beginnt?®’. Die gesamte Sequenz der miRNA-375 (mmu-

Maus) wurde mit Hilfe der Internetdatenbank www.mirbase.org bestimmt und weist nachfolgende

Sequenz auf:

5-UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA-3 mmu-miRNA-375-3p

Aus der gesamten Sequenz der reifen miRNA-375 wurde die nachstehend aufgefiihrte komplementére
miRNA-375TS-Sequenz (synthetisiert von der Firma LifeTechnologies) in drei Kopien in das virale

Genom inseriert.

5-TCACGCGAGCCGAACGAACAAA-3 miRNA-375TS
Mehrere Studien mit miRNA-TS zeigten, dass eine Mehrfachinsertion der gleichen TS nétig ist, um eine
effektive Inhibierung der Virusreplikation zu erzielen.*** Zudem kann iiber mehrere TS eine stérkere

Inhibierung erreicht werden. Eine Insertion von mehr als drei TS zeigte jedoch keine signifikant stirkere
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Inhibierung, bzw. kann sich negativ auf die Replikation auswirken, da mit zunehmender Genomgrofe
das Virus replikationstriger wird?¢-2",

Nachdem die zur miRNA-375 komplementire miRNA-375TS-Sequenz bestimmt wurde, wurde sie in
das pMKS1-Plasmid®*”, in welches zuvor eine MCS kloniert wurde (pMKS1-3’MCS bzw. pMKSI1-
5’MCS), inseriert. Alle durchgefiihrten Klonierungsschritte sind dem Kapitel 2.2.2.8 zu entnehmen. Die
dabei generierten viralen Vektoren sind in der Tabelle 12 (Kapitel 2.1.9) aufgefiihrt. Die Insertionsstellen
der komplementdren TS in 3’-bzw. 5’- Enden des CVB3-Genoms in das Plasmid pMKS1 sind in

Abbildung 18 dargestellt. Auf die gleiche Weise erfolgte die Insertion der miRNA-39TSs.

AsiSI Sacl
...ATGGGGGCCGGAGGCGATCG... ... ATATGAAACGAGAGGCCGGAGGGGGTGGAGCTTTATITCAAGGAGCTC...

TCACGCGAGCCGAACGAACAAATATATATCACGCGAGCCGAACGAACAAAGCGTATTCACGCGAGCCGAACGAACAAA (CVB3- 375TS(5+)|

\, -3x (CTTTGTTCGTTCGGCTCGCGTGA) cvB3-375Ts(5-) -
-3x (CAAGCTGATTTACACCCGGTGA) CVB3-39TS (5+) T
/ P1 P2 P3
I 1l Il |
Ja Tl 1l ]
5 |vp4 |VP2 |vp3 | VP1 |2Ap,o 2B | 2C |3A |3B ch 3D,y 3
1
mcs
P1 P2 P3
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| 1T 11 |
5t [vp4 |vP2 [ vp3 | w1 PA,.[2B | 2C BA3B G| 3D |MS 3
""""""""""""" A siSl \
...TCTAA GCGATCGCTCGAGGATAGGCACC. | [..AATGACCGTGGT. ..
TCACGCGAGCCGAACGAACAAATATATATCACGCGAGCCGAACGAACAAAGCGTATTCACGCGAGCCGAACGAACAAA CVB3-375TS(3+)]
-3x (CTTTGTTCGTTCGGCTCGCGTGA) CVB3-375TS(3-)
-3x (CAAGCTGATTTACACCCGGTGA) CVB3-39TS (3+)

Abbildung 18: Insertionsstellen der miRNA-375TS und miRNA-39TS-Sequenzen im pMKS1-Plasmid.

Drei Kopien der miRNA-375TS Sequenz wurden {iber die Restriktionsschnittstellen AsiSI und Pmel in (+) bzw. (-) Orientierung
in die entsprechende MCS am 5’ -bzw. 3’-Ende des CVB3-Genoms im pMKS1-Plasmid inseriert. Drei Kopien der miRNA-39
wurden in die MCS am 5’ -bzw. 3’-Ende des pMKS1-Plasmids, jeweils in (+) Orientierung, inseriert. [MCS: multiple cloning

site, IRES: internal ribosomal entry site.]

3.3 Generierung replikativer CVB3-Varianten
Um zu iiberpriifen, ob sich aus den generierten cDNA-Klonen, denen miRNA-TS in das Genom inseriert
wurden, replikationsfahiges Virus bilden kann, wurden zunéchst Transfektionsversuche mit dem GFP-
expimierenden Kontrollplasmid pSipo in HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Fiir die Identifizierung eines
geeigneten Transfektionsreagenz wurden zundchst HEK293T-Zellen in verschiedenen Zellzahlen
ausgesit und unter Verwendung von Lipofectamin2000, PeiMax 40K, und Pei (Kapitel 2.2.3.5) mit dem
pSipo-Kontrollplasmid transfiziert. Es zeigte sich, dass sowohl mit Lipofectamin2000 als auch mit
PeiMax 40K eine gute Transfektionseffizienz in HEK293T Zellen erzielt werden kann, wobei sich
PeiMax 40K bei dhnlicher Effektivitét als deutlich kostengiinstiger darstellt (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Nach der Identifikation der geeigneten Transfektionsbedingungen (HEK293T, 1200000 Zellen je 6-
Well, PeiMax 40K) konnte die Bildung von replikationsfahigem CVB3 aus den generierten cDNA-
Klonen iiberpriift werden.

Ublicherweise wird ¢cDNA mittels T7-RNA-Polymerase transkribiert und die dariiber gewonnene,
aufgereinigte RNA (virale RNA, vRNA) in die Zellen transfiziert. Die direkte Transfektion eines cDNA-
CVB3-Klons fiihrte aber ebenfalls zur Bildung von replikationsfahigem Virus.

Fiir den Vergleich zwischen der direkten Transfektion des cDNA-Klons und der vRNA wurden
HEK239T-Zellen entweder mit dem CVB3-eGFP-cDNA-Klon oder mit VRNA dieses Klons transfiziert.
Das im CVB3-eGFP inserierte GFP konnte 24 h nach Transfektion fluoreszenzmikroskopisch beobachtet
werden. Bei den direkt mit cDNA transfizierten HEK293T-Zellen fluoreszierten etwa 10% der Zellen,
bei denen, welche mit der VRNA transfiziert wurden, waren es ca. 80 % (Abb. 19A-B). Das deutet
daraufhin, dass die Replikation vom CVB3-eGFP-vRNA-Klon hoher als die des cDNA-Klon sein
konnte. Um groBere Virusmengen zu generieren, erfolgte die Transfektion (Kapitel 2.2.5.1) der cDNA-
Klone auf HEK293T-Zellen fiir insgesamt 48 h bis eine deutliche Zelllyse im Durchlichtmikroskop
ersichtlich war. AnschlieBend wurden die einzelnen CVB3-Virusvarianten geerntet. Die Virustiter der
iiber die direkte cDNA-Transfektion in HEK293T-Zellen generierten CVB3-Virusvarianten wurden
anschliefend mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen bestimmt (Durchfiihrung siehe Kapitel 2.2.5.3).
Dabei zeigte sich, dass alle generierten CVB3-Virusvarianten einen Titer zwischen 2,7x107 — 1,7x10%
pfu/ml aufwiesen. Da vergleichbare Titer an replikationsfahigem CVB3 mit der direkten cDNA-
Transfektionsmethode und mit der vVRNA-Methode generiert werden konnten, wurden folgend alle
CVB3-Varianten iber die Tramsfektion der ¢cDNA hergestellt. Diese Methode reduzierte den
Zeitaufwand und die Kosten, da sowohl die Synthese und die Aufreinigung der vRNA entfielen.

A cDNA B VRNA

Abbildung 19: GFP-Expression nach Transfektion von CVB3- ¢cDNA bzw. CVB3-rRNA.

HEK293T-Zellen wurden ausgesit (1,1x10° Zellen je 6-Well) und bei einer Konfluenz von 70-90 % mit einem
Transfektionsgemisch (400 pl) aus 4 pl PeiMax (2 pg/ pl) und (A) cDNA bzw. (B) VRNA des CVB3-eGFP transfiziert. Die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte nach 24 h. n=2. [cDNA: copy DNA, vRNA, virale RNA.]
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3.4 Wachstumsanalysen und Zellviabilitiitsassays der generierten CVB3-
Varianten

Nach Bestimmung der jeweiligen Virustiter wurden Wachstumskurven der rekombinanten miRNA-TS
enthaltenden CVB3-Varianten auf Hela-Zellen generiert. Bei allen rekombinanten CVB3-Varianten mit
Modifikationen am 3’-Ende war das Wachstum nach 24 h und 48 h mit durchschnittlich 107 pfu/ml
dhnlich im Vergleich zur unmodifizierten CVB3-Kontrolle. Lediglich bei CVB3-39(3+) lag der
Virustiter 8 h und 24 h nach Infektion um etwa eine logo-Stufe niedriger bei 5,8 x 10° bzw. 5 x 10°
pfu/ml. Zum Zeitpunkt 48 h war er mit 5x107 pfu/ml hingegen dhnlich hoch wie bei den anderen
Varianten mit 7,2x107 pfu/ml (Abb. 20A). Bei den rekombinanten CVB3-Varianten mit Modifikationen
am 5’-Ende war der Virustiter bei dem unmodifizerten CVB3-Kontrollvirus am hdchsten, gefolgt von
den rekombinanten Varianten CVB3-39TS(5+) -und CVB3-375TS(5+). Der niedrigste Virustiter wurde
fiir CVB3-375(5-) nachgewiesen und lag im Vergleich zum Kontrollvirus nach 24 h und 48 h mehr als
eine logjo-Stufe unter diesem (Abb. 20B).
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Abbildung 20: Wachstumskurven rekombinanter CVB3-375TS und CVB3-39TS-Varianten.

HeLa-Zellen wurden mit rekombinanten CVB3-Varianten mit (A) integrierten miRNA-TSs am 3’-Ende (CVB3-375(3+) -bzw.
(3-), CVB3-39TS(3+) oder (B) rekombinanten CVB3-Varianten mit inserierten miRNA-TSs am 5°-Ende (CVB3-375(5+) -bzw.
(5-), CVB3-39TS(5+) jeweils mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die viralen Titer der Proben wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten (0, 8, 24 und 48 h nach Infektion) mittels eines Plaque Assays auf HeLa-Zellen bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, n=2. (C) Zusitzlich wurde die Plaque-Morphologie der mit den verschiedenen CVB3-Varianten infizierten
HeLa fotographisch dokumentiert. [pi: post infection]

Alle rekombinanten CVB3-Varianten bis auf CVB3-375TS(5-) bildeten etwa gleichgro3e Plaques aus
(Abb. 20C). Bei den CVB3-375TS(5-) waren die Plaques deutlich kleiner. Diese Beobachtung lésst
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darauf schliefen, dass die Insertion von miRNA-375TS in den CVB3-Minusstrang ((-)-Orientierung) in
Zusammenhang mit der Insertion in das 5’-Ende des Protein kodierenden Bereichs des CVB3-Genoms
vermutlich zu einer verringerten Fitness des Virus fiihrt. Alle anderen Insertionen von miRNA-TS
wurden hingegen ohne Veranderungen der Virustiter von CVB3 toleriert.

Nach Uberpriifung der Replikation der rekombinantem CVB3-Varianten mit den verschiedenen miRNA-
375TS -bzw. miRNA-39TS-Insertionen, wurde deren Zytotoxizitdt mit Hilfe eines Zellviablitétsassays
(XTT) iiberpriift. Jede der verwendeten rekombinanten CVB3-Varianten fiithrte nach 72 stiindiger
Infektion zu einer vollstdndigen Lyse des Zellrasens. Die CVB3-375TS-Varianten mit der Modifikation
am 3’-Ende fiihrten bereits nach 48 h Infektion zu einer Lyse in einem Grof3teil der Zellen. Eine hohere
Zellviabilitdt wurde bei dem unmodifizierten rCVB3.1 sowie bei CVB3-39TS beobachtet (Abb. 21A).
Mit den rekombinanten CVB3-Varianten mit Modifikationen am 5°-Ende wurden &hnliche Resultate wie
bei den 3’-Ende modifizierten CVB3-Varianten erzielt. Lediglich nach 48 stiindiger Infektion mit CVB3-
375TS(5-) wiesen die Zellen noch immer eine sehr hohe Viabilitit auf, was auf die Insertion der miRNA-

375TSs in der (-)-Orientierung zuriickzufiihren ist (Abb. 21B).
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Abbildung 21: Zellviabilititsassays (XTT) der rekombinanten CVB-375TS bzw. CVB3-39TS-Varianten.

HeLa-Zellen wurden mit dem Ursprungsvirus rCVB3.1 bzw. (A) den rekombinanten CVB3-Varianten mit integrierten miRNA-
TSs am 3’-Ende (CVB3-375(3+) -bzw. (3-), CVB3-39TS(3+) oder (B) den rekombinanten CVB3-Varianten mit inserierten
miRNA-TSs am 5’-Ende (CVB3-375(5+) -bzw. (5-), CVB3-39TS(5+) jeweils mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die Messung
der Zellviabilitit erfolgte 24, 48 h und 72 h nach Infektion. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, n=3.

Bei allen rekombinanten CVB3-Varianten wurde ein dhnlicher Wachstumsverlauf beobachtet.

Verglichen mit den Modifikationen am 3'-Ende verursachten die Modifikationen am 5’-Ende eine
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Verringerung der Replikation um etwa eine logio-Stufe (Abb. 20B). Aus diesem Grund wurden fiir die

in vivo Versuche CVB3-Varianten mit Modifikationen am 3’-Ende ausgewdhlt.

3.5 Reportergenassay mit pMCV-MIR-375 in HEK293T-Zellen

Bevor die Inhibierbarkeit der miRNA-375TS durch miRNA-375 im Rahmen der Untersuchungen der
miRNA-375TS enthaltenden CVB3 analysiert wurde, wurden initiale Untersuchungen mit einem Dual
Luciferase Reporterassay zur Uberpriifung der Funktionalitit der miRNA-375TS durchgefiihrt.

Dafiir wurden HEK293T-Zellen fiir 24 h mit dem miRNA-375 Expressionsplasmid (pCMV-MIR-375)
und dem miRNA-375TS enthaltenden Indikatorplasmid (psiCHECK2-375TS) kotransfiziert. Als
Kontrolle dienten die Plasmide pCMV-MIR-375 und psiCHECK2-HexonTS, welches keine miRNA-
375TS enthilt.

Nach der Kotransfektion von HEK293T-Zellen mit dem pCMV-MIR-375 -und psiCHECK2-375TS-
Plasmid kam es im Vergleich zur Kontrollprobe zur Verringerung der Luciferaseaktivitit um >92 %,
was zeigt, dass die miRNA-375TS durch die miRNA-375 erkannt wurde und ein Gensilencing eintrat
(Abb. 22). Dies zeigt, dass die miRNA-375TSs funktional sind.

pCMV-MIR-375+psiCHECK2-375TS

*%*
(92%)
pCMV -MIR-375+psiCHECK2-HexonTS

0 50 100

Relative Luciferaseaktivitit [%]
Abbildung 22: Uberpriifung der Funktionalitit der inserierten miRNA-375TS mittels Dual-Luciferase-
Reporterassay.

HEK?293T-Zellen wurden fiir 24 h mit den beiden Plasmiden pCMV-MIR-375 und psiCHECK2-375TS kotransfiziert und
mittels Dual Luciferase Reporterassay auf die relative Luciferaseaktivitit getestet. Als Kontrolle diente die unter den gleichen
Bedingungen durchgefiihrte Kotransfektion der beiden Plasmide pCMV-MIR-375 und psiCHECK2-HexonTS. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM, **p<0,01, n=3.

3.6 Inhibierungsassays mit pMCV-MIR-375 in HEK293T-Zellen

Nachdem die Funktionalitit der miRNA-TS nachgewiesen wurde, konnte die Inhibition der
modifizierten CVB3-Varianten durch die miRNA-375 iiberpriift werden. Dazu wurden HEK293T-Zellen
mit dem Plasmid pCMV-MIR-375 transfiziert und nach 24 h mit der jeweiligen rekombinanten CVB3-
Variante infiziert. Als Kontrolle wurden HEK293T-Zellen mit dem Plasmid pCMV-MIR-216a, welches
die miRNA-216a exprimiert, transfiziert und entsprechend nach 24 h mit der jeweiligen CVB3-Variante
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infiziert. CVB3-375TS(3+) wurde im Vergleich zur Kontrollprobe (CVB3-375TS(3+) und pCMV-MIR-
216a) mit einer Effizienz von 96 % inhibiert. Bei der rekombinanten CVB3-375TS(3-)-Variante konnte
keine Inhibierung der Virusreplikation detektiert werden (Abb. 23A).

Fiir CVB3-375TS(5+) konnte eine Inhibierungseffizienz von 85 % festgestellt werden. Auch wenn der
Virustiter der CVB3-375TS(5-)-Variante sowohl bei den mit dem pCMV-MIR-375-Plasmid
transfizierten Proben als auch bei den Kontrollproben niedriger als bei den entsprechenden mit CVB3-
39TS infizierten Proben lag, konnte keine signifikante Inhibierung des Virustiters zur entsprechenden
miRNA-Kontrollprobe nachgewiesen werden (Abb. 23B). Weder bei CVB3-39TS(3+) bzw. CVB3-

39TS(5+) kam es zu einer miRNA-375 vermittelten Verringerung der Virustiter.

A . 3 miR-375 B 3 miR-375
108 2f*/° . ™ miR-Kontrolle 108 85% —— miR-Kontrolle
a = *xx n.s.
107 T 107 r F ]
= = -0
S 1064 T S 106
=2 =2
§ 105 E 105
= n
R 104 & 10*
& 3
103 103
102 T T T 102 T T T
x) %) <2 &*) %) X
o <o\ Bz e\ <X e\
,516‘ 316 O\‘%'b 1316‘ "516 ,’59(

3 i
ol® oW®

Abbildung 23: Inhibierung rekombinanter CVB3 mit 3’- bzw. 5’-inserierten miRNA-375TS durch die
miRNA-375.

HEK293T-Zellen wurden mit pPCMV-MIR-375 bzw. mit pCMV-MIR-216a (Negativkotrolle) transfiziert und 24 h spéter
entweder mit (A) CVB3-375TS(3+), CVB3-375TS(3-) oder CVB3-39TS(3+) bzw. mit (B) CVB3-375TS(5+), CVB3-
375TS(5-) oder CVB3-39TS(5+) mit einer MOI von 0,1 infiziert. Nach 24-stiindiger Infektion wurden die virushaltigen
Uberstéinde genommen und die jeweiligen Virustier mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM, ***p<0,001, n.s. = nicht signifikant, n=3.

3.7 Inhibierungsassays mit miRNA-375-Mimics in HeLa-Zellen

Die meisten der bisher durchgefiihrten CVB3-Infektionsversuche wurden in HeLa-Zellen durchgefiihrt.
Fiir die Transfektion groBer Plasmide, wie die des rund 6300 kb groBen Uberexpressionsplasmid der
miRNA-375 (pCMV-MIR-375), erweisen sie sich jedoch als ungeeignet. Unter Verwendung der deutlich
kleineren miRNA-Mimics (21 Nukleotide) kann eine effiziente Transfektion der Hela-Zellen erzielt
werden, so dass die die Inhibierung der Replikation der generierten CVB3-Varianten in HeLa-Zellen mit

miRNA-375-Mimics wiederholt wurde. Dafiir wurden HelLa-Zellen zunédchst fiir 4 h mit miRNA-375-
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Mimics transfiziert und anschliefend fiir 24 h mit der jeweiligen rekombinanten CVB3-Variante
infiziert. Als Negativkontrolle wurden HeLa-Zellen mit einer kommerziellen siRNA transfiziert und
entsprechend fiir 24 h mit der jeweiligen CVB3-Variante infiziert. CVB3-375TS(3+) wurde im
Vergleich zur siRNA-Kontrollprobe mit einer Effizienz von 93 % durch die Transfektion mit den
miRNA-375-Mimics inhibiert. Im Gegensatz zur Transfektion der HEK293T-Zellen mit pCMV-MIR-
375 (Abb. 23A) konnte in den HeLa-Zellen unter Einsatz von miRNA-375-Mimics auch fiir die CVB3-
375TS(3-)-Variante eine 99 % ige Inhibierung des Titers festgestellt werden (Abb. 24A). Fiir CVB3-
375TS(5+) konnte eine Inhibierungseffizienz von 88 % festgestellt werden (Abb. 24B), welche
vergleichbar mit der Inhibierungseffizienz durch die miRNA-375 auf HEK293T-Zellen war (Abb. 23B).
Durch die miRNA-375-Mimics wurde auf den HeLa-Zellen der Virustiter der CVB3-375TS(5-)-
Variante um 91% inhibiert (Abb. 24B). Die Ergebnisse zeigen, dass auf HeLa-Zellen durch den Einsatz
von miRNA-375-Mimics eine effizientere Inhibition von CVB3-375TS(3-) und CVB3-375TS(5-)
erreicht werden konnte als auf den HEK293T-Zellen durch das Uberexpressionsplasmid pCMV-MIR-
375. Wie erwartet kam es auch hier zu keiner miRNA-375 vermittelten Inhibierung der CVB3-39TS(3+)
bzw. CVB3-39TS(5+)-Varianten.
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Abbildung 24: Inhibierung rekombinanter CVB3 mit 3’- bzw. 5’- inserierten miRNA-375TS durch
miRNA-375-Mimics.

HeLa-Zellen wurden mit miRNA-375-Mimics bzw. mit einer scrambled siRNA (Negativkontrolle) transfiziert und nach 4 h
entweder mit (A) CVB3-375TS(3+), CVB3-375TS(3-) oder CVB3-39TS(3+) bzw. mit (B) CVB3-375TS(5+), CVB3-375TS(5-
), oder CVB3-39TS(5+) mit einer MOI von 0,1 infiziert. Nach 24-stiindiger Infektion wurden die virushaltigen Uberstiinde
genommen und die jeweiligen Virustiter mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM,
***p<0,001, n=3.

3.8 Endogene miRNA-375-Expression verschiedener Pankreaszelllinien

Da in den in vivo Versuchen die Replikation von CVB3 im Pankreas inhibiert werden soll, wurden

zundchst verschiedene pankreatische Zelllinien in vitro beziiglich ihrer Expression der miRNA-375
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untersucht. Die Identifikation von endogen die miRNA-375 exprimierenden Zelllinien ermdglicht es zu
iiberpriifen, ob die rekombinanten CVB3-Varianten auch durch physiologische Mengen an miRNA-375,
welche geringer als die nach Transfektion von Uberexpressionsplasmiden sind, inhibiert werden kdnnen.
Dafiir wurden die endogenen miRNA-Expressionslevel im Gesamtpankreasgewebe von Balb/C-Mausen,
in exokrinen (AR42J) bzw. endokrinen (INS-1E) Pankreaszellen der Ratte sowie in humanen
Pankreaszellen (EndoC-BH1) mittels qRT-PCR unter Verwendung miRNA-spezifischer stem-loop
Primer bestimmt (Kapitel 2.2.2.12). Diese Expressionslevel wurden mit denen verglichen, welche mit

pCMV-MIR-375 transfizierte HEK293T-Zellen nach 24 bzw. 48-stiindiger Transfektion aufwiesen.

Abbildung 25: miRNA-375-Expression

7.0 verschiedener Zelllinien.
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Im Pankreas der Balb/C-Méuse wurde die miRNA-375 am stirksten exprimiert. Die Expression der
miRNA-375 in den Zelllinien INS-1E und EndoC-BH1 wies ein dhnliches Niveau auf. Die nicht
transfizierten HEK293T-Zellen (w/o) zeigten keine nachweisbare Expression der miRNA-375,
wohingegen 24 h nach Transfektion mit dem pCMV-MIR-375-Plasmid eine etwa zweifach und nach
48 h eine siebenfach hohere Expression detektierbar war (Abb. 25).

3.9 Inhibierungsassays mit endogen miRNA-375 exprimierenden Zellen

Nachdem die Inhibierungsassays in HEK293T -bzw. HeLa-Zellen, welche zuvor mit dem pCMV-MIR-
375-Plasmid bzw. den miRNA-375-Mimics transfiziert wurden, zeigten, dass rekombinante CVB3-
Varianten mit miRNA-375TS(+) in den 3° - bzw. 5’-Enden inhibiert werden, wurden die

Inhibierungsversuche mit endogen miRNA-375 exprimierenden Zelllinien wiederholt.
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Zunichst wurden INS-1E und EndoC-BH1-Zellen mit CVB3-eGFP mit einer MOI von 0; 1,5; 3 oder 4,5
infiziert, um deren Suszeptibilitt fiir die CVB3-Infektion zu priifen. AnschlieBend wurde das Ergebnis
der Infektion durch den Nachweis des CVB3-Proteins VP1 immunhistochemisch bzw. im Western Blot
analysiert. Wahrend in EndoC-fH1 Zellen bei einer CVB3-eGFP MOI von 4,5 VPI in der
Immunfluoreszenzfarbung nachweisbar war, konnte in INS-1E-Zellen bei der gleichen MOI kein VP1
detektiert werden (Abb. 26A). Die in Abbildung 26A ersichtliche immunohistochemische Farbung zeigt
exemplarisch die Ergebnisse der Infektion mit einer CVB3-eGFP MOI von 4,5, bei der VP1 im roten
Fluoreszenzkanal, die Kernfarbung mit DAPI im blauen Fluoreszenzkanal und die der CVB3-eGFP

Eigenfluoreszenz im griinen Kanal dargestellt wurden.
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Abbildung 26: CVB3-eGFP induziert die Expression des VP1-Proteins in EndoC-pH1-Zellen.
(A) Immunohistochemische Analyse von mit INS-1E und EndoC-H1-Zellen, 24 h infiziert mit CVB3-eGFP, MOI 4,5. Die

Zellen wurden fixiert, gegen virales VP1 (roter Kanal) geférbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Kernmorphologie
wurde durch eine DAPI-Farbung (blauer Kanal) visualisiert, die GFP Eigenfluoreszenz ist im griinen Kanal dargestellt. (B) Das
proteinhaltige Lysat von INS-1E und EndoC-BH1-Zellen, 24 h infiziert mit CVB3-eGFP, MOI 0, 1,5, 3 und 4,5 bzw. CVB3
(M16572) oder CVBS (Faulkner) wurde im Western Blot auf die Expression viralen VP1 und y-Tubulin (Beladungskontrolle)
untersucht. [VP1: Virus-Kapsidprotein]

Die Ergebnisse des Western Blots bestitigten die in der immunohistochemischen Farbung beobachtete
schlechte Suszeptibilitdt der Zelllinie INS-1E fiir CVB3-eGFP (Abb. 26B). Entsprechend der
immunohistochemischen Analyse konnte bei den EndoC-H1-Zellen, ab einer CVB3-eGFP MOI von
1,5, VP1-Protein mit einer GroBe von 33 kDa nachgewiesen werden. Mit einem Anstieg der CVB3-eGFP
Dosis war in dieser Zelllinie eine Zunahme des VP1-Proteins erkennbar (Abb. 26B). Alle Zellen lielen
sich mit CVB3 (M16572) und CVB5 (Faulkner) infizieren, die beide auf pankreatische Zellen mittels
wiederholter Passagierung adaptiert wurden und somit eine starke Infektion der Zelllinien moglich
machten. Als Beladungskontrolle wurde das 55 kDa schwere y-Tubulin verwendet. Bis auf EndoC-gH]1
zeigte keine der getesteten pankreatischen Zelllinien eine gute Suszeptibilitit wihrend der Infektion mit
geringen Virusmengen, daher wurde der nachfolgende Inhibierungsassay mit den rekombinanten CVB3
auf EndoC-BH1-Zellen durchgefiihrt.
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Die EndoC-BH1-Zellen wurden hierzu mit CVB3-375TS(3+) bzw. als Kontrolle mit CVB3-39TS(3+)
fiir 24 h mit einer jeweiligen MOI von 1,5 infiziert und die viralen Titer mittels Plaque Assay bestimmt.
Zusitzlich wurde die Inhibierung im Western Blot anhand der Bildung der viralen Proteine VP1 und
elF4G bzw. dessen prozessierter Form, cleaved elF4G, lberpriift. Der Plaque-Assay zeigte, dass die
endogene miRNA-375 der EndoC-BH1-Zellen die CVB3-375TS(3+) Titer um 99,98 % verringerte, was
einer 8196-fachen Inhibierung entspricht (Abb. 27A).

Der Western Blot bestitige die Inhibierung von CVB3-375TS(3+) in den infizierten EndoC-fH1-Zellen.
Im Vergleich zur Infektion mit CVB3-39TS(3+) konnte in den mit CVB3-375TS(3+) infizierten Proben
kein virales VP1-Protein detektiert werden. Der fiir die Initiation der Translation zustindige
eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 4G (elF4G), mit einer GroBe von 220 kDa, konnte nur in den
nicht infizierten Proben (Mock) bzw. CVB3-375TS(3+) infizierten Proben nachgewiesen werden. Bei
den mit CVB3-39TS(3+) infizierten Proben war dieses abgebaut, so dass seine prozessierte Form cleaved

elFG4 nachweisbar war, was wiederum auf die Translation der viralen Proteine hindeutet (Abb. 27B).
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Abbildung 27: Inhibierungsassays mit CYB3-375TS(3+) und CVB3-39TS(3+) in EndofH1-Zellen.

EndoC-BH1-Zellen wurden fiir 24 h mit CVB3-375TS(3+) bzw. -39TS(3+) infiziert (MOI: 1,5). (A) Die viralen Titer im
Zellkulturiiberstand wurden mittels Plaque Assay bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, ***p<0,001, n=2 (B) Western
Blot zum Nachweis viralen VP1-Proteins, elF4G, cleaved eIlF4G und y-Tubulin (Beladungskontrolle). Nicht infizierte Zellen
(Mock) dienten als Negativkontrolle. (VP1: Virus-Kapsidprotein 1; eIF4G: eukaryotischer Initiationsfaktor der Translation 4).

3.10 Replikation der rekombinanten CVB3-Varianten in primiren embryonalen

Kardiomyozyten

Die Optimierung des Maus-Myokarditismodells beruht darauf, dass die mittels miRNA-375TS
modifizierten rekombinanten CVB3-Varianten im Pankreas tiber den RNAi-Mechanismus eliminiert

werden, ihre Replikation im Herzen jedoch von dieser Modifikation nicht beeintriachtigt wird. Um dies

71



Ergebnisse

in vitro zu {Uberpriifen, wurden primdre embryonale Mauskardiomyozyten fiir 24 h mit nicht
modifiziertem rCVB3.1 bzw. mit den rekombinanten Varianten CVB3-375TS(3+) bzw. CVB3-
39TS(3+) jeweils mit einer MOI von 1 infiziert. Die mittels Plaque Assay bestimmten Virustiter zeigten,
dass die neonatalen Mauskardiomyozyten suszeptibel fiir eine CVB3-Infektion sind und keine der beiden
eingesetzten rekombinanten CVB3-Varianten inhibiert wurde. Die ermittelten Virustiter lagen
durchschnittlich bei 1x107 pfu/ml (Abb. 28). Die primiren embryonalen Mauskardiomyozyten wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Anje Behling (Charité — Universitdtsmedizin Berlin, Lab Cardiac

infection biology and immunology) zur Verfiigung gestellt.

108+ Abbildung 28: Replikation von rCVB3.1, CVB3-375TS(3+) sowie
CVB3-39TS(3+) in primidren embryonalen Kardiomyozyten.
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3.11 Vergleich des Verlaufs der H3N und rCVB3.1 Infektion in vivo

Die in vitro Versuche zeigten, dass die rekombinante Mutante CVB3-375TS(3+) in Pankreaszellen,
welche endogen miRNA-375 exprimieren, hocheffizient inhibiert wird, wohingegen die rekombinante
CVB3-Mutante CVB3-39TS(3+) bzw. rCVB3.1 (Wildtyp ohne TS) nicht supprimiert wurden. In den
primdren embryonalen Mauskardiomyozyten konnte keine Suppression der rekombinanten Varianten
CVB3-375TS(3+), CVB3-39TS(3+) bzw. rCVB3.1 nachgewiesen werden.

Fir die Etablierung des murinen in vivo Modells der pankreasattenuierten CVB3-Infektion wurde
zundchst ein weiterer CVB3-Stamm, welcher aus dem pBKCMV-H3-Plasmid generiert wurde,
hergestellt und nachfolgend als H3 bezeichnet. Um zu iiberpriifen ob rCVB3.1 und H3 eine nachweisbare
Inflammation im Herzen bzw. im Pankreas induzieren kénnen, wurden sechs Wochen alte, weibliche
NMRI-Miuse mit rCVB3.1 (1x10° pfu) bzw. H3 (1x10° pfu) infiziert. Die mit H3 infizierten Tiere
zeigten eine fiir das CVB3-Myokarditismodell typische Gewichtsreduktion von ca. 15-20 % innerhalb
des siebentdgigen Untersuchungszeitraums (Abb. 29A). Die viralen Titer im Herzen wurden mittels
Plaque Assay, die im Pankreas mittels QRT-PCR, bestimmt. Im Herzen lag der H3-Titer sieben logjo-
Stufen hoher als der von rCVB3.1 (Abb. 29B). Auch im Pankreas lag die CVB3-Kopienzahl der H3-
Proben zwei logio-Stufen hoher als die der rCVB3.1-Proben (Abb. 29C). Das Pankreas aller mit H3

infizierten Tiere war nahezu komplett zerstort und die entsprechenden Inflammationsscores des Pankreas
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lagen durchgiingig bei einem Wert von 3. Bei den mit rCVB3.1 infizierten Tieren wiesen drei Miuse
einen Score von 2 auf, drei Méuse einen Score von 1 und eine Maus einen Score von 0 (Abb. 29D).
Auch die kardiale Inflammation der mit H3 infizierten Tiere war mit einem gemittelten Score von 1,7
signifikant hoher als die Inflammation im Herzen der mit CVB.3.1 infizierten Tiere, die einen
durchschnittlichen Score von 0,3 aufzeigten (Abb. 29E). Im Gegensatz zu rCVB3.1 kann CVB3-H3 in

Maiusen eine Myokarditis induzieren und wurde in allen nachfolgenden in vivo Untersuchungen

eingesetzt.
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Abbildung 29: Vergleich der Infektion von rCVB3.1 und H3 in NMRI-Miusen.

NMRI-Méiuse wurden i.p. mit tCVB3.1 (1x10° pfu) oder mit H3 (1x10°pfu) fiir sicben Tage infiziert. (A) Der Gewichtsverlauf
wurde im Verlauf der siebentdgigen Infektionszeit tiglich iiberpriift. (B) Die kardialen Titer von rCVB3.1 und H3N wurden
mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen bestimmt, jede Probe wurde als technisches Triplikat analysiert. (C) Aus den
Pankreasgeweben wurde virale RNA isoliert und mittels qPCR die Menge der Viruskopien ermittelt, jede Probe wurde als
technisches Triplikat gemessen. (D; E) Pankreas -und Herzgewebe der infizierten NMRI-Méause wurden histologisch
aufgearbeitet und beziiglich der Zerstdrung bzw. Inflammation beurteilt. (D) Pankreasdestruktion anhand einer
Bewertungsskala von 0 (keine Gewebeverdnderung) bis 3 (komplette Organzerstorung). (E) Kardiale Inflammation bewertet
anhand eines Inflammationsscores zwischen 0-4 (O=keine Inflammation, 4= sehr starke Inflammation, Nekrose). Dargestellt
sind jeweils Mittelwerte + SEM. (B-E) Jedes Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers; **p<0,01; ***p<0,001, n=7 Tiere
pro Gruppe. [p.i.: post infection]
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3.12 Wachstumsanalyse und Inhibierungsassays mit rekombinantem H3N

Aufgrund des in Kapitel 3.11 erzielten Befundes wurde das CVB3-H3-Genom aus dem pBKCMV-H3-
Plasmid in das pMKS1-Plasmid kloniert. Das entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung pMKS1-
H3N. Im Anschluss wurden drei Kopien der miRNA-375TS bzw. der miRNA-39TS in positiver
Orientierung aus dem pMKS1-CVB3-375TS(+) bzw. aus dem pMKSI1-CVB3-39TS(+)-Plasmid
herausgeschnitten und in das pMKS1-H3N-Plasmid in das 3’-Ende des CVB3-H3-Genoms inseriert. Die
dafiir notwendigen Klonierungsschritte erfolgten entsprechend der in Kapitel 2.2.2.8.6 beschrieben
Vorgehensweise. AnschlieBend wurde aus den cDNA-Klonen, wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben,
mittels Transfektion in HEK293T-Zellen replikationsfahiges Vollvirus generiert. Die Bezeichnung der
neugenerierten Viren gestaltet sich wie folgt: H3N-375TS, H3N-39TS und H3N (Wildtyp ohne TS). Alle

nachfolgenden in vivo Experimente wurden mit diesen Viren durchgefiihrt.
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Abbildung 30: Wachstumskurvenanalysen und Inhibierungsassays von H3N-375TS, H3N-39TS bzw. H3N

nach Applikation miRNA-375-Mimics.

(A) Wachstumsanalyse: HeLa-Zellen wurden mit H3N-375TS, -39TS bzw. H3N (MOI 0,01) infiziert. Die viralen Titer der
Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (0, 8, 24 und 48 h nach Infektion mittels eines Plaque Assays auf HeLa-
Zellen bestimmt, n=2. (B) Inhibierungsassay: HeLa-Zellen wurden mit miRNA-375-Mimics bzw. scrambled siRNA
(Negativkotrolle) transfiziert, nach 4 h wurden diese fiir 24 h mit den H3N-375TS, -39TS bzw. H3N (MOI 0,1) infiziert. Der
CVB3-Titer im Zellkulturiiberstand wurde mittels Plaque-Assay auf HeLa-Zellen bestimmt. n=3. (C) Zusétzlich wurde die
Plaque-Morphologie der mit den verschiedenen CVB3-Varianten infizierten HeLa-Zellen fotographisch dokumentiert. (A und
B) Dargestellt sind Mittelwerte +SEM, p<0,001. [pi: post infection].

Die neuklonierten, rekombinanten H3N-Varianten wurden beziiglich ihrer Inhibierbarkeit in HeLa-

Zellen iiberpriift. Daflir wurde zundchst das Replikationsverhalten der neugenerierten Viren auf HeLa-
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Zellen binnen 48 h nach Infektion (MOI 0,01) betrachtet. In den auf HeLa-Zellen generierten
Wachstumskurven wiesen alle rekombinanten CVB3-H3N-Varianten sowie der Wildtyp H3N ein
dhnliches Wachstum auf (Abb. 30A). Wie erwartet, entsprach die Plaquemorphologie der CVB3-H3N-
Varianten der von H3N (Abb. 30B). Fiir den Inhibierungsassay wurden die Zellen transient mit miRNA-
375-Mimics transfiziert und nach 4 h mit einer MOI von 0,1 der entsprechenden CVB3-Variante
infiziert. Auch hier zeigte sich, dass durch die inserierte miRNA-375TS rekombinantes H3N-375TS mit
einer Effizienz von 98,6 % inhibiert werden kann (Abb. 30C). Die Inhibierungseffizienz fiel dabei um
5,6 % hoher aus als die, welche durch Infektion mit der CVB3-375TS(3+)-Variante infolge der
Transfektion mit miRNA-375-Mimics erreicht wurde (vgl. Abb. 23A).

3.13 Verlauf der H3N-375TS Infektion in NMRI-Miusen nach intraperitonealer
Applikation

Um zu tiberpriifen, inwieweit H3N-375TS in vivo pankreasattenuiert und karditrop ist, wurden NMRI-
Miuse i.p. mit H3N-375TS, H3N-39TS bzw. H3N jeweils mit einer Virusdosis von 1x10° pfu infiziert.
Den Tieren der Kontrollgruppe (sham) wurde eine 0,9 %-ge NaCl-Losung injiziert.
Innerhalb des siebentédgigen Infektionsverlaufes wiesen Mause, die mit rekombinantem H3N-375TS
infiziert bzw. solche denen eine 0,9 % -ge NaCl-Losung verabreicht wurde, keine Gewichtsreduktion
auf. Hingegen zeigten Méuse, welche mit rekombinanten H3N-39TS bzw. H3N infiziert wurden, die
fiir das CVB3-Myokarditismodell typische Gewichtsreduktion von 10-15 % (Abb. 31A). Um den
allgemeinen Gesundheitszustand der Tiere charakteristischer zu beschreiben, wurde dieser anhand
einer Skala von 0-5 (folgend als Gesundheitsscore) bewertet und die Tiere am Ende der
Untersuchungsperiode am Tag 7 nach Infektion entsprechend dieses Scores beurteilt. Unbehandelte
Tiere, ohne gesundheitliche Einschrankung erhielten einen Score von 5, wohingegen sich Tiere mit
einem Score von 0 durch eine sehr geringe Aktivitdt sowie klinische Anzeichen einer schweren
Infektionskrankheit auszeichneten (reduzierte Bewegung, gekriimmte Haltung, struppiges Fell). Es
wurden alle Tiere innerhalb einer Gruppe bewertet. Darauf beruhend betrug der Score von mit H3N-
39TS bzw. H3N infizierten Tieren jeweils 2,5. Den mit rekombinantem H3N-375TS infizierten
Maiusen wurde ein Score von 4,5 zugeordnet. Auch wenn sie tendenziell struppiges Fell aufzeigten,
waren sie in ihrer Aktivitit mit den Kontrolltieren (sham, Score 5) vergleichbar (Abb. 31B). Die
Bestimmung der kardialen CVB3-Titer mittels Plaque Assay zeigte, dass signifikant hohere Titer aus
der Infektion mit H3N-39TS (10° pfu/g Herzgewebe) bzw. H3N (107 pfu/g Herzgewebe) resultierten
als aus der Infektion mit H3N-375TS (10" pfu/g Herzgewebe). Dabei fiel auf, dass lediglich in zwei
der mit H3N-375 infizierten Tieren iiberhaupt nachweisbare Virusmengen detektiert werden konnten.
Zudem waren die Titer von H3N-39TS eine logio-Stufe niedriger als die von CVB3-H3, was darauf
hindeutet, dass die inserierten miRNA-39TS, einen geringfiigig negativen Einfluss auf die Replikation
besalien (Abb. 31C).
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Die mittels qRT-PCR ermittelte CVB3-Kopienzahl des rekombinanten H3N-375TS lag im Pankreas
mit durchschnittlich 0,5x10' Kopien pro pg Pankreas-RNA signifikant unter dem von H3N-39TS
(1000-fach hoher) bzw. von H3N (10000-fach héher) (Abb. 31D). Entsprechend der kardialen CVB3-
Titer zeigte sich im Pankreas, dass die CVB3-Kopienzahl der H3N-39TS-Proben etwa eine logjo-Stufe
unter der von H3N lag. Die pathohistologischen Untersuchungen zeigen in den mit H3N-375TS
infizierten Tieren keine kardiale Inflammation. Hingegen wurde bei den mit H3N-39TS bzw. H3N
infizierten Tieren ein kardialer Inflammationsscore von 1,3 bzw. 2 nachgewiesen (Abb. 31E und
Abb. 32A). Das Pankreas von mit H3N-375TS infizierten Mausen war vollstdndig in Takt. Dagegen
war das Pankreas von mit H3N infizierten Tieren fast vollstandig (zu 98%) und jenes der mit H3N-

39TS infizierten Tiere tiberwiegend (78 %) zerstort (Abb. 31F und Abb. 32A).
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Abbildung 31: Die
intraperitoneale Injektion von
H3N-375TS fithrt nicht zur
Infektion von NMRI-Miiusen.

NMRI-Miuse wurden mit 1x10° pfu
rekombinantem H3N-375TS, H3N-
39TS oder H3N infiziert bzw. es
wurde den Kontrolltieren eine 0,9 %-
ge NaCl-Losung appliziert. Der
Untersuchungszeitraum betrug sieben
Tage. (A) Der Gewichtsverlauf wurde
im Verlauf der siebentdgigen
Infektionszeit téglich dberpriift (B).
Der allgemeine Gesundheitszustand
der Miuse wurde an Tag sieben nach
Infektion anhand eines Gesundheits-
scores  bewertet 0  (klinische
Anzeichen einer schweren
Infektionskrankheit) -5 (ohne
gesundheitliche  Einschrankungen).
(C) Die kardialen Titer von H3N-
375TS, H3N-39TS und H3N wurden
mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen
bestimmt, jede Probe wurde als
technisches Triplikat analysiert. (D)
Aus den Pankreasgeweben wurde die
Gesamt-RNA isoliert und mittels
qRT-PCR die CVB3-Kopienzahl pro
Mikrogramm Pankreas-RNA
ermittelt, jede Probe wurde als
technisches Triplikat gemessen. (E-F)
Herz- und Pankreasgewebe der
infizierten NMRI-Méiuse wurden
histologisch aufgearbeitet und
beziiglich der Inflammation beurteilt
E. Kardiale Inflammation bewertet
anhand eines Inflammationsscores
zwischen 0-4 (O=keine Inflammation,
4=sehr starke Inflammation,
Nekrose). (F) Pankreasinflammation
anhand einer Bewertungsskala von 0
(keine  Gewebeverdnderung)  bis
100% (komplette Organzerstérung).
Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +
SEM. (C-F) Jedes Symbol zeigt den
Wert eines Versuchstiers, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001, n=7 Tiere pro
Gruppe.
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Abbildung 32: Histologische und himodynamische Analyse intraperitoneal mit H3N-375TS infizierter
NMRI-Miuse.

Méuse wurden i.p. mit 1x10° pfu H3N-375TS, H3N-39TS bzw. H3N infiziert oder mit NaCl (sham) behandelt. A) Herz- und
Pankreasgewebe der NMRI-Méuse wurde histologisch aufgearbeitet und mittels H&E-Farbung der Querschnitte analysiert.
Die roten Sterne markieren Pankreasinseln. Dargestellt sind reprisentative Farbungen jeder Gruppe. Die Vergroferung der
Herzquerschnitte lag bei 25 -und 200-fach, die des Pankreasgewebes bei 200-fach. Die Messung der Himodynamik erfolgte
sieben Tage nach der Infektion. Die hdmodynamische Charakterisierung erfolgte sieben Tage nach der Infektion. Dafiir wurden
iiber 20 min (B) dp/dtmax, ein Mal zur Bewertung der kardialen Kontraktilitdt, sowie (C) dp/dtmin, ein MaB fiir die kardiale
Relaxation, der einzelnen Tiere aufgezeichnet. (B-C) Jedes Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusétzlich dargestellt
sind die jeweiligen Mittelwerte + SEM, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, n.s. = nicht signifikant, n=7 Tiere pro Gruppe.

Entsprechend der Erwartungen wurden die rekombinanten H3N-375TS im Pankreas vollstindig durch
den miRNA-375TS vermittelten RNAi-Mechanismus supprimiert. Obwohl die miRNA-375 nicht im
murinen Herzgewebe exprimiert wird, kam es dennoch zu keiner kardialen Infektion mit H3N-375. Da
das modifizierte H3N-375TS pankreasattenuiert ist, jedoch keine Myokarditis in den Méusen

verursachte, deutet dies darauf hin, dass das Pankreas eine essentielle Rolle fiir die kardiale CVB3-
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Infektion nach i.p. Applikation des Virus besitzt, da die im Pankreas replizierenden H3-Varianten H3N
und H3N-39TS eine kardiale Infektion verursachten. Dieser Befund bestétigt die Hypothese von Tracy
et al., dass i.p. appliziertes CVB3 zuerst das Pankreas und danach das Herz infiziert, wobei die
pankreatische Virusreplikation essentiell fiir die Ausbildung einer Myokarditis ist®.

Anhand der durchgefilhrten hidmodynamischen Messungen konnten bei der maximalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) signifikante Unterschiede zwischen der uninfizierten
Kontrolle (sham) und den mit H3N-39TS infizierten Mausen festgestellt werden. Zwischen den mit
H3N-375TS und den mit H3N-39TS infizierten Tieren gab es keine signifikanten Unterschiede, die
Kontraktilitdt der mit H3N-375TS infizierten Tiere war mit denen der uninfizierten Kontrolltiere
vergleichbar (Abb. 32B). [Ebenso zeigten sich Unterschiede bei der maximalen
Druckabfallgeschwindigkeit (dP/dtmin) zwischen den sham-Tieren und den mit H3N-39TS bzw. H3N
infizierten Méausen, wohingegen die mit H3N-37TS infizierten Méuse sich nicht signifikant von denen
unifizierter Tiere unterschieden (Abb. 32C).

Die Ergebnisse der i.p. Injektion von H3N-375TS zeigten, dass das pankreasattenuierte Virus wie
erwartet keine Infektion im Pankreas verursacht, jedoch die i.p. Applikationsroute keine Infektion des
Herzens ermdglicht. Nicht pankreasattenuiertes i.p. appliziertes H3N-39TS hingegen fiihrt sowohl zu

einer Pankreatitis als auch zu einer kardialen Infektion.

3.14 Die intravenose Applikation von H3N-375TS induziert bei NMRI-M:iusen

eine Myokarditis ohne Ausbildung einer Pankreatitis
Aus der Annahme, dass die fehlende Replikation von H3N-375TS im Pankreas verhindert, dass es zu
einer kardialen Infektion kommt, resultierte die Vermutung, dass liber die direkte Applikation des Virus
in den Blutstrom eine Infektion des Herzens erfolgen kdnnte. Daher wurde pankreasattenuiertes H3N-
375 (5x10%, 5x10° bzw. 5x10°) i.v. in die linke Vene jugularis injiziert, um eine sofortige himatogene
Ausbreitung auszuldsen und direkt das Herz zu infizieren. Der Kontrollgruppe wurde eine 0,9 %-ige
NaCl-Losung injiziert.
Im Verlauf der siebentdgigen Untersuchungsperiode wiesen die infizierten Méuse, unabhéngig von der
injizierten Virusdosis, ein dhnliches Korpergewicht wie die mit NaCl behandelten Kontrolltiere auf
(Abb. 33A). Bezogen auf den allgemeinen Gesundheitszustand gab es keine gravierenden Unterschiede
zwischen den Tieren, die mit unterschiedlichen Dosen rekombinanten H3N-375TS infiziert wurden
bzw. nur geringfiigige Unterschiede zur Kontrollgruppe. Die infizierten Tiere hatten struppiges Fell,
zeigten jedoch ein vergleichbares Aktivititsverhalten wie die nicht infizierten Kontrolltiere (Abb. 33B).
Mit steigender Virus-Dosis stieg der CVB3-Titer im Herzen. So lag der CVB3-Titer bei den mit H3N-
375TS [5x10* pfu] infizierten Mausen bei 10! pfu/g, der der mit 5x10° pfu infizierten lag etwa 10-mal
hoher und der bei einer Dosis von 5x10° lag 50-mal hoher. Zudem zeigte sich, dass bei den Miusen,
denen eine niedrigere Virusdosis injiziert wurde, nur bei einer von vier Méusen Virus im Herzen
nachweisbar war. Bei der hochsten applizierten Dosis wiesen hingegen drei der vier Mause CVB3 im
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Herzen auf (Abb. 33C). Allerdings konnte nur bei einer von vier untersuchten Miusen ein hoher
kardialer Virustiter von 10° pfu/g nachgewiesen werden. Mit steigender Virendosis stieg zudem der
kardiale Inflammationsscore an. Dieser lag bei einer viralen Dosis von 5x10° pfu bei 0,7 (Abb. 33D)
und somit hoher als bei den niedrigeren Dosierungen, aber signifikant niedriger als nach i.p. Applikation
von H3N-39TS (vgl. Abb. 31E, H3N-39TS, 1,3). Bei keinem der infizierten Tiere konnten CVB3-
Kopien im Pankreas nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die pathohistologischen Auswertungen zeigten, dass im Herzen bei einer initial applizierten Virusdosis
von 5x10* pfu keine Inflammation auftrat, wohingegen bei einer Virusdosis von 5x10° pfu groBere
Inflammationsherde vorhanden waren (Abb. 33E). Zudem war ersichtlich, dass die Mause eine kardiale
CVB3-Infektion entwickelten, ohne dass eine Pankreasinfektion verursacht wurde (Abb. 33C-E).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Méuse nach i.v. Applikation von H3N-375TS eine akute Myokarditis

entwickeln ohne, dass eine Infektion des Pankreas mit einhergehender Pankreatitis auftrat.
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Abbildung 33: Die
intravenose Applikation
von H3N-375TS
verursacht in NMRI-
Miusen eine
Myokarditis, aber keine
Pankreatitis.

NMRI-Méuse wurden i.v. mit
H3N-375TS (5x10% 5x10°
bzw. 5x10° pfu) infiziert.
bzw. wurde den
Kontrolltieren eine 0,9 %-ge
NaCl-Losung injiziert. Der
Untersuchungszeitraum
betrug sieben Tage. (A) Der
Gewichtsverlauf wurde
tiglich Uberpriift (B). Der
Gesundheitsstatus der Mause
wurde an Tag sieben nach
Infektion  anhand  eines
Gesundheitsscores bewertet
(0 [klinische Anzeichen einer
schweren
Infektionskrankheit) -5 (ohne
gesundheitliche
Einschrinkungen)]. (C) Die
kardialen CVB3-Titer
wurden mittels Plaque Assay
auf HeLa-Zellen bestimmt,
jede Probe wurde als

technisches Triplikat
analysiert. D) Das
Herzgewebe der infizierten
NMRI-Maiuse wurde
histologisch  aufgearbeitet
und anhand des
Inflammationsscores

zwischen  0-4  (O=keine
Inflammation, 4= sehr starke
Inflammation, Nekrose)
bestimmt. (E) Herz- und
Pankreasgewebe der
infizierten NMRI-Miuse
wurde histologisch
aufgearbeitet und mittels
H&E-Férbung analysiert.

Dargestellt sind
représentative Férbungen
jeder Gruppe. Die
Vergroferung der

Herzquerschnitte lag bei 25 -
und 200-fach, die des
Pankreasgewebes bei 200-
fach. (A-D). Dargestellt sind
jeweils Mittelwerte + SEM,
n=4 Tiere pro Gruppe. (C-D)
Jedes Symbol zeigt den Wert
eines Versuchstiers.
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3.15 Herzpassagiertes rekombinantes H3N-375TS induziert eine starke

Myokarditis in NMRI-Mausen

Nicht pankreasattenuierte CVB3-Stimme replizieren nach Infektion iiber mehrere Tage im Pankreas
und generieren so groBe Mengen infektioser Viren, welche letztlich iiber den Blutstrom zu hohen
kardialen CVB3-Titern fiithren. Die hier generierte pankreasattenuierte CVB3-Variante hingegen wird
i.v. direkt in den Blutstrom injiziert und gelangt sofort zum Herzen. Infolge der i.v. Applikation
pankreasattenuierter H3N-375TS wurden nur geringe kardiale Virustiter detektiert, was wiederum
potentiell ursdchlich fiir das Ausbleiben hdmodynamischer Dysfunktionen sein konnte. Um zu
iiberpriifen, ob durch Verwendung von herzpassagiertem H3N-375TS eine Verstarkung der kardialen
Infektion und Myokarditis moglich ist, wurde im nachsten Schritt herzpassagiertes (4p) rekombinantes
H3N-375TS, entsprechend der in Kapitel 2.2.6.4 beschriebenen Vorgehensweise, generiert. Das hierfiir
verwendete Virus wurde aus dem Tier isoliert, welches nach i.v. Applikation von 5x10° pfu die hdchsten
Virustiter im Herzen aufwies (Abb. 32C). Dazu wurden NMRI-Méuse i.v. mit H3N-375TS Ap bzw.
H3N-39TS, jeweils mit einer Dosis von 5x10° pfu, infiziert. Zudem wurden Tiere i.v. mit 1x10® pfu
nicht herzpassagiertem H3N-375TS infiziert, um zu iiberpriifen ob aus einer erhdhten initial applizierten
Virendosis hohere kardiale CVB3-Titer resultieren. Den Kontrolltieren wurde eine 0,9 %-ge NaCl-
Losung injiziert. In allen Gruppen wurde keine Gewichtsreduktion iiber den Untersuchungszeitraum
von sieben Tagen festgestellt. Im Gegenteil kam es eher zur Stagnation bzw. zur Gewichtszunahme der
Tiere (Abb. 34A). Nur an Tag eins wiesen alle Tiere eine leichte Gewichtsreduktion auf, welche auf
den operativen Eingriff zuriick zu fiihren ist.

Tiere, welche mit rekombinantem H3N-375TS Zp (5x10° pfu) bzw. mit H3N-375TS (1x108 pfu)
infiziert wurden, zeigten einen Gesundheitsscore von 4,5 bzw. 4 und waren mit den sham-Tieren
vergleichbar (Abb. 34B). Bei den mit H3N-39TS infizierten Tieren, wurde ein reduziertes
Allgemeinbefinden, gekennzeichnet durch eine leicht gekriimmte Haltung und geringere Aktivitit,
sichtbar. Trotz unterschiedlicher initialer Virusdosis resultierten aus der siebentigigen Infektion mit der
hp-Variante (initial 5x10° pfu) und der nicht-Ap-Variante (initial 1x10® pfu) von H3N-375TS
vergleichbare kardiale CVB3-Titer von etwa 5x10* pfu/g. Der kardiale Titer von H3N-39TS lag in etwa
auf dem gleichen Niveau (Abb. 34C). Wie erwartet, konnten keine CVB3-Kopien der /p- als auch der
nicht-Ap-Variante des H3N-375TS im Pankreas nachgewiesen werden. Dagegen wurden im Mittel 7000
CVB3-Kopien pro pug Pankreas-RNA bei den mit H3N-39TS infizierten Tieren nachgewiesen (Abb.
34D). Auch die Pankreaszerstérung wurde nur bei den mit rekombinantem H3N-39TS infizierten Tieren
beobachtet und lag bei fast allen Tieren bei nahezu 100 %. In den Tieren beider mit H3N-375TS
infizierter Gruppen war das Pankreas vollstindig intakt (Abb. 34F). Die kardiale Inflammation lag bei
der H3N-375TS Ap Infektion mit einem Wert von 1,7 hoher als die der nicht-4p Variante (1,4) bzw. als
bei Infektion mit H3N-39TS (1,5) (Abb. 34E).
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Abbildung 34: Die intravenése Applikation von herzpassagiertem oder hochdosoiertem H3N-375TS
verursacht in NMRI-Miusen eine Myokarditis, aber keine Pankreatitis.

NMRI-Méiuse wurden mit 5x10° pfu herzpassagiertem (hp) H3N-375TS (n= 4) oder nicht herzpassagiertem H3N-39TS (n=6)
bzw. H3N-375TS mit 1x10® pfu (n=4) infiziert. Kontrolltieren wurde 0,9 %-ge NaCl-Losung injiziert (n=4). Der
Untersuchungszeitraum betrug sieben Tage. (A) Der Gewichtsverlauf wurde téglich tiberpriift (B). Der Gesundheitsstatus der
Miéuse wurde an Tag sieben nach Infektion anhand eines Gesundheitsscores bewertet [0 (klinische Anzeichen einer schweren
Infektionskrankheit) -5 (ohne gesundheitliche Einschrinkungen)]. (C) Die kardialen Titer von H3N-375TS, H3N-39TS und
H3N wurden mittels Plaque Assay auf HeLa-Zellen bestimmt, jede Probe wurde als technisches Triplikat analysiert. (D) Aus
den Pankreasgeweben wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels qRT-PCR die CVB3-Kopienzahl ermittelt, jede Probe wurde
als technisches Triplikat gemessen. (E; F) Herz- und Pankreasgewebe der infizierten NMRI-Méuse wurden histologisch
aufgearbeitet und bezliglich der (E) kardialen Inflammation bzw. (F) pankreatischen Destruktion beurteilt E. Kardiale
Inflammation bewertet anhand eines Inflammationsscores zwischen 0-4 (0O=keine Inflammation, 4= sehr starke Inflammation,
Nekrose). (F) Pankreaszerstorung anhand einer Bewertungsskala von 0 (keine Gewebeverdnderung) bis 100 % (komplette
Organzerstorung). (C-F) Jedes Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusétzlich dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte + SEM, n.s. = nicht signifikant.

Die pathohistologischen Auswertungen bestitigten die vorherigen Ergebnisse und zeigten, dass das
Pankreas von mit H3N-375TS Ap -und nicht-Ap infizierten bzw. den nicht infizierten NMRI-Mausen
unbeschidigt war. Bei Tieren, welche mit H3N-39TS infiziert wurden, war das exokrine

Pankreasgewebe nahezu vollstandig zerstort (Abb. 35A).
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Abbildung 35: Die intravenése Applikation von herzpassagiertem oder hochdosiertem H3N-375TS
verursacht in NMRI-Miiusen eine Inflammation des Herzgewebes, jedoch keine des Pankreas.

NMRI-Miuse wurden mit 5x10° pfu herzpassagiertem (sp) H3N-375TS (n=4) oder nicht herzpassagiertem H3N-39TS (n= 6)
bzw. H3N-375TS mit 1x10® pfu (n=4) infiziert. Kontrolltieren wurde 0,9 %-ge NaCl-Losung injiziert (n=4). Der
Untersuchungszeitraum betrug sieben Tage. (A) Herz- und Pankreasgewebe der infizierten NMRI-Mause wurde histologisch
aufgearbeitet und mittels H&E-Farbung der Querschnitte analysiert. Dargestellt sind reprasentative Farbungen jeder Gruppe.
Die Vergroflerung der Herzquerschnitte lag bei 25 -und 200-fach, die des Pankreasgewebes bei 200-fach. (B) Expression von
IL-6, TNFa im Herzgewebe von mit H3N-375TS (1x10% pfu) infizierten bzw. nicht infizierten Mausen ermittelt {iber qRT-
PCR. Alle Werte wurden auf die Expression der mitgefiihrten Referenzkontrolle 18S relativiert. Jedes Symbol zeigt den Wert
eines Versuchstiers, zusitzlich dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte + SEM, *p <0,05; **p<0,01.

Auch wenn die histologische Analyse der kardialen Inflammation vereinzelt grof3ere
Inflammationsherde nach Infektion mit 1x10® pfu an H3N-375TS zeigte, wiesen H3N-375TS Ap (5x10°
pfu) und H3N-39TS (5x10° pfu) infizierte Tiere eine zueinander dhnliche, nur geringfiigig schwichere
kardiale Inflammation auf als Tiere, die mit 1x10® pfu H3N-375TS infiziert wurden. Basierend auf den
gemittelten kardialen Inflammationsscores gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Versuchstiergruppen beziiglich der kardialen Inflammation. Dennoch resultierte die Infektion
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mit H3N-375 Ap bzw. die Infektion mit einer hoheren initialen Virusdosis in einer Verstirkung der
kardialen Inflammation gegeniiber der Infektion mit nicht herzpassiertem H3N-375TS (vgl. Abb. 33D-
E), trotz erfolgreicher Pankreasattenuation. Anschliefend wurde die Himodynamik der mit H3N-375TS
i.v. infizierten Méuse und der denen 0,9%-ge NaCl injiziert wurde, mittels eines Miniaturherzkatheters
iiberpriift. Dabei konnten keine Unterschiede beziiglich der systolischen und diastolischen
linksventrikuldren Funktion des Herzens zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (Ergebnisse
nicht gezeigt).

Zur Charakterisierung der Immunantwort der NMRI-Méuse auf die Infektion mit H3N-375TS wurde
die kardiale Expression der Zytokine IL-6 und TNFa sowie des Typ II-Interferons IFNy iiberpriift. Es
ist bekannt, dass es zu einer verstarkten kardialen Expression dieser Mediatoren wahrend der CVB3-
Infektion in Mausen kommt und diese somit an der Regulation der Immunantwort innerhalb der murinen
CVB3-Infektion beteiligt sind?®¢-27,

Dafiir wurde die Expressionen von IL-6, TNFa und IFNy im Herzmuskelgewebe mittes qRT-PCR
bestimmt. Die Expressionslevel von IL-6, TNFo und IFNy waren in den mit 1x10® pfu H3N-375TS
infizierten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich erh6ht (Abb. 35B).
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Abbildung 36: Expression der miRNA-375 im Herz- und Pankreasgewebe von H3N-375 infizierten Miusen.

NMRI-Miuse wurden mit 1x10% pfu H3N-375TS infiziert bzw. wurde den Kontrolltieren (sham) 0,9% ige NaCl-Losung
injiziert. Aus den Pankreas -bzw. Herzgeweben wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels qRT-PCR unter Verwendung
miRNA-375 spezifischer stem-loop Primer auf die Expression von miRNA-375 im (A) Herzen und (B) Pankreas analysiert.
(A-B) Jede Probe wurde als technisches Triplikat gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. n=2.

Um zu untersuchen, ob durch die Infektion von H3N-375TS eine Beeinflussung der endogenen miRNA-

375 Expression erfolgt, wurde die miRNA-375-Expression im Herzen und Pankreas infizierter (H3N-

375TS; 1x108 pfu) und nicht infizierter Tiere mittels gRT-PCR bestimmt. Weder im Herzen (Abb. 36A)
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noch im Pankreas (Abb. 36B) konnten hierbei signifikanten Unterschiede in der miRNA-375
Expression festgestellt werden. Aufgrund der hohen Fehlerrate der RNA-abhiangigen-RNA-Polymerase
von CVB besteht die Moglichkeit, dass es zu Mutationen innerhalb der miRNA-375TS kommt, welche
es den modifizierten Viren ermoglicht den RNAi-vermittelten Abbau ihres Genoms zu umgehen. Daher
wurde die miRNA-375TS-Sequenz von H3N-375TS, welches nach siebentédgiger Infektion aus NMRI-
Mausen isoliert wurde, nach dreimaliger Passagierung des Virus auf HeLa-Zellen, unter Behandlung
mit miRNA-375-Mimics, sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigten, dass trotz des hohen
Selektionsdrucks in vitro als auch in vivo keine Mutationen innerhalb der inserierten TS der

rekombinanten Viren auftraten.

3.16 Das chronische Modell der Mausmyokarditis
Schmidtke et al. zeigten, dass NMRI-Mause nach Infektion mit CVB3-H3 eine chronische Myokarditis

entwickeln''®

375TS ebenfalls eine chronische Myokarditis verursacht, wurden NMRI-Méause mit H3N-375TS /Ap mit

. Um zu tberpriifen, ob die in der vorliegenden Studie generierte CVB3-Variante H3N-

einer Dosis von 1x10® pfu i.v. infiziert. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde eine 0,9 %-ge NaCl-
Losung injiziert. Die Versuchsdauer betrug 28 Tage.

Initial konnte eine starke Gewichtsabnahme am ersten und zweiten Tag nach der Virusinfektion
beobachtet werden, die in den Kontrolltieren nicht auftrat. Diese ist vermutlich auf die hohe H3N-375TS
hp Dosis von 1x10% pfu in Kombination mit dem operativen Eingriff zuriick zu fiihren. Im Verlauf der
28-tigigen Infektionszeit nahmen die Tiere beider Gruppen um ca. 20 % zu (Abb. 37A). Der kardiale
Inflammationsscore der infizierten Tiere lag im Mittel bei einem Wert von 1 (Abb. 37B). Im Herz
konnten nur sehr niedrige Infektionsraten ermittelt werden, wobei ausschlieBlich virale RNA, aber keine
infektiosen Viruspartikel detektiert werden konnten (Abb. 37C).

Die histopathologischen Untersuchungen zeigen, dass das Pankreas sowohl bei den infizierten als auch
bei den nicht infizierten NMRI-Méusen vollstindig intakt war. Die Gewebeschnitte der Herzen wurden
mit unterschiedlichen Firbemethoden angefirbt. Bei der H&E Férbung dient Himatoxylin der
Kernfirbung, Eosin wiederum ermdglicht die Unterscheidung zwischen baso- und azidophilen
Zellstrukturen. Die hier verwendete Trichrom-Férbung nach Masson-Goldner kombiniert die Farbstoffe
Eisenhdmatoxylin, Azophloxin, Orange G und Lichtgriin SF, was eine selektive Darstellung von
Kernstrukturen, Muskelfasern, Kollagen, Fibrin und Erythrozyten erlaubt. Diese differenzierte
Darstellung des Bindegewebes ermdglicht somit eine exaktere Beurteilung fibrotischer
Gewebeverdnderungen infolge der CVB3-Infektion. So zeigte die Trichromfarbung eindeutige Zeichen
einer chronischen Infektion mit fibrotischen Gewebeverdnderung im Herzen der infizierten NMRI-
Mause. Dabei waren erhebliche Unterschiede beim Vergleich der Tiere untereinander zu beobachten.
Neben Tieren mit wenigen lokalen fibrotischen Arealen (kardialer Inflammationsscore von 1), gab es
Tiere mit ausgedehnten entziindlich-fibrotischen Verdnderungen (kardialer Inflammationsscore von 3)

(Abb. 37D).
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Abbildung 37: Die intravendse Applikation von herzpassagiertem H3N-375TS verursacht in NMRI-M:iusen
eine chronische Myokarditis, aber keine Pankreatitis.

NMRI-Miuse wurden mit 1x10® pfu herzpassagiertem (hp) H3N-375TS hp (n=12) infiziert bzw. es wurde den Kontrolltieren
eine 0,9 %-ge NaCl-Losung (sham, n=11) injiziert. Der Infektionsverlauf wurde iiber 28 Tage beobachtet. (A)
Gewichtsverlauf. Das Gewicht wurde im Abstand von zwei Tagen ermittelt. (B) Das Herzgewebe wurde histologisch
aufgearbeitet und beziiglich der Inflammation anhand eines Inflammationsscores zwischen 0-4 (0=keine Inflammation, 4= sehr
starke Inflammation, Nekrose) bewertet (C) Aus den Herzgeweben wurde die Gesamt-RNA iiber isoliert und mittels qRT-PCR
die CVB3-Kopienzahl pro Mikrogramm Herz-RNA ermittelt, jede Probe wurde als technisches Triplikat gemessen. (D) Herz-
und Pankreasgewebe wurden histologisch aufgearbeitet und mittels Trichrome bzw. H&E-Férbung der Querschnitte analysiert.
Die VergroBerung der Herzquerschnitte lag bei 25 -und 200-fach, die des Pankreasgewebes bei 200-fach. Dargestellt ist eine
repréasentative Farbung aus jeder Gruppe. (B-C) Jedes Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusdtzlich dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte + SEM. Anmerkung 1: Zwei Tage nach der Infektion verstarben zwei der zwolf mit zp H3N-375TS
infizierten Tiere. Die genaue Todesursache wurde nicht weiter untersucht, ist aber vermutlich auf die hohe Dosis des
herzpassagierten Virus (1x10® pfu) bzw. den operativen Eingriff zuriickzufiihren, da diese Beobachtungen unter der
Verwendung einer gleichen Infektionsdosis nicht herzpassagierten H3N-375TS nicht gemacht wurden. Anmerkung 2: (B)
Eines der histologischen Schnittpriparate der mit 1x10® pfu an H3N-375TS infizierten Méuse konnte aus technischen Griinden
nicht ausgewertet werden.
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Auch fiir das chronische Versuchsmodell wurde am Ende der 28-tdgigen Infektionszeit die Funktion des
linken Ventrikels mittels eines Miniaturherzkatheters lberpriift. Die systolischen und diastolischen
Messwerte zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den mit H3N-375TS /Ap infizierten Tieren
und den uninfizierten Kontrolltiecren (Abb. 38A-B).

Die Ergebnisse des 28-tdgigen Infektionsversuches belegen dennoch, dass die selektive kardiale
Infektion von NMRI-Médusen mit pankreasattenuiertem H3N-375TS /p zur Entwicklung einer
chronischen Myokarditis fiihrt.
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Abbildung 38: Himodynamische Messungen von intravends mit H3N-375TS infizierten Miiusen.

Méuse wurden i.v. mit 1x108 pfu herzpassagierten (p) H3N-375TS (n=9) infiziert oder mit NaCl (sham, n=11) behandelt.
Hiamodynamische Messungen erfolgten 28 Tage nach der Infektion. Die (A) Kontraktilitdt (dP/dtmax) und (B) Relaxation
(dP/dtmin) des linken Ventrikels wurden jeweils iiber einen Zeitraum von 20 min mittels eines Herzkatheters aufgezeichnet.
Jedes Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusétzlich dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte + SEM; n.s. = nicht

signifikant, n=12 Tiere pro Gruppe.

3.17 Die intravenose Infektion von H3N-375TS verursacht in Balb/C-Miausen

eine akute Myokarditis, aber keine Pankreatitis
Bei den NMRI-Mausen handelt es sich um eine Auszucht-Linie, welche eine hohere Variabilitét
beziiglich physiologischer Merkmale aufweist und so robuste Ergebnisse liefert, da die Tiere das
physiologisch und genetisch deutlich diversere humane System besser als iiblicherweise verwendete
Inzuchtmiuse abbilden. Da jedoch der iiberwiegende Teil der publizierten Studien, in den das CVB3-
Maus-Myokarditismodells adressiert wurde, Inzuchtlinien wie Balb/C oder C57BL/6 verwendete 287288,
muss die Reproduzierbarkeit der in der vorliegenden Studie generierten Daten auf eine solche
Inzuchtlinie tberpriift werden. Daher wurden Balb/C-Maéuse entsprechend des in Kapitel 3.15
beschriebenen Infektionsschemas fiir NMRI-Mause mit H3N-375TS bzw. mit H3N-39TS i.v. mit einer

Dosis von 5x10° pfu infiziert. Weitere Tiere wurden, wie in Kapitel 3.15 beschrieben, i.v. mit einer
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Dosis von 1x10® pfu H3N-375TS infiziert. Der Kontrollgruppe wurde eine 0,9 % -ge NaCl-Losung
injiziert. Mause, die mit H3N-39TS infiziert wurden, zeigten im Gegensatz zu NMRI-Mausen (vgl. Abb.
34A) nach siebentigiger Infektion eine deutliche Gewichtsreduktion (Abb. 39A). Eines der Tiere dieser
Gruppe verstarb infolge der durch die Infektion entwickelten Pankreatitis und Myokarditis vor
Versuchsende. Dieses Ergebnis zeigt, das Balb/C-Mause suszeptibler fiir die Infektion mit H3N-39TS
sind als die in Kapitel 3.15 verwendeten NMRI-Méuse, was moglicherweise auf das geringere
Korpergewicht der Balb/C-Mause bzw. auch auf deren stirkere Homogenitit zuriick zu fiihren ist. Die
Tiere der anderen Versuchsgruppen nahmen leicht zu bzw. ihr Gewicht stagnierte (Abb. 39A). Auch
die Beurteilung der physischen Konditionen mit einem Verhaltensscore von 1 zeigte, dass Miuse,
welche mit H3N-39TS infiziert wurden, klinische Anzeichen einer schweren CVB3-Infektion wie
reduzierte Bewegung, gekriimmte Haltung und struppiges Fell aufwiesen. Tiere der beiden Gruppen,
die mit 5x10° pfu bzw. 1x10® pfu H3N-375TS infiziert wurden, wurden jeweils mit einem
Verhaltensscore von 4 bewertet. (Abb. 39B).

Die kardialen CVB3-Titer der mit H3N-375TS mit einer Dosis von 5x10° pfu bzw. 1x108 pfu infizierten
Tiere lagen jeweils bei 1x10* pfu/g. Bei den mit H3N-39TS infizierten Tieren lag dieser bei ca. 10° pfu/g
und war damit ca. 10x hoher (Abb. 39C). Unabhéngig von der injizierten Virusdosis konnten keine
CVB3-Kopien im Pankreas der beiden mit H3N-375TS infizierten Gruppen nachgewiesen werden. Bei
den mit H3N-39TS infizierten Tieren wurden hingegen iiber 5x10° CVB3-Kopien detektiert (Abb.
39D). Die kardiale Inflammation entsprach im Mittel einem Score von 1,7 bei Tieren, die mit
rekombinanten H3N-375TS (5x10° pfu) infiziert wurden. Bei der hoheren H3N-375TS-Dosis von 1x108
pfu ergab sich ein kardialer Inflammationsscore von 2, bei der Infektion mit H3N-39TS (5x10° pfu) lag
der Wert bei 2,7 (Abb. 39E). Damit wurde bisher die hochste kardiale Inflammation mit der i.v.
Applikationsroute erreicht bzw. eine Inflammation, die mit der aus der i.p. Injektion von NMRI Mausen
resultierenden Inflammation vergleichbar ist (vgl. Abb. 39E und Abb. 32E)

Die pathohistologischen Auswertungen bestétigten die bisher erzielten Ergebnisse in Balb/C-Mé&usen.
Das Pankreas der mit H3N-375TS infizierten bzw. der nicht infizierten Balb/C-M4iuse blieb intakt und
wies keine entziindlichen Verdnderungen auf. Bei den Tieren, welche mit H3N-39TS infiziert wurden,
war das Pankreasgewebe hingegen sehr stark geschiadigt (Abb. 39F und Abb. 40). Zudem wiesen diese
Tiere ausgedehnte Inflammationsherde im Herzgewebe auf. Trotz des intakten, entziindungsfreien
Pankreas traten ausgeprégte Inflammationsherde im Herzgewebe der mit H3N-375TS (5x10° pfu) und
H3N-375TS (1x108 pfu) infizierten Tiere auf (Abb. 40).
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Abbildung 39: Die intraveniose Applikation von H3N-375TS verursacht in Balb/C-Miusen eine akute
Myokarditis, aber keine Pankreatitis.

Balb/C-Miuse wurden mit 5x10° bzw. 1x10% pfu H3N-375TS (n=6 bzw. 12) oder mit mit 5x10° H3N-39TS (n=4) infiziert.
Kontrolltieren wurde 0,9 %-ge NaCl-Losung injiziert (n=12). Der Untersuchungszeitraum betrug sieben Tage. (A) Der
Gewichtsverlauf wurde téglich tiberpriift. (B) Der Gesundheitsstatus der Mause wurde an Tag sieben nach Infektion anhand
eines Gesundheitsscores bewertet (0 [klinische Anzeichen einer schweren Infektionskrankheit) -5 (ohne gesundheitliche
Einschrinkungen)]. (C) Die kardialen Titer von H3N-375TS, H3N-39TS und H3N wurden mittels Plaque Assay auf HeLa-
Zellen bestimmt, jede Probe wurde als technisches Triplikat analysiert. (D) Aus den Pankreasgeweben wurde die Gesamt-RNA
isoliert und mittels qRT-PCR die CVB3-Kopienzahl pro Mikrogramm Pankreas-RNA ermittelt, jede Probe wurde als
technisches Triplikat gemessen. (E; F) Herz- und Pankreasgewebe wurden histologisch aufgearbeitet und beziiglich der (E)
kardialen Inflammation bzw. (F) pankreatischen Destruktion beurteilt. (E) Kardiale Inflammation bewertet anhand eines
Inflammationsscores zwischen 0-4 (O=keine Inflammation, 4= sehr starke Inflammation, Nekrose). (F) Pankreaszerstorung
anhand einer Bewertungsskala von 0 (keine Gewebeverdnderung) bis 100 % (komplette Organzerstérung). (C-F) Jedes Symbol
zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusitzlich dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte + SEM, *p<0,05; **p<0,01.
Anmerkung 1: (C) Sechs Tage nach der Infektion verstarb eines der vier mit H3N-39TS infizierten Tiere. Anmerkung 2: (E)
Eines der histologischen Schnittpriparate der mit 5x10° pfu an H3N-375TS infizierten Mause konnte aus technischen Griinden
nicht ausgewertet werden.

Die himodynamischen Messungen der mit H3N-375TS (1x10® pfu) infizierten Tiere bzw. den nicht
infizierten Kontrolltieren zeigten keine signifikanten Unterschiede beziigliche der Kontraktilitit (Abb.

41A) und Relaxation (Abb. 41B) des linken Ventrikels.
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Abbildung 40: Die intravenése Applikation von H3N-375TS verursacht in Balb/C-Miusen eine
Inflammation im Herzgewebe, nicht aber im Pankreas.

Balb/C-Miuse wurden mit 5x10° bzw. 1x10% pfu H3N-375TS (n=6 bzw. 12) oder mit mit 5x10° H3N-39TS (n=4) infiziert.
Kontrolltieren wurde 0,9 %-ge NaCl-Losung injiziert (n=12). Der Untersuchungszeitraum betrug sieben Tage. Herz- und
Pankreasgewebe der infizierten NMRI-Méuse wurde histologisch aufgearbeitet und mittels H&E-Féarbung der Querschnitte
analysiert. Dargestellt sind repréisentative Farbungen jeder Gruppe. Die Vergrofierung der Herzquerschnitte lag bei 25 -und
200-fach, die des Pankreasgewebes bei 200-fach. Anmerkung: Eines der histologischen Schnittpréparate der mit 5x10° pfu an
H3N-375TS infizierten Méuse konnte aus technischen Griinden nicht ausgewertet werden.
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Abbildung 41: Himodynamische Messungen von intravends mit H3N-375TS infizierten Balb/C-Miusen.

Méuse wurden intravends mit 1x10® pfu H3N-375TS (n=12) infiziert oder mit NaCl (sham, n=10) behandelt. Himodynamische
Messungen erfolgten sieben Tage nach der Infektion. Die (A) Kontraktilitdt (dP/dtmax) und (B) Relaxation (dP/dtmin) des
linken Ventrikels (LV) wurden jeweils iiber einen Zeitraum von 20 min mittels eines Herzkatheters aufgezeichnet. Jedes
Symbol zeigt den Wert eines Versuchstiers, zusitzlich dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte + SEM. n.s.= nicht
signifikant.
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4 Diskussion

Das CVB3-Maus-Myokarditismodell gilt als Standardtierversuchsmodell zur Untersuchung virus-
induzierter Kardiomyopathien. Dennoch unterscheidet sich die murine Prasenz der CVB3-Infektion von
der humanen beziiglich der Schwere der Infektion als auch hinsichtlich des Virustropismus. In
experimentellen CVB3-Infektionsstudien mit Mausen stellt das Pankreas innerhalb des systemischen
Krankheitsverlaufes das suzeptibelste Organ fiir die Infektion dar, in welchem eine verstirkte
Replikation des Virus stattfindet''®?”, Die infolge der hohen Viruslast ablaufenden
pathophysiolgoischen Prozesse wiederum resultieren in einer extensiven Schiadigung des Gewebes.
Diese vorhergehende Replikation des Virus im Pankreas wird vielfach als Voraussetzung fir die
kardiale Infektion und somit fiir die Entwicklung einer Myokarditis angesehen, wohingegen gegenlaufig
postuliert wird, dass die Infektion des Pankreas nicht zwingend ausschlaggebend fiir die kardiale
Infektion in Méusen ist”>?®, Trotz der kontrovers diskutierten Bedeutung des Pankreas fiir die
Auspriagung der murinen Myokarditis gibt es im Menschen lediglich vereinzelte Fille, in denen das
Auftreten einer CVB-induzierten Pankreatis und Myokarditis im gleichen Patienten bestitigt
wurde?**!, Frequenter zeigt sich hingegen die Auspragung CVB-indzierter Kardiomyopatien ohne eine
vorhergehende Pankreatitis. Basierend auf diesen klinischen Befunden verlduft die kardiale CVB-
Infektion im Menschen mit hoéherer Wahrscheinlichkeit ohne maBgebliche Beteiligung des
Pankreas’®75:22.

Das in der vorliegenden Arbeit etablierte pankreasattenuierte CVB3-Maus-Myokarditismodell
ermdglichte es, auf Grundlage einer generierten gentechnisch modifizierten miRNA-375 suszeptiblen
CVB3-Variante (H3N-375TS), in NMRI- als auch Balb/C-Maiusen, eine CVB3 induzierte Myokarditis
ohne Auspriagung einer Pankreatitis zu induzieren. Die Ergebnisse zeigten, dass sieben Tage nach i.v.
Applikation des Virus replizierendes H3N-375TS im Herzen detektierbar war, welches zu einer
kardialen Schiadigung, der Infiltration mononukledrer Immunzellen sowie zur Induktion verschiedener
proinflammatorischer Zytokine im Herzen fiihrte. Bedeutend dabei ist, dass ein i.v. appliziertes
Kontrollvirus (H3N-39TS) sowohl das Pankreas als auch das Herz infizierte, was belegt, dass die i.v.
Infektion per se nicht fiir die fehlende Pankreasinfektion von H3N-375TS ursdchlich war. Diese
pathophysiologischen Reaktionen reprasentieren typische Parameter einer akuten Myokarditis. Zudem
ermoglichte der Einsatz von H3N-375TS die Etablierung eines 28-tdgigen chronischen CVB3-Maus-
Myokarditismodells, in welchem die Tiere im Verlauf der Versuchsdauer progressive fibrotische
Verdnderungen im Herzen aufwiesen. Mehr noch war am Ende der 28-tigigen Versuchsdauer im
Herzgewebe der Miuse persistierende virale RNA, aber kein infektidses Virus nachweisbar, was typisch
fiir die chronische kardiale CVB3-Infektion in Mausen ist. Weder im chronischen noch im akuten
Modell zeigten mit H3N-375TS infizierte Versuchstiere eine Infektion bzw. Schiddigung des
Pankreasgewebes. Gegeniiber der i.v. Applikation waren nach i.p. Applikation von H3N-375TS weder
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das Pankreas noch das Herz infiziert. Dies belegt, dass nach i.p. Applikation von CVB3 die Replikation
im Pankreas essentiell fiir die kardiale CVB3-Infektion ist.

4.1 Evaluierung der miRNAs

Die Erzeugung miRNA suszeptibler Viren durch die genetische Modifikation des viralen Genoms stellt
eine neue, effektive Strategie dar, um gezielt den viralen Gewebs- bzw. Zelltropismus zu regulieren.
Uber den wirtseigenen Mechanismus der RNAi kommt es zum Abbau der genetisch modifizierten
viralen RNA, indem die entsprechende endogen exprimierte miRNA an die in das Virusgenom inserierte
miRNA-TS bindet.

Fir die Generierung einer pankreasattenuierten CVB3-Variante stellte initial die Auswahl einer
geeigneten miRNA einen entscheidenden Faktor dar. Hierfir wurden, unter Verwendung der
Affymetrix-miRNA-Chip-Analyse sowie qRT-PCRs, die am stirksten exprimierten miRNAs im
murinen Pankreas bestimmt. Dazu zdhlten die miRNA-375, miRNA-200c, miRNA-690, miRNA-217,
miRNA-216a, miRNA-216b, miRNA-200b, and miRNA-200a (Abb. 16). Auch die Gruppen um Dixit
et al. und Endo et al. zeigten, dass besagte miRNAs verstarkt im Pankreas von Mausen bzw. Ratten
exprimiert werden?>2%*, Dagegen sollten diese miRNAs im Herzen fehlen oder moglichst gering
exprimiert sein, um dort die Replikation eines mit korrespondierenden miRNA-TS versehenden CVB3
nicht zu inhibieren. Im Vergleich zu den anderen gemessenen miRNAs wurden die miRNA-375 -und
690 im Pankreas am starksten exprimiert (insbesondere im exokrinen Pankreas). Da die miRNA-375 im
Herzen fast um drei logjo-Stufen niedriger exprimiert wurde als die miRNA-690 (Abb. 17), wurde sie
fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt.

Das Pankreas besteht Grofiteils aus Azinuszellen (exokrines Pankreas), nur vereinzelt treten
Langerhanssche Inseln mit Inselzellen auf, welche das endokrine Pankreas bilden. Abbildung 42 zeigt
den H&E gefirbten Querschnitt murinen Pankreasgewebes und verdeutlicht die morphologische
Unterscheidung und Verteilung beider Gewebetypen. Vielfach wurde gezeigt, dass CVB3 in Méusen
primér in Azinuszellen repliziert und diese zerstort, nicht jedoch in den Langerhansschen Inselzellen
93.185.295.29 Basierend darauf war es wichtig, dass die zu evaluierenden miRNAs hohe Expressionslevel
im exokrinen Pankreas aufwiesen.

Studien der Arbeitsgruppen um Drescher und Bopegamage zeigten jedoch, dass Inselzellen
moglicherweise eine Rolle innerhalb der chronischen Mausmyokarditis spielen®””-*®. Wihrend der
akuten Phase der CVB3-Infektion wies ausschlieBlich das exokrine, nicht jedoch das endokrine Pankreas
von i.p. mit CVB3 infizierten Swiss Albino Miusen Lasionen und nekrotische Verdnderungen auf.
Immunhistologische Farbungen des Pankreas zeigten wiederum, dass die beiden viralen Antigene VP1
und 3A sowohl im exokrinen als auch im endokrinen Pankreas nachweisbar waren®”®. Damit
einhergehend wurde gezeigt, dass Inselzellen sowohl CAR exprimieren als auch fiir die Infektion mit
CVB suszeptibel sind*’. Tracy et al. kamen zu dem Schluss, dass die Persistenz von CVB im Pankreas,

entsprechend der Persistenz im Herzen, ebenfalls auf natiirlich auftretenden Deletionen am 5°-Ende des
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Genoms basiert. Je nach Lange der Deletion wirkten sich diese variierend auf die sekundéire stem-loop
Struktur aus, gingen jedoch prinzipiell mit einer verlangsamten Replikation und einer Verringerung des
zytophathischen Potentials einher®. Dabei adressierten sie den Effekt der pankreatischen CVB-
Persistenz auf die Ausbildung einer Typ I Diabetes. In Anbetracht des Nachweises von VP1 in den
Inselzellen von Typ I Diabetes Patienten®*3% schlussfolgerten sie, dass CVB nach Abklingen der akuten
Infektion vermutlich in den Inselzellen persistieren kann®”.

Da auch Inselzellen (endokrines Pankreas) CAR exprimieren®”’, sollte der Schutz des gesamten Pankreas
iiber die Insertion der miRNA-TSs gewéhrleistet werden. Daher sollte auch das endokrine Pankreas die
ausgewdhlte miRNA in verstirktem Maf3e exprimieren. Neben der geringen Expression der miRNA-375
im Herzen (Abb.17), wies sie in beiden Pankreasteilen jeweils die hochsten Expressionslevel auf

(Abb. 16).

Azinuszellen
(exokrines Pankreas)

Inselzellen
(endokrines Pankreas)

Abbildung 42: Histologisches Priparat des endo- und exokrinen Pankreas.
Pankreasgewebe wurde histologisch aufgearbeitet und mittels H&E-Féarbung analysiert. Die mikroskopische Vergroferung des
Pankreasgewebes lag bei 200-fach (vgl. Kapitel 3.16, Abb. 37D).

4.2  Einfluss der Insertion von miRNA-TS auf die Replikation und Zytotoxizitit
von CVB3

Fiir die Effizienz der miRNA-TS basierten Pankreasattenuation von CVB3 musste zunéchst die optimale
Insertionsstelle der miRNA-375 in das Genom der CVB3-Variante rCVB3.1 ermittelt werden. Dabei
durfte die Insertion die virale Replikation nicht unspezifisch beeintridchtigen und sollte gleichzeitig eine
effektive pankreasspezifische CVB3-Attenuierung ermdglichen.

Daher wurden TS fiir die pankreasspezifische miRNA-375 sowohl in positiver als auch negativer-
Orientierung in die 3’-bzw. 5’-Enden des Genoms der CVB3-Variante rCVB3.1 inseriert. Fiir die nicht
in Méusen exprimierte miRNA-39 wurden die TS nur in positiver-Orientierung in die 3’- bzw. 5’-Enden
des CVB3-Genoms inseriert. Auf HeLa-Zellen, welche endogen keine der beiden besagten miRNAs
exprimieren, waren die viralen Titer aller rekombinanten CVB3-Varianten mit Modifikationen am

3’-Ende vergleichbar mit dem des unmodifizierten Kontrollvirus rCVB3.1 (Wildtyp). Lediglich der
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Virustiter von CVB3-39TS(3+) lag 8 h und 24 h nach Infektion etwa eine logio-Stufe niedriger als der
des Wildtyps. Jedoch erreichte sie 48 h nach Infektion einen Titer, welcher mit denen der anderen CVB3-
Varianten mit Modifikationen am 3’-Ende vergleichbar war. Bei den rekombinanten CVB3-Varianten
mit Modifikationen am 5’-Ende war der Virustiter des Wildtyps am hdochsten, gefolgt von den
rekombinanten Varianten CVB3-39TS(5+) und CVB3-375TS(5+). Den niedrigsten Titer wies CVB3-
375TS(5-) auf, der etwa eine logjo-Stufe unter dem des Kontrollvirus rCVB3.1 lag (Abb. 20A-B).

Die visuelle Beurteilung der Plaquemorphologie der rekombinanten CVB3-Varianten zeigte, dass bis
auf CVB3-375TS(5-) alle Varianten etwa gleich groBe Plaques ausbildeten. Die Plaques von CVB3-
375TS(5-) waren deutlich kleiner, was in Anbetracht der ebenfalls verringerten Virustiter ebenfalls auf
deren verminderte Replikation zuriickfiihrbar ist (Abb. 20C). Vermutlich fiihrt die Insertion der miRNA -
375TSs in negativer Orientierung in das CVB3-Genom bereits zu einer verlangsamten Replikation, die,
wenn sie am 5’-Ende des Protein kodierenden Bereichs erfolgt, zu einer niedrigeren Replikation fiihrt!®.
Da die Insertion der miRNA-TSs am 5’-Ende am Beispiel der CVB3-375TS(5-)-Variante zu einer
verringerten CVB3-Replikation fiihrte, wurden fiir alle folgenden Versuche nur CVB3-Varianten mit
Modifikationen am 3’-Ende verwendet. Alle anderen Insertionen von miRNA-TS wurden beziiglich des
viralen Replikationsverhaltens von CVB3 toleriert.

Die Insertion der miRNA-375TS bzw. miRNA-39TS in die 3’UTR der CVB3-Variante H3N zeigte
keinen Einfluss auf die virale Replikation (Abb. 30A-B). Die Plaques der CVB3-Variante H3N bzw. der
aus dieser generierten H3N-miRNA-TS-Varianten waren deutlich gréBer als die der CVB3-Variante
rCVB3.1 bzw. der aus dieser generierten CVB3-miRNA-TS-Varianten (Abb. 30C). Studien zeigten,
dass kardiovirulente CVB3-Varianten, zu denen auch H3N zdhlt, grolere Plaques ausbilden als
pankreovirulente bzw. solche, die nur eine geringgradige Myokarditis in Mdusen ausldsen, wie es auch
fiir rCVB3.1 beschrieben wurde?”. Ursichlich fiir die unterschiedliche Plaquemorphologie konnte sein,
dass kardiovirulente Viren eine stirkere Replikation aufweisen bzw. sich besser an die Wirtszellen
adaptiert haben, was zur Steigerung der viralen Fitness beitrdgt. Dadurch wird eine grofBere
Virusnachkommenschaft produziert, welche wiederum in der gleichen Zeit eine gréflere Anzahl neuer
Zellen infizieren kann als eine langsamer repliziernde Virusvariante. Folglich werden mehr Zellen
lysiert, was vermutlich auch in der Bildung groBerer Plaques resultiert?%30!,

Im Gegensatz zu einigen der in der vorliegenden Arbeit hergestellten CVB3-miRNA-TS-Varianten
fiihrte die Infektion mit modifiziertem CVB3, welchem GFP inseriert wurde, zur Ausbildung deutlich
kleinerer Plaques. Die Begriindung dafiir scheint in der Uberschreitung der maximal in das Virusgenom
inserierbaren Nukleotidmengen zu liegen. Durch die Insertion von GFP kann somit das zu grole Genom
nicht bzw. nur langsamer in das Virion verpackt werden. Diese Menge an Nukleotiden ist von Virus zu
Virus unterschiedlich, sollte aber 30% des viralen Genoms nicht iiberschreiten**>***. Aus diesem Grund

wurden nur drei Tandem-Kopien der miRNA-TSs in das CVB3-Genom inseriert.
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4.2.1 Inhibierung von miRNA-375TS enthaltender CYB3-Varianten durch miRNA-375
Beziiglich der miRNA-375TS vermittelten Attenuierung der generierten CVB3-Varianten
demonstrierten die in vitro Ergebnisse, dass sowohl die Insertion der miRNA-375TS in das 5’-Ende
unmittelbar upstream der kodierenden Sequenz des VP4, als auch die Insertion unmittelbar downstream
des Stop-Kodons innerhalb der 3’UTR des viralen Genoms, zu einer effizienten Inhibierung der viralen
Replikation fiithren. /n vivo konnte gezeigt werden, dass die Insertion der miRNA-375TS in die 3°’UTR,
eine effektive Suppression der Virusreplikation bewirkt, H3N-Varianten mit miRNA-TS-Insertionen in
der 5’UTR wurden nicht getestet. Andere Studien, die ebenfalls Viren mit miRNA-TS ausriisteten, um
die virale Replikation in einzelnen Organen auszuschlieBen kamen in Bezug auf die Funktionalitdt der
Viren zu dhnlichen Ergebnissen, andere aber auch zu davon abweichenden. So zeigten He et al., dass
Insertionen von miRNA-TS fiir zwei muskelspezifische miRNAs, miRNA-133 und miRNA-206, in die
3’UTR des Virusgenoms nicht durch das Virus toleriert wurden, so dass die modifizierten Viren generell
nicht infektios waren®®. Interessanterweise fithrte die Insertion dieser miRNA-TSs in die 5’UTR des
Virusgenoms zur gewiinschten Attenuierung*®.

Andere Studien zeigten, dass Sequenzinsertionen in das 3’-Ende (3’'UTR) des Virusgenoms von
Picornaviren besser toleriert werden®®. Zudem zeigte die Gruppe um Dunn et al., dass die 5UTR
entscheidend zur Auspriagung des kardiovirulenten Phéanotyps innerhalb verschiedener CVB3-Stamme
beitrigt’®, so dass eine Modifikation in diesem Bereich des Virusgenoms eventuell die natiirliche
Virulenz negativ beeinflussen konnte.

In einem anderen Fall wurden Mengoviren mit miRNA-TSs ausgestattet. Dabei zeigte sich, dass die
generierten vMV24-Varianten, welcher eine miRNA-TS fiir die miRNA-124 (exprimiert im
Zentralnervensystem) in die 5’UTR und je eine miRNA-TS fiir die miRNA-133 und die miRNA-208-
(beide exprimiert im Herzen) in die 3’UTR inseriert wurden, die Virusreplikation spezifisch im
Nervengewebe und im Herzen unterdriickte, ohne das virale onkolytische Potential zu beeintrichtigen®®’.
Anhand dieser Beispiele konnen die miRNA-TSs sowohl in die 3°UTR als auch in die 5’UTR bzw. in
Kombination aus beiden, inseriert werden. Vielmehr scheinen der exakte Insertionsort, die ausgewéhlten
miRNAs bzw. miRNA-TSs sowie deren Anzahl einen Einfluss auf die Replikation bzw. Spezifitit zu
haben.

Um die CVB3-Replikation im Pankreas moglichst stark zu supprimieren, wurden die inserierten miRNA-
375TS fiir den wéhrend der Replikation gebildeten CVB3-Minus-RNA-Strang generiert. Der Minus-
RNA-Strang, der wihrend der CVB3-Replikation als Matrize fiir die Synthese neuer Plus-Strénge dient
und im akuten CVB3-Infektionsverlauf im Pankreas in einem Verhiltnis 1 : 50 (Minus : Plusstrang)
vorliegt, sollte dadurch eine 50-fach hohere Suppression im Vergleich zum Plus-mRNA-Strang
ermdglichen®,

In der vorliegenden Studie zeigten sich Unterschiede beziiglich der Attenuierungseffektivitiat zwischen
rekombinanten CVB3-Varianten mit der miRNA-375TS-Insertion in positiver- bzw. negativer

Orientierung. Lediglich die Replikation von CVB3-375TS(3+) und CVB3-375TS(5+) in Gegenwart der
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miRNA-375, nicht jedoch die von CVB3-375TS(3-) bzw. CVB3-375TS(5-), konnten supprimiert
werden (Abb. 43). Hingegen konnte mit den miRNA-375-Mimics auch die Replikation von CVB3-
375TS(3-) bzw. CVB3-375TS(5-) inhibiert werden. MiRNA-Mimics, dhneln strukturell sehr stark
siRNAs. Die Inhibierbarkeit der CVB3-Varianten mit negativ orientierten miRNA-375TS-Sequenzen
mittels miRNA-375-Mimics basiert darauf, dass beide miRNA-Mimics-Strange in den RISC-Komplex
eingebaut werden konnen. Bei der miRNA-Prozessierung wird jedoch nur der Leitstrang in den miRISC-
AGO2-Komplex eingebaut (Abb. 5) und somit wird nur die miRNA-375TS(+)-Sequenz im Plus-RNA-
Strang supprimiert?!!-212,

Mit keinem der Ansdtze war es jedoch moglich den CVB3-Minus-RNA-Strang durch miRNA-375 zu
inhibieren, da dieser wihrend der Replikation der CVB3-Plus-RNA-Strange durch den
Replikationskomplex abgeschirmt wird***%®31% Aus diesem Grund wurden fiir die weiteren

Untersuchungen CVB3-Varianten mit den Modifikationen am 3’-Ende mit den TSs in der (+)-

Orientierung verwendet.
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Abbildung 43: Schematische Darstellung der Angriffsstellen der miRNA und siRNA.

Mit miRNA-375-Mimics (siRNA) wurden beide CVB3-Plustrange mit den TSs in der (-) und (+)-Orientierung
supprimiert, wihrend die miRNA-375 nur den CVB3-Plusstrang mit den TSs in der (+)-Orientierung inhibierte.
Der CVB3-Minusstrang wurde weder von siRNAs noch von miRNAs supprimiert.

Ein weiterer Faktor, der die Effektivitdt der Attenuierung beeinflusst, ist die Anzahl der inserierten
miRNA-TS-Kopien. CVB3 ist aufgrund der 3D-Polymerase, welche keine Korrekturlesefunktion besitzt,
stark durch das Auftreten von Mutationen gekennzeichnet, so dass die inserierte miRNA-TS inaktiviert
werden konnte. Zum einen minimiert die Mehrfachinsertion von miRNA-TS-Kopien die
Wahrscheinlichkeit, dass alle inserierten Sequenzen wihrend der CVB3-Replikation Mutationen

unterliegen, zum anderen kann sie den Effekt der Attenuierung verstérken.
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In Anbetracht des Sicherheitsfaktors viraler Therapiestrategien verringert die Mehrfachinsertion von
miRNA-TS das Risiko der Entstehung von Escape-Mutanten. So konnten Heiss et al. zeigen, dass die
Schadigung des Zentralnervensystems durch mit Insertion mehrerer miRNA-TS-Kopien in neurotrophen
Flaviviren deutlich reduziert werden kann. Obwohl bereits die Insertion einer miRNA-TS die
Neurovirulenz des Virus verhinderte, erhielt das Virus durch Deletionen bzw. andere Mutationen
innerhalb des viralen Genoms schnell seinen urspriinglichen neurovirulenten Phanotyp zuriick. Erst
durch die Erh6hung der Anzahl inserierter miRNA-TS innerhalb der 3’UTR des Virus konnte dessen
neurovirulenter Phiinotyp konstant unterbunden werden?!!,

Brown et al. zeigten, dass die Insertion von vier Tandemkopien einer miRNA-TS am effektivsten zur
Suppression der Transgenexpression fiihrt>*, Kelly et al. zeigten, dass diese Effizienz nicht allein von
der Anzahl der miRNA-TS-Kopien, sondern von deren Komplementaritit zu der jeweiligen miRNA und
deren Expression im Zielgewebe abhéngig sind. So fiihrte die Insertion von zwei Tandemkopien
bestehend aus je zwei verschiedenen miRNA-TS-Elementen (miRNA-133TS und miRNA-206TS) zur
stidrkeren Restriktion der Genexpression als die Insertion vier Tandemkopien von nur einer miRNA-
TS203.

Fiir die Pankreasattenuierung von CVB3 wurden drei vollstindig komplementire miRNA-375TS-
Kopien in das virale Genom (3’UTR) inseriert, wodurch die virale Replikation in transient mit miRNA-
375 transfizierten Zellkulturen etwa 10- bis 100-fach verringert wurde. In pankreatischen EndoC-fH]1-
Zellen, welche endogen die miRNA-375 exprimieren, konnte sogar eine 10000-fache Inhibierung
beobachtet werden. Damit wurde eine effiziente Attenuierung bereits mit drei miRNA-375TSs erreicht

werden.

4.3 Intraperitoneale Injektion von CVB3

4.3.1 rCVB3.1 verursacht keine Myokarditis in NMRI-Miusen

Die Auswertungen der in vivo Experimente, bei denen NMRI-Méause mit der CVB3-Variante rCVB3.1
bzw. mit den aus dieser generierten, mittels-TS-modifizierten CVB3-Varianten infiziert wurden, zeigten
keinen fiir CVB3 typischen Infektionsverlauf. Es konnte keine bzw. nur eine sehr geringe virale
Replikation im Pankreas- und Herzgewebe nachgewiesen werden (Abb. 29).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde geschlussfolgert, dass die iiber die aus rCVB3.1 hergestellten
miRNA-375TS enthaltenden CVB3-Varianten zu keiner stabilen Induktion der Myokarditis fiihren
wiirden und folglich ungeeignet fiir in vivo Untersuchungen bzw. fir die Etablierung eines
pankreasattenuierten CVB3-Maus-Myokarditismodells wiren. Dieser Befund steht im Einklang mit den
Daten von Slifka et. al., welche rCVB3.1 entwickelten und zeigten, dass die Infektion von Mausen mit
dieser CVB3-Variante eine mittelgradige Pankreatitis ausloste, jedoch eine wenig stark ausgeprégte
Myokarditis verursachte?”. Das fiir die Herstellung von rCVB3.1 verwendete pMKS1-Plasmid enthélt
das komplette Genom des kardiotrophen CVB3-H3%!, in welches eine Sfil -und 3C/3CD™-

Schnittstellen am 5’Ende der Proteinkodierenden Bereich des Virus inseriert wurden. FEin
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Sequenzvergleich der cDNAs von rCVB3.1 und des kardiotropen CVB3 H3, welches fiir die Herstellung
von rCVB3.1 als parentales Virus verwendet wurde, zeigte, dass bis auf die Sfil -und 3C/3CDPr-
Schnittstellen eine vollstindige Sequenziibereinstimmung beider Virusgenome vorlag.

H3 :MGA QVST... (Knowlton et al 28")

rCVB3.1 : MGA GGA GGG GAL FQG AQV ST... (Slifka et al.*”)

Mit der blauen Markierung wurde der Bereich gekennzeichnet, welcher die eingefiigte Sfil -und
3C/3CD™-Schnittstellen enthielt.

Da der kodierende 5’-Bereich wichtig fiir die virale Replikation ist wird vermutet, dass die Insertion der
Sfil -und 3C/3CDP™-Schnittstellen mit 39 zusétzlichen Nukleotiden die Ursache fiir die geringe in vivo
Replikation des CVB3 aus dem pMKS1-Plasmid sein konnte!83312313,

Im Gegensatz zu rCVB3.1 zeigte CVB3-H3 in vivo ein effektives Replikationsverhalten und einen
typischen CVB3-Infektionsverlauf mit Entstehung einer starken Pankreatitis und Myokarditis
(Abb. 29A-E). Beziiglich ihrer pathophysiologischen Prasenz entspricht die verwendete CVB3-Variante
CVB3-H3 der hoch kardiotropen, herzpassagierten H3-Woodruff-Variante 28!,

Basierend darauf, sowie in Anbetracht der Ergebnisse der in vitro Versuche, wurden fir die in vivo
Experimente ausschlieSlich rekombinante H3-Varianten (H3N, H3N-375TS und H3N-39TS) mit

Modifikationen am 3’-Ende verwendet, denen die miRNA-TS in positiver Orientierung inseriert wurden.

4.3.2 H3N induziert eine Myokarditis nach i.v. Applikation in NMRI-M:iuse

Mit den neugenerierten CVB3-Varianten H3N (Wildtyp), H3N-39TS (Kontrolle zur Spezifitit der
miRNA-TS) und H3N-375TS wurden NMRI-Méuse i.p. mit einer Dosis von 10° pfu infiziert. Die beiden
CVB3-Varianten H3N und H3N-39TS, nicht jedoch H3N-375TS, verursachten einen typischen Verlauf
einer CVB3-Infektion mit einhergehender Gewichtsreduktion und eingeschrianktem Gesundheitszustand.
Es wurde erwartet, dass Méuse, welche i.p. mit H3N bzw. H3N-39TS infiziert wurden, sowohl im Herzen
als auch im Pankreas hohe Virustiter aufweisen, wohingegen fiir H3N-375TS infizierte Méuse keine
oder lediglich geringe Virustiter im Pankreas, aber hohe Virustiter in dem Herz erwartet wurden. Die
Messung der Viruslast in den Gewebeproben sowie die histologischen Untersuchungen bestétigten, dass
die Infektion mit H3N bzw. mit H3N-39TS zu hohen kardialen und pankreatischen CVB3-Titern fiihrte.
Die mit H3N-375TS infizierten Tiere wiesen entsprechend der miRNA-375 vermittelten Attenuierung
eine sehr geringe CVB3-Kopienzahl im Pankreas auf, doch entgegen der Erwartungen konnte auch im
Herzen nur ein geringer Virustiter nachgewiesen werden (Abb. 31C-D). Wie bereits mehrfach erwéhnt,
wurde die Rolle des Pankreas fiir die Entwicklung der CVB3 induzierten Myokarditis im Mausmodell
kontrovers diskutiert.

Kallewaard et al. entwickelten ein Maus-Knockout-Modell, bei dem CAR in den fiir die Pathogenese
von CVB3 wichtigen Organen, Herz (Hrt-KO) bzw. Pankreas (Panc-KO), deletiert wurde. Bei den mit

CVB3-H3 infizierten Panc-KO-Mé&usen wurde im Pankreas ein drei logio-Stufen niedrigerer Virustiter
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als bei den Kontrolltieren detektiert. Der Virustiter im Herzen war jedoch nur eine logio-Stufe niedriger,
woraus geschlussfolgert wurde, dass die CVB3-Infektion des Pankreas keinen groflen Einfluss auf die
Infektion des Herzens besitzt. Der direkte Knockout von CAR im Herzen hingegen zeigte eine stirkere
Auswirkung auf die kardialen CVB3-Titer, da dieser in den mit CVB3-H3 infizierten Hrt-KO-Mé&usen
zwel logio-Stufen unter denen der Kontrollgruppe lag. Damit vergleichbare Ergebnisse zeigte der
komibierte Knockout von CAR in Herz und Pankreas und unterstiitzt damit die Vermutung, dass weniger
die Replikation von CVB3 im Pankreas ausschlaggebend fiir die kardialen CVB3-Titer ist, als vielmehr
die Expression von CAR im Herzen?®.

Damit einhergehend zeigten die Befunde von Gomez et al., welche in einer Studie Balb/C-Méause
entweder mit einer pankeovirulenten bzw. mit einer kardiovirulenten CVB3-Variante i.p. infizierten,
dass trotz dhnlich hoher CVB3-Titer im Pankreas nur die kardiovirulente CVB3-Variante eine
Myokarditis induzierte. Ein hoher CVB3-Titer im Pankreas wire demnach kein Indikator dafiir, dass
eine Myokarditis induziert wird®’. Auch in NMRI-Miusen konnte gezeigt werden, dass das Pankreas
eine Rolle wihrend der priméren Replikation in CVB3-infizierten NMRI-Mé&usen spielt, die virale
Vermehrung im Pankreas jedoch nicht zwingend erforderlich zu sein scheint, um eine akute und/ oder
chronische Myokarditis zu entwickeln!'>. Dementgegen stehen die Befunde von Tracy et. al., die zeigten,
dass kardiovirulente CVB3-Stdimme keine Myokarditis ohne eine vorhergehende Pankreatitis
verursachen konnen. Dafiir verwendeten sie neun sich genotypisch unterscheidende CVB3-Stdmme, von
denen einer avirulent fliir Herz und Pankreas war, acht der neun Stimme eine Pankreatitis
(pankreovirulent) verursachten und von diesen acht wiederum lediglich drei eine Myokarditis
(kardiovirulent) verursachten. Die Studie zeigte, dass alle i.p. applizerten Stimme wéahrend der
achttdgigen Versuchsdauer effizient im Pankreas replizierten, die kardiovirenten Stdimme jedoch
tendentiell hohere Titer und eine ldngere Persitzenz im Serum, im Pankreas und im Herzen aufwiesen
als die nicht kardiovirulente Stimme. In der gleichen Studie zeigten sie in vitro, dass die kardiovirulenten
Stimme hohere Virustiter erreichten als die nicht kardiovirulenten®.

In einer weiteren Untersuchung zeigten Leipner ef al., dass 24 h nach i.p. Injektion des kardiovirulenten
CVB3-Wildtyps in Balb/C -und C57BL/6-Mé&usen lediglich im Blutserum, der Milz, dem Pankreas und
dem mesentrialen Lymphsystem CVB3-Titer nachweisbar waren. Das deutet daraufhin, dass in der
frithen Phase die CVB3-Infektion des Pankreas nétig ist und sich von dort ausgehend auf das Herz
ausbreitet''®. Demzufolge scheint bei i.p. Applikation von CVB3 das Fehlen der pankreatischen H3N-
375TS Infektion ursdchlich fiir die fehlende Infektion des Herzens mit CVB3 zu sein, so dass hier die
pankreatische Infektion essentiell fiir die kardiale Infektion ist.

Dariiber hinaus zeigen unsere Ergebnisse, dass die auf dem Mechanismus der RNAi basierende Strategie
der Pankreasattenuation mittels H3N-375TS im Vergleich zu dem beschriebenen CAR-KO-Maus-
Modell hocheffizient ist, da nahezu in allen untersuchten Tieren H3N-375TS im Pankreas nicht mehr

detektiert werden konnte, wihrend in Panc-KO-Miusen die CVB3 Titerbei 1x10* pfu/g lagen®®.
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Zudem soll erwidhnt werden, dass die miRNA-39TS-Insertion tendenziell einen, wenn auch nicht
signifikanten, Einfluss auf die CVB3-Replikation zu haben scheint, da die Titer von H3N-39TS sowohl
im Pankreas als auch im Herzen jeweils um ca. eine logo-Stufe niedriger als die von H3N ausfielen.
Auch die kardiale Inflammation sowie die Pankreaszerstorung war bei H3N-39TS geringer als bei H3N,

was aus den geringeren Virustitern resultieren konnte (Abb. 31C-F).

mmu-miRNA-7650 5 UGA UAU AUA CAA G 17

LU rrrr |
CVB3-mRNA-Sequenz UGA UAU AUA CAA G

Xbal Ndel
LWGATCGCTCTAGACATATGATACAAGCTGATTTACACCCGGTGATATATACAAGCTGATTTACACCCGGTGAGCGTAT...
e =

Abbildung 44: Schematische Darstellung der miRNA-7650-Angriffsstelle im CVB3-Genom.

Die griin markierten Stellen symbolisieren die Angriffstelle der miRNA-7650 im CVB3-Genom. Mit den blauen Pfeilen sind
die miRNA-39TSs dargestellt zwischen denen sich jeweils 6 bp lange Spacer-Sequenzen befinden. Angriffstelle der
miRNA-7650, welche iiber 13 Nukleotide komplementidr zum CVB3-Genom ist (griin).

Eine mogliche Ursache hierfiir konnte eine unbeabsichtigt generierte Angriffsstelle fiir die miRNA-7650,
welche ebenfalls im murinen Organismus exprimiert wird*!'# und sich zwischen der ersten und zweiten
miRNA-39TSs befindet (bei allen CVB3-Varianten mit miRNA-39TSs), sein (Abb. 44). In der Literatur
finden sich keine Aussagen iiber die miRNA7650 bzw. iiber deren Expression im Pankreas, sodass diese
Hypothese spekulativ ist und einer experimentellen Uberpriifung bedarf.

Dennoch konnte sowohl mit H3N als auch mit H3N-39TS erfolgreich eine Myokarditis induziert werden,
was belegt, dass die miRNA-Insertion per se die Infektiositdt von CVB3 in den Méausen nicht verhindert,
sondern die ausbleibende Infektion des Pankreas mit H3N-375TS spezifisch auf die miRNA-375TS
zuriickzufiihren ist. Innerhalb der i.p. Applikationsroute konnte somit die fehlende CVB3-Replikation
im Pankreas von H3N-375TS ursédchlich fiir den geringen Virustiter im Herzen und die dadurch

ausbleibende Infektion des Herzens sein.

4.4 Intravenose Injektion von CVB3

Basierend auf der Hypothese, dass CVB3 im Pankreas repliziert und sich anschlieSend iiber die Blutbahn
systemisch ausbreitet und so das Herz infiziert''8, konnten Freiberg et al. {iber die i.v. Applikation von
CVB3 die virdmische Ausbreitung des Virus nachahmen und so eine Infektion des Herzens und/oder die
Ausbildung einer Myokarditis verursachen. Doch auch diese Strategie resultierte in der Infektion und
letztlich der Zerstorung des Pankreasgewebes?!.

In der vorliegenden Arbeit wurde die pankreasattenuierte CVB3-Variante H3N-375TS i.v. in die linke
Vena jugularis injiziert, um eine sofortige hdmatogene Ausbreitung auszuloésen und direkt das Herz zu
infizieren. Zudem sollte iiberpriift werden, ob H3N-375TS, dessen Replikation im Pankreas stark

supprimiert ist, nach i.v. Applikation eine Myokarditis induzieren kann.
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4.4.1 Intravenoése Injektion von H3N-375TS verursacht eine Myokarditis

Da keine Erfahrungswerte vorlagen musste mit dem Andern der Applikationsroute auf'i.v. zunéchst eine
fiir die Infektion geeignete Infektionsdosis ermittelt werden. Mit steigender Dosis (Kapitel 3.14) von
H3N-375TS (5x10%, 5x10° bzw. 5x10° pfu) stieg der Virustiter im Herzen an (Abb. 33C). Entsprechend
stieg auch der kardiale Inflammationsscore und lag bei der hdchsten Virusdosis im Mittel bei einem Wert
von 0,7. Im Vergleich dazu resultierte die i.p. Applikation von H3N-39TS (1x10° pfu) in einem hoheren
kardialen Inflammationsscore von 1,3.

Dieser Versuch zeigte erstmals, dass durch die i.v. Applikation von H3N-375TS, auch ohne die vorherige
CVB3-Replikation im Pankreas, eine Myokarditis induziert werden kann. Dies wiederum bedeutet, dass

“9 innerhalb der i.v.

entgegen der Hypothese von Tracy ,keine Myokarditis ohne Pankreatitis
Applikation die Kardiovirulenz demnach nicht zwangsldufig die Replikation des Virus im Pankreas
erfordert. Basierend auf diesem Befund scheinen sich die primire pankreatische Replikation von i.p.
injiziertem CVB3 und die dadurch verursachte Virdmie entscheidend auf die kardiale CVB3-Infektion
und somit auf die Auspragung der Myokarditis auszuwirken.

Bei der i.v. Injektion von H3N-375TS wurden, wie erwartet, keine CVB3-Kopien im Pankreas infizierter
Maiuse nachgewiesen. Auch die pathohistologischen Untersuchungen zeigten keine Infektionsherde oder
Léasionen im Pankreas (Abb. 33E). Dies bestétigt auch der Gewichtsverlauf der NMRI-Mause iiber die
siebentdgige Versuchszeit, da in keinem der mit H3N-375TS infizierten Tiere eine Gewichtsreduktion
festgestellt werden konnte (Abb. 33A). Damit ibereinstimmend wurde der allgemeine
Gesundheitszustand der infizierten Méuse mit einem Score von 4-4,5 bewertet, was ebenfalls bestétigt,
dass die Tiere nahezu klinisch unauffillig waren.

Die Daten zeigen, dass die mit pankreasattenuiertem H3N-375TS infizierten Méuse keine pankreatische,
jedoch eine stark ausgeprégte kardiale Inflammation aufwiesen, die in lhrer Auspragung dhnlich der des
nicht-pankreasattenuierten Kontrollvirus war, welches sowohl im Pankreas als auch im Herzen

replizierte. Dieser Befund deutete darauf hin, dass die pankreatische Virusreplikation infolge der i.v.

Applikation die kardiale Infektion nicht wesentlich beeinflusst.

4.4.2 Vergleich der intraperitonealen und intravendusen Applikationsrouten

Beziiglich der kardialen Infektion sowie der Ausbildung der Myokarditis weisen das pankreasattenuierte
CVB3-Maus-Myokarditismodell und das klassische CVB3-Maus-Myokarditismodell, bei dem
vollstindig aktives CVB3 verwendet wird, starke Ahnlichkeiten auf. Dennoch existieren auch
Unterschiede. Diese beziehen sich weniger auf die Qualitdt der Infektion als vielmehr auf deren
Quantitdt. So resultierte die i.v. Applikation von H3N-375TS trotz einer 50-fach hoheren initial
applizierten Virsusdosis in ca. 1000-fach geringeren kardialen Virustitern im Vergleich zur i.p.
Applikation des nicht modifizierten H3N. Zwei Befunde bestitigen, dass die geringe kardiale Viruslast
nach i.v. Applikation nicht Resultat einer miRNA-375-vermittelten Attenuierung von H3N-375TS im

Herzen ist. Zum einen wurde die miRNA-375 Expression im Herzen als sehr gering validiert, zum
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anderen wies die nicht liber miRNA-375 attenuierbare H3N-39TS CVB3-Variante vergleichbar
niedrigere kardiale CVB3-Titer nach i.v. Applikation auf. Bei der i.p. Applikation repliziert Wildtyp-
CVB3 zunichst iiber mehrere Tage im Pankreas. Dort werden grofle Mengen an CVB3 generiert, die in
die Blutbahn gelangen, sodass das Herz frequent mit einer hohen Viruslast konfrontiert ist, was
wiederum infolge der kardialen Infektion zu hohen CVB3-Titern im Herzen fiihrt”>!''®, Dementgegen
erfolgt die Infektion des Herzens bei der i.v. Injektion des pankreasattenuierten H3N-375TS
ausschlieBlich iiber eine zeitlich limitierte Aufnahme des einmalig in die Blutbahn injizierten Virus.
Zudem unterstiitzt die Tatsache, dass auch die Erhéhung der i.v. injizierten H3N-375TS Dosis von 5x10°
pfu auf 1x10® pfu nicht zu héheren kardialen Titern fiihrte die Vermutung, dass eine Aufnahmekapazitit,
eine obere Grenze fiir das Infektionspotential des Virus, infolge der einmaligen i.v. Injektion besteht. In
der Blutbahn befindet sich eine Vielzahl zelluldrer Komponenten des Immunsystems, so dass es zu einer
schnellen Aktivierung der angeborenen Immunantwort kommt. Infolge der Immunreaktion werden unter
anderem proinflammatorische Chemo -und Zytokine wie IL-1, IL-6, TNFa bzw. Typ I und II IFN aus
Makrophagen und Monozyten unmittelbar in den Blutstrom freigesetzt. Dies wiederum kdnnte mitunter
zur rapiden chemotaktischen Anlockung weiterer Immunzellen wie NK-Zellen bzw. aktivierter T-Zellen
fiihren und so zu einer schnellen Elimination viraler Pathogene beitragen. Folglich deuten die Ergebnisse
daraufhin, dass die fehlende Pankreasreplikation innerhalb der i.v. Applikation ursichlich fiir die
geringeren kardialen CVB3-Titer sein konnte.

Mehrere Studien zeigten, dass niedrigere kardiale CVB3-Titer zu einer weniger stark ausgeprégten
akuten Myokarditis fiihrten. Die Versuche von Tracy et al. verdeutlichten die Auswirkungen des
natiirlichen Virulenzphénotyps verschiedener CVB3-Varianten auf die Virustiter in Herz und Pankreas
bzw. auf die Ausprigung der Myokarditis®>. Horwith et al. beobachteten, dass CVB3 infizierte
transgenen M4éuse, welche in ihren pankreatischen Zellen verstarkt IFNy exprimierten, geringere
kardiale Virustiter besalen und seltener eine CVB3 induzierte Myokarditis auspriagten. Sie
schlussfolgerten, dass die frithzeitige Elimenierung der Virdmie die Schadigung des Herzens minimiert
und auch die Wahrscheinlichkeit einer CVB3 induzierten autoimmunen Myokarditis reduziert'®.
Entsprechend dieser Erwartungen zeigten auch die in der vorliegenden Studie verwendeten Balb/C-
Maiuse, dass die aus der i.v. Applikation von H3N-375TS resultierenden geringeren kardialen Virustiter
mit der verringerten Ausprigung der kardialen Inflammation bzw. der weniger gravierenden

Verschlechterung des Gesundheitsstaus der Méuse korrelierten.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des Infektionsverlaufes von pankreasattenuiertem wund nicht-
pankreasattenuiertem H3N in Abhéingigkeit von der Applikationsroute.

Dargestellt sind das Ausmal} der pankreatischen Replikation, Virdmie und der resultierenden kardialen Inflammation nach
intraperitonealer und intravendser Applikation von pankreasattenuiertem H3N (H3N-375TS) und nicht pankreasattenuiertem
H3N (H3N-39TS). Die roten Linien symbolisieren den Blutkreislauf, die orangefarbenen Querstriche verdeutlichen das
Ausbleiben des jeweiligen betrachteten virologischen/pathophysiologischen Aspektes.

Abbildung 45 zeigt zusammenfassend den Infektionsverlauf von pankreasatteuiertem H3N-375TS und
nicht-pankreasattenuiertem H3N-39TS in Abhéngigkeit der i.v. und i.p. Applikationsroute. Bei der i.p.
Applikation von H3N-375TS wurde dieses im Pankreas komplett supprimiert, konnte daher nicht in den
Blutkreislauf gelangen (gestrichelte Linie) und folglich keine kardiale Infektion auslésen. Dagegen
replizierte das i.p. injizierte Kontrollvirus H3N-39TS im Pankreas, gelangte iiber die Blutbahn in das
Herz und verursachte eine Myokarditis. Demnach ist bei der i.p. Applikationsroute die CVB3-
Replikation im Pankreas essentiell fiir die Auslosung einer Myokarditis. Nach i.v. Applikation
induzierten sowohl H3N-39TS als auch H3N-375TS eine Myokarditis. Die H3N-375TS-Variante wurde
auch nach i.v. Applikation im Pankreas supprimiert, konnte jedoch durch die direkte Injektion des Virus
in den Blutkreislauf das Herz infizieren. Dennoch unterschieden sich H3N-39TS und H3N-375TS
signifikant beziiglich ihrer kardialen Titer sowie der von ihnen ausgeldsten kardialen Inflammation

voneinander. Bei der gleichen initialen Viruslast lagen beide Parameter bei der pankreasattenuierten
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H3N-375TS-Variante deutlich niedriger. Die Bestimmung der viralen Titer im Herzen erfolgte sieben
Tage nach Infektion. Innerhalb dieses Zeitraums gelangte das nicht-pankreasattenuierte H3N-39TS
infolge der systemischen Ausbreitung iiber die Blutbahn in das Pankreas, wo es stark replizierte. Von
dort aus gelangte wiederholt H3N-39TS {iber die Blutbahn zuriick zum Herzen. Das pankreasattenuierte
H3N-375TS hingegen replizierte nicht im Pankreas, so dass vermutlich die Viruslast im Blutstrom und

folglich die im Herzen geringer war als die von H3N-39TS.

4.4.3 Vergleich des H3N-375TS-Myokarditismodells in NMRI -und Balb/C-Miusen

Fiir das akute CVB3-Maus-Myokarditismodell zeigten sich die Inzucht-Mausstimme wie Balb/C und
C57BL/6 (Black6) als besonders geeignet, da beide eine akute Myokarditis entwickeln!®®?7. Da CVB3
jedoch im Herzgewebe von Balb/C-Méausen im Vergleich zu C57BL/6 -Mausen langsamer eliminiert wird,
wurden in der vorliegenden Studie Balb/C-Méause fiir das akute CVB3-Maus-Myokarditismodell
verwendet''®. Ahnlich wie in dem in Kapitel 3.15 beschriebenen Versuchsautbau wurden Balb/C-Miuse
i.v. mit H3N-375TS bzw. H3N-39TS mit einer Dosis von 5x10° pfu bzw. H3N-375TS mit 1x108 pfu
infiziert. Der wohl markanteste Unterschied bei der i.v. CVB3-Infektion zwischen NMRI-und Balb/C-
Maiusen wurde anhand der Gewichtskurven sowie der Beurteilung des allgemeinen Gesundheitszustands
deutlich. NMRI-Méiuse verloren iiber den siebentdgigen Versuchszeitraum sowohl nach Infektion mit
H3N-375TS als auch mit H3N-39TS kein Korpergewicht. Balb/C-Méuse hingegen nahmen ab dem
zweiten Tag nach Infektion mit H3N-39TS stetig ab und verloren insgesamt iiber 20% Korpergewicht.
Bei den mit H3N-375TS infizierten MAiusen konnte, wie bereits bei den NMRI-Miusen, keine
Gewichtsreduktion beobachtet werden (Abb. 39A). In beiden Mausstimmen fiihrte, unabhéngig von der
Gewichtsabnahme, die Infektion mit H3N-39TS zu einer nahezu kompletten Zerstérung des Pankreas.
Der hochste in Balb/C-Méusen ermittelte kardiale H3N-39TS-Titer (1x10° pfu/g) war mit dem i.p.
infizierter NMRI-Mé&use vergleichbar, lag aber deutlich iiber dem i.v. infizierter NMRI-Mause (1x10*
pfu/g). Zudem war der in mit H3N-39TS infizierten Balb/C-Maiusen ermittelte durchschnittliche
Inflammationsscore von 2,7 der hochste Grad der Inflammation, der innerhalb dieser Studie erreicht
wurde. Der Anstieg dieser beiden Parameter infolge der Infektion mit H3N-39TS im Vergleich zu den
mit H3N-375TS infizierten Gruppen bestétigt die Annahme, dass die CVB3-Replikation im Pankreas als
eine Art ,,Booster wirkt, der die notige Virdmie generiert, welche zu hoheren kardialen CVB3-Titern
und der Inflammation im Herzen fiihrt. In den gleichermaBen i.v. infizierten NMRI-Mé&usen konnte keine
adédquate Reflektion der kardialen CVB3-Titer in der Ausprigung der Myokarditis festgestellt werden.
Unterschiede zwischen den beiden Mausstimmen beziiglich der CVB3-Suszeptibildt und folglich der
Auspragung der Myokarditis konnten ursidchlich fiir diese Beobachtungen sein. Bei ndherer Betrachtung
der CVB3-Titer im Herzen, der CVB3-Kopien im Pankreas, der Pankreaszerstorung sowie der kardialen
Inflammationsscores einzelner Tiere innerhalb einer Gruppe wird ersichtlich, dass es eine starke
Streuung gab, welche auf die Heterogenitit der NMRI-Méause zuriickfithrbar sein konnte. Die

Gewichtsunterschiede zwischen NMRI-Mausen innerhalb einer Gruppe betrugen fast 16%, bei Balb/C-
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Mausen war es dagegen nur 5%. Im Durchschnitt waren die NMRI-Méuse 33% schwerer als Balb/C-
Miuse, so dass sich bei einer initialen Virusdosis von 5x10° pfu fiir NMRI-Miuse eine Viruslast von
1,8x10° pfu/g Korpergewicht und bei den Balb/C-Méusen 2,8x10° pfu/g Korpergewicht ergab. Trotz der
Gewichtsunterschiede wurde allen Maéausen die gleiche Virusdosis verabreicht, was zu einer
unterschiedlichen Kompensation bzw. Auspragung der Infektion fiihren kann. So zeigte die Gruppe um
Li et al. anhand von C57BL/6-Miusen, dass sich das initiale Korpergewicht in Kombination mit der
initial eingesetzen CVB3-Dosis entscheidend auf die Entstehung bzw. die Prisenz der viralen

Myokarditis auswirkte'"’.

Weisen Inzuchtlinien nur geringe Unterschiede Dbeziiglich des
Korpergewichtes auf, unterscheidet es sich bei Auszuchtstimmen wie dem NMRI-Stamm gravierend, da
die Variationen hier bis zu einem Drittel bzw. Viertel des Gesamtkorpergewichtes ausmachen konnen.
Die Verwendung einer auf das Korpergewicht der Versuchstiere angepassten Virusdosis konnte demnach
zu einer verringerten Streuung besagter Inflammations- bzw. Infektionsparameter beitragen.

Die erhdhte Suszeptibilitdt von Balb/C-Méusen gegeniiber der H3N-39TS-Infektion zeigte sich auch in
der Bewertung des allgemeinen Gesundheitsstatus mit einem sehr niedrigen Wert von 1 (Abb. 39B),
wohingegen gleichermalien i.v. infizierte NMRI-Méuse einen Wert von 3 aufwiesen (Abb. 34B). Im
Laufe der Versuchsdauer verdnderten die Balb/C-Méuse ihre Physionomie (struppiges Fell), das
Fressverhalten und waren in ihrer Bewegung stark eingeschrinkt, was auf die stark ausgeprigte
Pankreatitis zuriickfithrbar scheint. Bei den mit H3N-375TS infizierten Balb/C-Méusen lag der
allgemeine Gesundheitsstatus hingegen bei einem Wert von 4, das Pankreas blieb unbeschadigt.

Diese Befunde decken sich mit Beobachtungen der Gruppe um Zhang et al., in denen CVB3 infizierte
SWR-Maiuse sich trotz gleicher initial applizierter CVB3-Dosis aktiver als Balb/C-Mause verhielten.
Zudem wiesen die SWR-Maiuse, verglichen mit den Balb/C-Méusen, eine geringere Letalitidt auf.
Interessanter Weise konnte jedoch in den SWR-M4iusen eine starker ausgepréigte Myokarditis als in den
Balb/C-Maiusen induziert werden, wenngleich sich der allgemeine Gesundheitszustand der SWR-Méuse
nur minimal dnderte. Die Grundlage hierfiir sahen Zhang et al. in der unterschiedlichen Auspagung der
Immunantwort beider Mausstimme auf die CVB3-Infektion®"'.

Tracy et al. zeigten, dass verschiedene kardiovirulente CVB3-Stamme (CVB3 AS und ZU) in A/J bzw.
C3H/HeJ-Mausen gleichermalien zu einer massiven Zerstorung der pankreatischen Azinuszellen fiihrten,
jedoch war der Gesundheitszustand der A/J-Méuse im Vergleich zur C3H/HeJ-Méusen deutlich
schlechter. Somit schlussfolgerten auch sie, dass es immunologische oder aber auch genetische Faktoren

geben muss, die zum schlechteren Gesundheitszustand fiihrten®.

4.4.4 Herzpassagierung von CVB3
In dieser Arbeit wurde rekombinantes, kardiotropes H3N-375TS durch die einmalige in vivo
Herzpassagierung in NMRI-Méausen so verdndert, dass es anschlieBend eine hohere Herzpathogenitat
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aufwies'?®. Die neu entstandene rekombinante H3N-375TS Ap Variante wies im Vergleich zu ihrer nicht

herzpassagierten Vorldufervariante eine starkere Tendenz zur Infektion kardialen Gewebes auf, so dass
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nach erneuter Infektion von NMRI-Méausen auch bei einer niedrigeren Virusdosis vergleichbare bzw.
hohere kardiale CVB3-Titer sowie eine starkere Inflammation im Herzen nachgewiesen wurden
(Abb. 34E). Innerhalb der Arbeit wurden keine molekularen Analysen durchgefiihrt, so dass der genaue
Mechanismus der Adaption von H3N-375TS bisher nicht geklart ist.

Eine besondere Eigenschaft von Viren, insbesondere RNA-Viren, ist ihre Anpassungsfahigkeit an duflere
Bedingungen. Die virale RNA-abhingige RNA-Polymerase (RARP) verfiigt liber keine proofreading
Funktion, wodurch CVB3 eine hohe Mutationsrate besitzt. Innerhalb eines einzigen Replikationszyklus
baut die RdRP alle 1000-2000 bp einen Fehler in das CVB3-Genom ein®!'’. Dieser Umstand fiihrt
beispielsweise dazu, dass Mutationen im VP1-Protein eine effizientere Bindung von CAR vermitteln
konnen. Auch wenn alle Strukturproteine (VP1-VP4) an der Rezeptorbindung beteiligt sind, wurde ein
GroBteil der Interaktionen mit CAR fiir das VP1-Protein nachgewiesen'®. Einzig die Modifikation der
Aminosédure Threonin-129 im VP1-Protein von CVB4 ist fiir dessen Virulenz verantwortlich®'®. Die
Mutation zweier Basen im VP1-Protein von CVB3 fiihrte dazu, dass Lysin durch Serin ersetzt wurde,
was in einer vergroferten Plaque-Morphologie resultierte’'?. Verédnderungen an Position N63Y des VP3
Proteins von CVB3 fiihrten ebenfalls zur Ausbildung groBerer Plaques®'.

0%%° wurde dieser durch die

Wahrend der Passagierung des avirulenten CVB3-Stammes CVB3/
Modifikation eines einzigen Nukleotids kardiovirulent. Allein der Austausch des Nukleotids Cytosin (C)
zu Uracil (U) an Position 234 in der 5’UTR des CVB3-Genoms war dafiir ausreichend*?!.

Deletionen am 5’-Ende von CVB3, speziell in der 5’UTR, konnen dagegen zu einer niedrigeren
Replikationsrate und fehlerhafter Translation fithren!®3322,

Bei der Produktion der Viren bzw. auch wihrend der Lagerung der generierten Virusstocks kdnnen
Picornaviren, wie alle RNA-Viren, in einer Mischung unterschiedlicher Genotypen vorliegen, welche
als Quasi-Spezies bezeichnet werden. Dabei zeigte sich, dass sich mutierte Genotypen, welche durch die
Mutation einen Selektionsvorteil erhalten hatten, besser durchsetzen konnten als Genotypen ohne die

entsprechende Mutation®?*-24,

4.4.5 Das chronische Modell der CYB3-Mausmyokarditis

CVB3 induziert in A/J -und NMRI-Mé&usen eine chronische Myokarditis, welche einen &hnlichen
Krankheitsverlauf wie beim Menschen hat!'>3%3, Resistente Mausstimme, wie der Stamm C57BL/6,
dagegen entwickeln zwar eine akute, jedoch keine chronische Myokarditis!'%2%7,

Nach akuter und subakuter Phase der CVB3-Infektion, welche sich durch die Virusvermehrung und
Schadigung des Myokards auszeichnen, folgt die chronische Phase der Myokarditis.

Charakteristische Merkmale fiir die chronische Myokarditis sind die CVB3-mRNA-Persistenz, ohne den
Nachweis funktioneller CVB3-Parktikel, sowie das Auftreten fibrotischer Areale (Remodelling) im
zuvor geschidigten Herzgewebe!!5-2%,

Wie es CVB3 gelingt im Herzen zu persistieren ist bislang noch nicht ins Detail verstanden, jedoch sind

terminale Deletionen im 5’-Bereich der genomischen RNA maligeblich in die virale Persistenz
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involviert. 2005 zeigten Kim et al., dass ein Zusammenhang zwischen der Bildung nicht-zytopathischer
Viren aus der genomischen CVB3-RNA mit terminalen Deletionen der 5’UTR und der Persistenz und
bzw. oder der Aufrechterhaltung der persistenten Infektion des Herzens besteht’?®. Zudem fanden sich
vergleichbare terminale Deletionen der 5°UTR in Biopsien von Patienten mit chronischer
Kardiomyopathie*?’. Smith et al. zeigten, dass diese terminalen Deletionen der 5’UTR des CVB3-
Genoms verglichen mit unmodifiziertem Wildtyp-CVB3 zur deutlichen Verringerung der
Virusreplikation fiithrten’?®. Wie bereits in Kapitel 4.1 diskutiert besteht zudem die Annahme der
Persistenz von CVB3 in den pankreatischen Inselzellen, welche ebenfalls auf terminale Deletionen

innerhalb der 5°UTR ihres Genoms zuriickfiihrbar ist?°7 2%,

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten heterogenem NMRI-Mausstamm wurden nach 28-
tagiger Versuchsdauer keine infektiosen CVB3-Partikel im Herzen nachgewiesen, hingegen konnten
geringe Mengen von CVB3-mRNA im Herzen detektiert werden, was charakteristisch fiir die chronische
Myokarditis ist (Abb. 37C).

Mittels der Trichrom-Férbung der Herzgewebeschnitten waren die Verdnderungen des Myokards
infolge der CVB3-Infektion sowie fibrotische Verdnderungen gut sichtbar. Auch hier zeigte sich
erneut die Heterogenitdt der NMRI-Méuse beziiglich der Infektion mit CVB3. So wies eine der mit
H3N-375TS hp infizierten NMRI-Méuse, welche mit einem Inflammationsscore von 3 bewertet
wurde, viele myofibrilldr geschidigte Areale im Myokard auf (Abb.37D, 25-fach VergréBerung). Bei
einem anderen Tier der gleichen Versuchsgruppe hingegen ergab sich ein kardialer
Inflammationsscore von 1, die Schiadigung des Myokards, gemessen an der Haufigkeit sowie der

GroBe solcher Areale, war deutlich geringer.

4.4.6 Hiaimodynamische Messungen

Um weitere objektive Aussagen iiber die pathophysiologischen Auswirkungen der mit CVB3 induzierten
Myokarditis treffen zu kénnen wurden hdmodynamische Messungen der kardialen Funktionsparameter
durchgefiihrt. Aus der Literatur ist es bekannt, dass hauptséchlich das links-ventrikuldre Myokard von
kardiovirulenten CVB3 attackiert wird®®. Aus diesem Grund wurde die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dtmax (mmHg/s)], der links-ventrikuldre systolische Druck, welche
die Kontraktilitdt beschreibt, sowie die maximale Druckabfallgeschwindigkeit [dP/dtmin (mmHg/s)] des
links-ventrikuldren diastolischen Drucks quantifiziert, welche wiederum die Relaxationsfahigkeit
(Compliance) angibt.

Im akuten Modell konnten zwischen den i.p. mit H3N bzw. mit H3N-39TS infizierten NMRI-M&usen
und den mit 0,9%iger NaCl-Losung behandelten Kontrolltieren (sham) signifikante Unterschiede
beziiglich dP/dtmax (H3N-39TS vs. sham) und dP/dtmin (H3N als auch H3N-39TS vs. sham) detektiert
werden. Aufgrund der ausbleibenden Replikation von H3N-375TS nach i.p. Applikation gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den mit H3N-375TS infizierten Mausen und den Kontrolltieren

(Abb. 32 B-C).
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Durch die Anderung der Applikationsroute auf i.v. in Kombination mit der Steigerung der applizierten
Virusdosis sowie der Herzpassagierung konnte im akuten Modell die Myokarditis mit deutlichen
histopathologischen Verdanderungen auch mit H3N-375TS in NMRI-Méusen induziert werden. Dennoch
waren die CVB3-Titer im Herzen sowie der kardiale Inflammationsscore geringer als bei den i.p. mit
H3N-39TS bzw. H3N infizierten NMRI-Miusen. Diese beiden Parameter wurden als Indikatoren
messbarer, himodynamischer Verinderungen gewertet. Uberraschender Weise konnten nach i.v.
Applikation von H3N-375TS weder in Balb/C-Mé&usen im akuten Modell, noch in NMRI-Miuen im
akuten als auch im chronischen Modell, kardiale Dysfunktionen festgestellt werden. Dabei verwunderte,
dass der kardiale Inflammationsscore H3N-375TS (1x108 pfu) infizierter Balb/C-Miuse bei einem Wert
von 2 lag, was dem Inflammationsscore der i.p. mit H3N infizierten NMRI-Mausen entsprach, welche
wiederum signifikante Beeintrdchtigungen der Hédmodynamik aufwiesen. Unter Anbetracht der
kardialen CVB3-Titer wird jedoch ersichtlich, dass das i.v. applizierte H3N-375TS in Balb/C-Méusen
lediglich 10* pfu/g erreicht wohingegen die von i.p. appliziertem H3N bzw. H3N-39TS etwa zwei- drei
logio-Stufen dartiber lagen. Somit konnte der kardiale CVB3-Titer eine entscheidende Rolle fiir
signifikante hdamodynamische Verdnderungen spielen. Diese Befunde H3N-375TS infizierter Balb/C-
Maiuse stehen dabei im Kontrast zu vorherigen Daten der Arbeitsgruppe, in denen Balb/C-Maiuse
signifikante kardiale Dysfunktionen zeigten wenn sie i.p. mit Wildtyp-CVB3 infiziert wurden®.

Auch wenn NMRI-Méuse, wenngleich seltener als Inzuchtméuse, zur Untersuchung CVB3 induzierter
Myokarditen verwendet wurden, adressierten die bislang publizierten Studien kaum die Auswirkungen
der Infektion auf die Himodynamik, sondern vielmehr immunologische Parameter. Da der iiberwiegende
Teil der Studien die chronische Myokarditis an Parametren wie der Expression verschiedener Zytokine
festmacht, sind die Messungen der in der vorliegenden Studie vorgenommen Hiamodynamik nicht mit
der Literatur vergleichbar. Fiir den Vergleich konnten in Folgeexperimenten ebenfalls Zytokin- und
Interferonprofile der H3N-375TS infizierten NMRI-M&use im chronischen Modell ermittelt werden.
Schmidtke et al. zeigten, dass in CVB3 infizierten NMRI-M&usen wihrend der akuten Phase eine
verstéirke kardiale Expression der IFNf- und IL-6 mRNA bis zu sieben Tage nach der i.p. Infektion
messbar war. Die mRNAs von TNFa, IL-1a, IL-10, IL-12 und IFNy wurden sogar bis zu 14 Tage nach
Infektion im Myokard verstirkt expimiert**°. Damit iibereinstimmend zeigten Gliick e al, dass im
chronischen Modell in CVB3 infizierten NMRI-Mausen die mRNA-Expression von TNFa, IL-10a, IFN-
Y, IL-10, IL-18, MIP-1a, TGF sowie der iNOS bis zu 98 Tagen nach Infektion im Herzen anhielt'®. In
einer spateren Studie zeigten Schmitdke et al., dass in NMRI-Méausen sowohl eine akute als auch
chronische CVB3 induzierte Myokarditis generiert werden kann, doch auch hier wurden keine
hdmodynamischen Messungen durchgefiihrt'". Innerhalb dieser Studie induzierte die CVB3-Infektion
keine gravierenden Verletzungen des Myokards. Zudem zeigte sich, dass es keine pathophysiologische
Verbindung zwischen Herz und Pankreas der infizierten NMRI-Mause gab. So stimmte die induzierte
IgG-Antwort sowie der Grad der Pankreaszerstdrung als auch die erhohte Menge an detektierter viraler

RNA in der Milz nicht mit der histopathologischen Analyse des Myokards iiberein, die nahe zu keine
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destruktiven Verdnderungen aufwies. Im Gegensatz dazu waren hohe persistierende kardiale RNA-Level
des Virus charakteristisch fiir die Entwicklung der chronischen Myokarditis, woraus geschlussfolgert
wurde, dass eine hohe kardiale Viruslast wahrend der akuten Phase der Myokarditis zusammen mit
groBen Mengen von im Herzen persistierender CVB3-RNA geeignete Marker zur Vorhersage der
chonischen Myokarditis darstellen.

Auch der virale Genotyp war ein entscheidender Faktor im Verlauf der CV3-induzierten Infektion des
Herzens in NMRI-Mausen, insbesondere Aminosduresubstitutionen innerhalb der viralen
Kapsidproteine, hier VP1, fiihrten zu einer Verinderung des Zelltropismus'!>. In Abhingigkeit des
spezifischen Aminoséreaustausches innerhalb von VP1 der eingesetzten CBV3-Varianten unterschieden
sich die Viren innerhalb ihres kardialen Replikationsverhaltens bzw. der Mengen an im Herzen
persistierender RNA, was folglich die Auspragung der chronischen Myokarditis beeinflusste. Vorherige
Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe zeigten, dass der CVB3-Stamm Nancy auf priméren
humanen Fibroblasten keine zytophatischen Effekte verursachte, wohingen die auf Nancy basierende
CVB3-Variante PD, die gleichen Zellen lysierte. Als wursdchlich dafir wurden sechs
Aminosduresubstitutionen im Kapsidprotein VP1 befunden®®, durch welche CVB3-PD in vitro iiber die
Verwendung des zusitzlichen zelluldren Rezeptors Heperansulfat einen breiteren Zelltropismus
aufweist.**! In vivo jedoch fiihrten diese Aminosduremodifikationen zu einer schnelleren Eliminierung
des Virus.'?

Wie bereits beim Kapitel 4.4.2 diskutiert repliziert das pankreasattenuierte H3N-375TS nicht im
Pankreas, so dass vermutlich die Viruslast im Blutstrom und folglich die im Herzen zu gering ausfillt,
um das Myokard zu infizieren und signifikante Unterschiede mittels hdmodynamischer Messungen zu

detektieren.

4.5 Umsetzung des 3R-Gedankens

Das etablierte Modell ermoglicht unabhingig von der Ausprdgung der Pankreatitis die Analyse der
murinen Myokarditis. Zum einen hat dies klinische, zum anderen aber auch tierschutzrechtliche
Relevanz. Die Implementierung der 3R Prinzipien, Replacement, Reduction und Refinement zam Schutz
der fiir wissenschaftlichen Zwecke verwendeten Tiere stellt dabei sogar eine gesetzliche Richtlinie
dar**?, welche im Gesetztestext der Europdischen Union (Richtlinie 2010/63/EU) verankert ist. Darin ist
in 55 Punkten geschildert inwiefern dieser Schutz, wann immer moglich, umzusetzen ist. Im Sinne des
Aspektes Refinement verbesserte das pankreasattenuierte CVB3-Maus-Myokarditismodell das Wohl der
infizierten Tiere auf zwei Wegen. Zum einen fiihrte die pankreasattenuierte CVB3-Variante H3N-
375TS, im Vergleich zu nicht modifiziertem H3N, zu einer Verringerung des Leidens i.v. infizierter
Balb/C-M4iuse, was der ermittelte Verhaltensscore (Abb. 39B; H3N-375TS: Score 4, H3N: Score 1)
verdeutlichte. Zum anderen war auch die i.v. Applikation von H3N-375TS in NMRI-Mé&usen mit einer
geringeren gesundheitlichen Beeintrachtigung verbunden als die i.p. Applikation des nicht

pankreasattenuierten H3N. Urséchlich fiir die bessere Gesundheit der infizierten Mause konnte auf den
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ersten Blick demnach die Pankreasattenuation sein, welche die fulminate Infektion und damit
verbundene Destruktion dieses Gewebes unterbindet. Tracy et al. kamen jedoch zu dem Befund, dass
bei der ip. Applikation keine direkte Korrelation zwischen dem Grad der Zerstdrung des
Pankreasgewebes und dem Wohlbefinden der CVB3 infizierten Miuse besteht.”> 1In der hier
vorliegenden Arbeit besal3en i.v. mit CVB3 infizierte NMRI-Méause unabhéngig von der Infektion bzw.
Zerstorung des Pankreas einen besseren Gesundheitszustand als solche, die i.p. infiziert wurden und
eine stdrkere Destruktion des Pankreas aufwiesen. Vielmehr zeigt die vorliegende Studie, dass
moglicherweise eine Korrelation zwischen den kardialen CVB3-Titern und dem Wohlbedinden der
Mause besteht. So wiesen Tiere mit hohen kardialen Titern einen schlechten Gesundheitszustand auf,
wohingegen Tiere, welche niedrige kardiale CVB3-Titer zeigten ein verbesserter Gesundheitsscore
zugewiesen werden konnte. Doch auch basierend auf dieser Korrelation wire es vermessen zu
behaupten, dasss der Grad der kardialen Infektion ausschlaggebend fiir das Wohlbefinden der infizierten
Tiere steht. Vielmehr indizieren die kardialen Virustiter die Stirke der systemischen Infektion von
CVB3, welche innerhalb einer sehr komplexen Regulation den Gesundheitsstatus der Tiere beeinflusst.
Neben dem Aspekt des Refinement tragt das etablierte Modell auch zur Erfiillung des Aspektes
Reduction bei. In klassischen CVB3-Mausmyokarditismodellen versterben Tiere teilweise vorzeitig vor
dem geplanten Versuchsende bzw. miissen vorzeitig getdtet werden. Um trotzdem eine ausreichende,
gleichméBige Anzahl an Tieren innerhalb aller Versuchsgruppen zu haben, die in die Analyse
eingehenden, ist es daher oftmals ndtig groBere Tierzahlen einzusetzen. Im Sinne des Aspektes
Reduction ermoglicht die etablierte Pankreasattenuation den Einsatz kleiner Versuchsgruppen, da diese

zu einer weniger fulminanten Auspragung des Krankheitsverlaufes fiihrt.

4.6 Ausblick

Das in der Arbeit etablierte murine CVB3-Myokarditismodell, welches auf der RNAi vermittelten
Pankreasattenuation mittels miRNA-TS modifiziertem CVB3 basiert, ermdglicht es den Virustropismus
nach i.v. Applikation der modifizierten CVB3-Variante H3N-375TS gezielt zu dndern. Dadurch war es
erstmals moglich in Mdusen eine Myokarditis zu induzieren, ohne dabei eine Pankreatitis auszuldsen.
Um das Modell noch effizienter zu machen bzw. es beziiglich pathophysiologischer Aspekte hin zu
verbessern sollten dennoch wichtige Punkte adressiert werden. Ein duBerst gravierender Punkt, welcher
bis dato nahe zu kaum in der Arbeit adressiert wurde, ist die Verwendung weiblicher statt minnlicher
Maiuse. Mehrfach wurde gezeigt, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede im Verlauf der CVB3
induzierten Myokarditis und damit auch in der Ausbildung der DCM gibt. Dies trifft sowohl auf den
murinen als auch den humanen Organismus zu. Es ist bislang nicht eindeutig geklart, worauf diese
geschlechtsspezifischen Unterschiede basieren, dennoch konnte gezeigt werden, dass Faktoren des
Immunsystems, hier insbesondere Sexualhormone wie Ostrogen und Testosteron, welche zu einer
unterschiedlichen Aktivierung der Th1- bzw. Th2-vermittelten Immunantwort fithren, entscheidend dazu

beitragen. Basierend auf den Befunden von McNamara ef al., die zeigten, dass ménnliche Patienten
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deutlich hiufiger eine DCM ausbildeten als weibliche®*

, publizierten Fairweather et al. 2013 eine
detaillierte Zusammenfassung potentieller pathophysiologischer Kausalititen dieses Befundes®®. Daher
sollten die Versuche im Vergleich mit mannlichen Tieren wiederholt werden, um zu {iberpriifen, ob es
geschlechtsspezifische Unterschiede gibt bzw. ob pankreasattenuiertes CVB3 eine DCM in méannlichen
Mausen induzieren kann. Da jedoch beide Geschlechter von der virus-induzierten Myokarditis betroffen
sind und daher das Verstdndnis des Krankheitsverlaufes in beiden Geschlechtern von klinischer Relevanz
ist, sollte auch die Analyse in weiblichen Mausen weiter vorangetrieben werden®** .

Ein weiterer zu untersuchender Faktor ist die Suszeptibilitit der beiden verwendeten Mausstimme
NMRI und Balb/C gegeniiber der CVB3-Infektion. Hierbei fiel auf, dass fiir die Etablierung des Modells
der homogenere Inzuchtstamm Balb/C besser geeignet ist, da die Heterogenitdt des NMRI-Stammes
bereits enorme Schwankungen innerhalb gleichbehandelter Tiere mit sich brachte. Auch wenn die
Heterogenitdt der NMRI-Méuse die Situation in der noch diverseren humanen Population besser
widerspiegelt, sollte zumindest fiir die Etablierungsphase ein homogeneres System gewihlt werden,
welches sowohl die Analyse der akuten als auch chronischen Myokarditis ermoglicht. Die Verwendung
des pankreasattenuierten H3N-375 ermoglicht hierbei auch die Untersuchung der Myokarditis,
insbesondere der chronischen Myokarditis, bei hochsuszeptiblen Mausstimmen (schlechter klinischer
Zustand aufgrund der induzierten Pankreatitis), welche in nicht pankreasattenuierten Versuchsmodellen
mitunter frithzeitig im Versuchsverlauf versterben wiirden.

Um detailliertere Kenntnisse {iber die systemische Ausbreitung von i.v. appliziertem CVB3 zu gewinnen
sollten die viralen Titer, neben Pankreas und Herz, auch in weiteren Organen innerhalb definierter
zeitlicher Abstdnde innerhalb des siebentdgigen Infektionszeitraumes iiberpriift werden. Zusitzlich wire
es interessant, die Viruslast im Blut sowie die Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine
bzw. die generelle Aktivierung verschiedener Signalwege wie die des mitogen activated protein kinase
(MAPK)- oder den JAK/STAT-Weg zu analysieren. In diesem Zusammenhang sollte zudem die
Rekrutierung und Aktivierung verschiedener Immunzellen innerhalb der Organe bzw. im Blut bestimmt
werden.

Beziiglich der Hamodynamik wére es denkbar eine mehrfach wiederholte i.v. Injektionen von
pankreasattenuierten CVB3-Varianten durchzufiihren, um messbare kardiale Dysfunktionen zu erhalten
und so die Untersuchung der Myokarditis ohne Nebenwirkungen der Pankreatitis zu gewéhrleisten.
Dabei muss jedoch abgewogen werden, ob die damit verbundenen zusédtzlichen operativen Eingriff
wiederum nicht eine zu groBe Belastung fiir die Tiere darstellen. Zudem wird bereits durch die
Erstinjektion des Virus das Immunsystem aktiviert, so dass zu iiberpriifen bleibt, ob infolge der
wiederholten Injektionen dieses schnell reagiert und zu einer unmittelbaren Clearance des Virus fiihrt.
Eine Limitierung des Modells ist die i.v Injektion, welche die Handhabung durch den operativen Eingriff
erschwert. In Vorversuchen mit NMRI-Méausen, welche i.p. mit CVB3-375TS (mit nur einer TS) und
mit CVB3-216aTS (drei TSs) infiziert wurden, ergaben sich die gleichen kardialen CVB3-Titer (Daten

nicht gezeigt). Dadurch kénnte, durch den Einsatz einer Kombination von im Pankreas weniger stark
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exprimierten miRNAs sowie einer weiteren Optimierung der Anzahl der inserierten miRNA-TSs, die
Stiarke der induzierten Myokarditis kontrolliert werden.

Zusitzlich zeigten die Befunde von Dixit ef al. sowie Endo et al., dass wihrend einer induzierten
Pankreatitis die Expressionslevel der miRNA-216a, -216b bzw. der miRNA-217 deutlich
anstiegen®>3%¢, Basierend auf dem Prinzip ,Induction by disease“ wire es moglich, durch die
Modifikation von CVB3 mit den zuvor erwdhnten miRNAs, die CVB3-Replikation wihrend der akuten
Phase der Infektion zu verringern. Dadurch konnte die ndtige Virdmie, welche zur Ausbildung der
Myokarditis nétig ist, generiert werden ohne CVB3 i.v. applizieren zu miissen, sondern die in der
Mehrheit der publizierten Sudien verwendete i.p. Applikationsroute beizubehalten. Zudem sollte geklért
werden, welchen Effekt die Insertion der miRNA-TS in das Genom von CVB3 tatsichlich besitzt, da
auch die nicht durch murine miRNAs erkannte miRNA-39TS-Insertion gerinfiigige Effekte beziiglich
der Replikation zeigte. Gegebenfalls sollte diese durch eine andere Kontroll-miRNA-TS ersetzt und
iiberpriift werden bzw. es sollten die Spacer zwischen den miRNA-39TS Kopien verdndert werden, um

potentielle Bindesequenzen anderer miRNAs ausschlieflen zu konnen.
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(10365 bp)
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2C

Anhang 1: Plasmidkarten von dem Plasmid pMKS1 mit -bzw. ohne GFP.

[AmpR: Ampicillin-Resistenzgen; T7: T7-Promotor; VP1, VP2, VP3, VP4: virale Strukturproteine 1-4;
2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D: Nichtstruktur-Proteine; GFP: griin fluoreszierendes Protein.]
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Anhang

A T7-Promotor Notl

VP3

pMKS1-X-TS(3)
(10470/10480/ 10475 bp)

pMKS1-3'MCS
(10386 bp)

Clal NdeT
miRNA-39 (+) /=375 (+) / (=) TS PmeF
miRNA-39(+) /-375(+) /(=) TS

miRNA-39 (+) /=375 (+) /(=) TS

3A
B T7-Promotor Not| Xbal
asist NaeT & neioy THRNA-39(+)/-375(+)/(-)TS
R = MiRNA-39 (+) /-375(+) /(=) TS
“'$/ PHET miRNA-39(+) /-375(+) /(=) TS
4

pMKS1-X-TS(5)
(10473/10480/ 10486 bp)

VP3

pMKS$1-5MCS

(10395 bp)

P1 Clal

Anhang 2: Plasmidkarten von dem Plasmid pMKS1 mit der multiple cloning site in den 3’ -bzw. 5’-Enden
des CYVB3-Genoms.

(A) Modifikationen am 3’-Ende des CVB3-Genoms. Es wurden drei Kopien miRNA-375TS in (+)-Orientierung bzw. in (-)-
Orientierung inseriert. Dem Kontrollvirus wurden drei Kopien der miRNA-39TS in (+)-Orientierung inseriert. (B)
Modifikationen am 5’-Ende des CVB3-Genoms. Die Insertion der TS entspricht denen innerhalb des 3’-Endes. [AmpR:
Ampicillin-Resistenzgen; T7: T7-Promotor; VP1, VP2, VP3, VP4: virale Strukturproteine 1-4; 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D:
Nichtstruktur-Proteine; MCS: multiple cloning site.]
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Anhang

T7-Promotor Notl

VP3

pMKS1-H3N-39/-375TS
(10424/10434 bp)

pMKS1-H3N
(10319 bp)

miRNA-39/-375TS PmeT
miRNA-39/-375TS

miRNA-39/-375TS AsisT

Anhang 3: Plasmidkarten von dem Plasmid pMKS1-H3N mit der multiple cloning site in den 3’ -bzw. 5’-
Enden des CVB3-Genoms.

Modifikationen am 3’-Ende des CVB3-Genoms mit drei Kopien der miRNA-375TS(+) bzw. miRNA-39TS(+). TS target site;
[AmpR: Ampicillin-Resistenzgen; T7: T7-Promotor; VP1, VP2, VP3, VP4: virale Strukturproteine 1-4; 2A, 2B, 2C, 3A, 3B,
3C, 3D: Nichtstruktur-Proteine; MCS: multiple cloning site.]
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Anhang

SV40-Promotor

T7-Promotor

Renilla

psiCHECK2-Hexon/-375TS
(6283/6356 bp)

AsiSI
-Hexon/ -375TS
-Hexon/ -375TS

Pmel -Hexon/ -375TS

Firefly

Anhang 3: Das Plasmid psiCHECK2 mit Hexon-TS bzw. miRNA-375TS(+).
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