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1. Einleitung

1.1 Coxsackieviren

Coxsackieviren sind kleine Viren mit einem Plusstrang-RNA Genom aus der Familie
der Picornaviridae, welche als humanpathogene Erreger fir verschiedene
Erkrankungen urséachlich sind. Als Mitglied der Gattung der Enteroviren stellen sie den
haufigsten Erreger der viralen Myokarditis (Herzmuskelentziindung) dar und sind
daher Gegenstand vieler aktueller Forschungsprojekte, die sich mit den
pathogenetisch relevanten Zusammenhangen dieser Erkrankung beschéatftigen.
Coxsackieviren wurden erstmalig im Jahre 1948 von Dalldorf (Dalldorf et al., 1949)
aus den Stuhlproben von zwei Kindern der Stadt Coxsackie im US-Bundesstaat New
York isoliert. Sie werden allgemein in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt, basierend
auf den historischen Beobachtungen der verursachten Paralysen an Versuchs-
mausen. Jene Viren, die zu einer schlaffen Lahmung fuhren, zahlen zur Gruppe A
(CVA), diejenigen, die eine spastische Paralyse verursachen, zahlen zur Gruppe B
(CVB) (Acheson, 2011, Dalldorf, 1950).

Coxsackieviren der Gruppe A wurden mittlerweile mit verschiedenen Erkrankungen
assoziiert. Dazu z&hlt mitunter die Hand-Ful3-Mund-Krankheit, ein tberwiegend
padiatrisches Krankheitsbild, das sich durch einen fieberhaften Verlauf mit
Halsschmerzen und charakteristischer Blaschenbildung an Haut und Schleimhéauten
auszeichnet (Park et al., 2012). Ferner kdnnen diese Erreger auch eine Herpangina
auslosen, die ebenfalls mit Halsschmerzen und Blaschenbildung an der
Mundschleimhaut einhergeht (Yamashita et al., 2005). Auch das ophthalmologische
Krankheitsbild der akuten hamorrhagischen Konjuktivitis wird durch ein Mitglied der
CVA, namlich CVA24, verursacht (Tavares et al., 2006). CVB werden bei
verschiedenen Krankheiten eine kausale Rolle zugeschrieben. Prominente Beispiele
sind die Bornholm Krankheit (Weller et al., 1950), aber auch Herpangina (Park et al.,
2012) und Hand-Fuf3-Mund-Krankheit (Lindenbaum et al., 1975). Manche Stamme
verursachen auch eine akute Entziindung der Bauchspeicheldruse (Imrie et al., 1977).
Ihr pathogenetischer Beitrag zur Entwicklung von Typ-1 Diabetes mellitus ist

Gegenstand aktueller Forschung (Yoon, 1990).



Darliber hinaus wurden sie als haufigster Erreger einer Myokarditis identifiziert
(Kandolf et al., 1989). Die Auswirkungen von Coxsackieviren auf das Herz sind von
hdchster klinischer Relevanz, da sie in bis zu 50% aller viralen Myokarditiden (Maze
et al., 1990) und 12% aller pl6tzlichen Herztode (Gaaloul et al., 2012) nachgewiesen
werden kénnen. Bei Sauglingen geht die Infektion mit CVB mit einer Letalitat von 50%
einher (Woodruff, 1980). AuRerdem kann eine Coxsackievirusinfektion im chronischen
Verlauf letztlich zu einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) fuhren, einem
ernstzunehmenden Krankheitsbild des Herzens, haufig einhergehend mit einer
Herzinsuffizienz, bei dem nach 10 Jahren nur ungefdhr 10-20% aller Patienten
Uberleben (Herold, 2011). Coxsackieviren sind weltweit verbreitet und verursachen in
regelmaRigen Abstanden kleinere Epidemien, so zuletzt beobachtet in Thailand in
2014 (Chansaenroj et al., 2015), China (Tan et al., 2015) und Frankreich (El Houmami
et al., 2015) in 2013.

Die Klassifikation viraler Erreger basierte zunéchst auf klinischen und Zellkultur-
assoziierten Beobachtungen, physikalischen oder chemischen Eigenschaften
(Mattern, 1962) der jeweiligen Virionen oder auf Untersuchungen der jeweiligen
Immunantwort des Wirtes im Sinne einer Produktion neutralisierender Antikorper
(Halonen et al., 1959). Diese Untersuchungsmethoden waren durch eine begrenzte
Spezifitat und unzureichende Sensitivitat limitiert. Mit der Entwicklung
molekularbiologischer Nachweismethoden, die spezifische Genabschnitte als
Zielstrukturen ausmachten, wurde die Klassifikation und Detektion viraler Erreger
grundlegend revolutioniert. So gelang es einer Arbeitsgruppe um Young 1973
erstmals, mittels RNA Hybridisierung die bestehende biologische Klassifikation von
Coxsackieviren molekulargenetisch zu bestatigen (Young, 1973). Tracy entwickelte
1984 ein RNA/cDNA Hpybridisierungsverfahren zum Vergleich der genetischen
Homologie der jeweiligen CVB Virusstamme (Tracy, 1985). Der Arbeitsgruppe um
Kandolf gelang dann bereits 1987 erstmalig die Anwendung der in situ Hybridisierung
zum Nachweis von viraler RNA im murinen Herzen mittels einer cDNA-Sonde und
etablierte somit das Mausmodell der CVB3 Infektion fir viele zukinftige Studien zur

viralen Herzerkrankung (Kandolf, 1987).



Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass molekularpathologische
Detektionsmethoden zum Virusnachweis, insbesondere im Vergleich zur einer
klinisch-deskriptiven Herangehensweise, mittlerweile den hochsten diagnostischen

Stellenwert besitzen.

1.1.1 Taxonomische Einordnung

Coxsackieviren gehdren zum Genus der Enteroviren aus der Familie der
Picornaviridae, wobei hier insgesamt 35 Genera und 13 Enterovirusspezies
beschrieben sind. Die taxonomische Einordnung der Viren und Definition einzelner
Spezies erfolgt durch das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV,
2016) unter Einbeziehung verschiedenster Eigenschaften der Erreger. Diese
beinhalten unter anderem das jeweilige Wirtsspektrum, Zell- und Organtropismus,
Virulenz, Vektorspezifitdt, Antigenitat und nicht zuletzt auch den genetischen
Verwandtschaftsgrad. Nach einer molekularen Klassifikation werden die humanen
Enteroviren (HEV) in die Gruppen A-D eingeteilt. Coxsackie B Viren gehdren zur

Gruppe HEV-B, welche sich aus 6 Serotypen zusammensetzen (CVB1-6) (siehe

Abbildung 1).
Familie Genus Spezies Genotyp
—— Enterovirus A —— Enterovirus A71
—— Enterovirus B —— [Coxsackievirus B3
—— Enterovirus C —— Polioviruses
—— Enterovirus D —— Enterovirus D68
—— Enterovirus
—— Rhinovirus A —— Rhinovirus A2
—— Rhinovirus B —— Rhinovirus B14
L—— Rhinovirus C —— Rhinovirus C15
—— 5 animal enterovirus species
Parechovirus A —— Human parechovirus 1-16
—— Parechovirus
Picornaviridae Parechovirus B

—— Hepatovirus

Hepatitis A virus

Foot-and-mouth disease virus
— Aphthovirus —E

Equine rhinitis A virus

Encephalomyocarditis virus
— Cardiovirus —E

Theilovirus —— Saffold virus

— 24 other genera

Abbildung 1- Dargestellt sind ausgewahlte Mitglieder der Familie der Picornaviridae. Coxsackievirus B3 ist rot
markiert. [Modifiziert und Ubersetzt nach van der Linden (van der Linden et al., 2015)]

Aus einer derartigen taxonomischen Einordnung lassen sich auch Ruckschlisse auf

die Ubertragbarkeit von Ergebnissen molekularer Nachweismethoden ableiten.



Virusspezies, die taxonomisch eng verwandt sind, weisen eine entsprechende
Homologie in ihren jeweiligen Struktur- oder Funktionsbestandteilen auf. Diese
Ahnlichkeit, beispielsweise bezuglich von Oberflachenproteinen, muss bei der
Detektion dieser Strukturen berticksichtigt werden. Bestimmte Nachweismethoden,
welche eine hochkonservierte Struktur detektieren, kbnnen daher zum Nachweis

verschiedener Spezies verwendet werden.

1.1.2 Struktur der Coxsackieviren

Bei Coxsackieviren handelt es sich um sehr kleine Viren ohne Lipidhille, deren
Genom aus einzelstrangiger RNA mit Plusstrang-Polaritat besteht. Das Kapsid ist
ikosahedrisch aufgebaut und besteht aus den Proteinen VP1, VP2, VP3 und VP4.
Dabei lagern sich VP1 bis VP3 zu einem Trimer zusammen, wobei ein Kapsid
wiederum aus 60 Trimeren besteht. Das Kapsidprotein VP4 bildet einen Bestandteil
der inneren Oberflache des Kapsids (Hogle et al., 1985). Um die filinffache
Symmetrieachse des Kapsids findet sich eine raumliche Vertiefung, der sogenannte
,Canyon“ (Muckelbauer et al., 1995).

Das RNA Genom (siehe Abbildung 2) besitzt eine Grol3e von ca. 7400 Basenpaaren
und wird bei der Proteinbiosynthese direkt abgelesen (Klump et al., 1990; Lindberg et
al., 1987). Das 3‘-Ende ist polyadenyliert und das 5‘-Ende ist kovalent an ein weiteres
virales Protein, VPg (Abkurzung aus dem Englischen flr ,virion protein genome
linked®) gekoppelt (Chatterjee et al., 1985; Gruez et al., 2008). Das RNA Genom l&sst
sich in drei verschiedene Abschnitte einteilen: P1, P2 und P3. Die P1 Region kodiert
fur die oben genannten Kapsidproteine VP1-VP4. Die Regionen P2 und P3 hingegen
kodieren fir nichtstrukturelle Proteine (Rueckert et al., 1984).

Zu diesen nichtstrukturellen Proteinen gehoren:

a) Protease 2A — dieses Enzym fuhrt zu massiven intrazellularen Veranderungen
in der jeweiligen Wirtszelle. So konnte nachgewiesen werden, dass die regulére
Proteinbiosynthese des Wirtes durch die Destruktion des Transkriptionsfaktors
elF4G, aber auch durch die Stérung des Translationsfaktors PABP aufgehoben
wird. In diesem Zusammenhang wird auch von einem ,host cell shut off*
gesprochen, also der ,Ausschaltung der Wirtszellfunktionen® (Zhao et al.,
2003), (Kerekatte et al., 1999).
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b)

d)

f)

9)

Ferner ist die Protease 2A auch von klinischer Relevanz, da dieses Enzym eine
proteolytische Funktion gegeniiber Dystrophin hat, einem wichtigen
Funktionstrager der muskuléaren Kontraktion (Badorff et al., 1999). Aus diesen
Ergebnissen lassen sich phanotypische Ahnlichkeiten zwischen einer
erworbenen Enterovirus-assoziierten Kardiomyopathie und einer hereditaren
Kardiomyopathie (welche mit einer Dystrophinmutation einhergehen kann)
erklaren.

Protein 2B - ein Protein, das unter anderem den intrazellularen
Kalziumhaushalt beeinflusst und dadurch mit dem Transport zelleigener
Proteine interferiert (de Jong et al., 2008).

Protein 2C — ein hochkonserviertes funktionelles Peptid, das vermutlich auch
Helikasefunktion besitzt, also zur energieabhangigen Entwindung von
Nukleinsaurestrangen dient (Samuilova et al., 2006).

Protein 3A — dieses Protein mindert die Expression von TNF-a und interferiert
dadurch mit dem Immunsystem, stért dariber hinaus allerdings auch noch
durch andere Mechanismen den zellularen Stoffwechsel (Doedens et al., 1997;
Neznanov et al., 2001).

Protease 3C — auch dieses Enzym greift in den Stoffwechsel der jeweiligen
Wirtszelle ein. Durch Spaltung von DNA Reparaturenzymen induziert es eine
Caspase-vermittelte Apoptose (Chau et al., 2007; Li et al., 2002).

Protein 3B, auch VPg (siehe oben) — dieses Protein ist kovalent an das 5‘-Ende
der viralen RNA gebunden und dient als Primer zur RNA-Polymerisation.
Polymerase 3D — diese RNA-abhangige RNA-Polymerase dient der Replikation

des viralen Genoms unter Zuhilfenahme von VPg.
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Abbildung 2A — Schematische Darstellung des CVB-RNA-Genoms mit VPg-Protein, IRES am 5“-Ende,
Regionen P1-P3 und polyadelyniertem 3-Ende. (van der Linden, 2015)

Abbildung 2B — Schematische Darstellung der Virusproteine (Rechtecke) und posttranslationale Proteolyse
durch Proteinasen (Dreiecke). (van der Linden, 2015)

1.1.3 Replikationsmechanismus des Coxsackievirus B3

Coxsackievirus B3 (CVB3) kann durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Zellen
aufgenommen werden (siehe Abbildung 3) (Inal et al., 2013). Dies kann durch den
Coxsackievirus- and Adenovirus-Receptor (CAR) erfolgen, einem Oberflachenprotein,
das auf diversen menschlichen Zellen exprimiert wird (Bergelson et al., 1997).
Physiologischerweise interagiert dieses Protein mit anderen Komponenten der
Extrazellularmatrix (Patzke et al., 2010). Ferner spielt auch der sogenannte Decay-
accelerating factor (DAF) bei der Virusbindung eine Rolle (Chung et al., 2005). Die
Bindung des Virus an die Zelloberflache wird Absorption genannt.

Nach Andocken des Virus an den Rezeptor kommt es zu einer Clathrin-vermittelten
Membraneinstilpung mit anschliel3ender Ausbildung und Aufnahme eines Vesikels in
die Zelle (Chung et al., 2005). Clathrin ist ein Polypeptid, welches eine zentrale Rolle
im Rahmen der Endozytose und der weiteren Verarbeitung der Vesikel innerhalb der
Zelle spielt (Ungewickell et al., 1981). Die Gesamtheit dieser Schritte wird als

Penetration bezeichnet.
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Das entstandene Vesikel wird als Endosom bezeichnet, wobei in der zeitlichen
Abfolge zwischen frihen und spaten Endosomen unterschieden wird. Wahrend sich
frihe Endosomen in Nahe zur Zellmembran befinden und einen pH-Wert von ungefahr
6,3 besitzen, werden die Vesikel in Nahe zum Golgi-Apparat als spate Endosomen
bezeichnet und weisen einen deutlich saureren pH von 5,5 auf (Sieczkarski et al.,
2002). Diese Abnahme des pH-Wertes fiihrt zu einer Anderung der raumlichen
Ausrichtung des Viruskapsids mit einer Freilegung der hydrophoben Anteile, was
wiederum eine Schleusung der viralen RNA durch die lipidhaltige Membran des
Vesikels ins Zytoplasma ermdglicht. Die Freilegung der viralen RNA wird als

,Juncoating“ bezeichnet.

ES s pg e AAA(+)
¥ rRNA V79 \

release l translation

. polyprotein |

proteolytic
processing
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encapsidation | 1 |@ @ |

1

" capsids '' replication proteins
(-) RNA
AAA(+) synthesis
. AAA(+) VPg ARA(+)
e AAA (+ <
- = A(ALM (+) RNA uuu(-)
e AAA(+) synthesis
—— AAA(+)
Abbildung 3 - Stark vereinfachte Darstellung der enteroviralen Replikation. Der

Replikationszyklus beginnt durch die Aufnahme des Virions Uber den CAR, hier grau
dargestellt. Nach Freisetzung des viralen Genoms (,RNA Release”) entsteht zunéchst ein
Polyprotein (siehe auch Abbildung 1.1.2.1), das wiederum durch virale Proteasen in weitere
Bestandteile verarbeitet wird. Diese ermdglichen wiederum die Vervielféaltigung des
Virusgenoms und die Produktion von Virionen, welche im Rahmen der folgenden Zelllyse
freigesetzt werden. Abbildung von van der Linden (2015).

Das Virusgenom liegt gekoppelt an das VPg-Protein im Zytoplasma der Zelle vor.
CVB3 RNA mit einem intakten 5'-Ende kann alleinstandig zur Infektion von Zellen
fuhren, was belegt, dass keine der viralen Strukturproteine zur Replikation erforderlich
sind (Kandolf et al., 1985). Eukaryotische mRNA wird normalerweise durch die
Anlagerung verschiedener Transkriptionsfaktoren an die 5°-Cap-Struktur initiiert.
Coxsackieviren besitzen allerdings keine 5‘-Cap-Struktur, sondern das RNA Ende

weist eine spezifische raumliche Anordnung auf, die als ,Internal Ribosome Entry Site”
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(IRES) bezeichnet wird. Verschiedene zellulare Faktoren binden an diese Stelle und
initiieren die Transkription (Martinez-Salas et al., 2008; Ray et al., 2002). Die
Virusreplikation fuhrt unter anderem durch eine Proteolyse des Transkriptionsfaktors
elF4G-1 dazu, dass die Biosynthese zelleigener Proteine nahezu vollstandig sistiert
(Kerekatte et al., 1999; Zhao et al., 2003). Die vorhandenen zellularen Ribosomen
binden somit fast ausschlief3lich an die IRES der viralen RNA.

Die ribosomale Transkription des viralen Genoms hat die Synthese eines einzigen
langen Polypeptids von ungefahr 2200 Aminoséauren zur Folge (Lindberg et al., 1987).
Dieses Polypeptid wird wiederum durch virale Proteinasen, die selbst Teil der
Polypeptidkette sind, zunachst in drei grol3e Vorlauferproteine (P1-P3) gespalten, die
dann selbst weiter in die einzelnen viralen Proteine gespalten werden (Chatterjee et
al., 1981). Wie bereits beschrieben, bestehen Coxsackieviren aus dem Kapsid mit den
Proteinen VP1-4, dessen Bestandteile aus dem Vorlauferprotein P1 produziert werden
und der viralen RNA. Letztere wird ausschlie3lich im Zytoplasma der Wirtszelle
repliziert (Bienz et al., 1972). Dazu induziert das Virus die Bildung zytoplasmatischer
Vesikel, an deren Membranen die RNA Polymerisation stattfindet. Die genauen
Mechanismen dieser Vesikelbildung sind noch unklar — in jlingerer Zeit wurde
postuliert, dass es sich dabei um eine Modifizierung zellularer Autophagosomen
handelt (Kemball et al., 2010). Wahrscheinlich entsteht VPg aus dem viralen
Vorlauferprotein 3AB (Pathak et al., 2008). Unter Vermittlung der viralen RNA-
abhangigen RNA Polymerase erfolgt die Anheftung von Uridylat an VPg — das
entstandene Produkt wird dann durch noch unzureichend geklarte Mechanismen ans
3'-Ende transloziert und dient dort als Primer zur Replikation (Harris et al., 1994).

Im Rahmen der Replikation wird zunachst komplementare Negativstrang-RNA
produziert, von welcher dann wieder in weiteren Replikationsschritten Positivstrang-
RNA synthetisiert wird. Die genaue Synthese der Virionen ist noch nicht ausreichend
geklart. Die Virusproteine VPO, VP1 und VP3 vereinen sich und bilden sogenannte
Protomere. Funf Protomere lagern sich wiederum zu einem Pentamer zusammen. 60
Pentamere bilden dann das sogenannte Prokapsid, wobei noch unklar ist, ob die virale
Plusstrang-RNA erst danach in das Prokapsid transloziert wird oder ob sie bereits im
Rahmen der Konstruktion eingebaut wird (Acheson, 2011; Putnak et al., 1981). Enthalt
das Prokapsid die virale RNA, so wird es als Provirion bezeichnet.

In einem noch ungeklarten Schritt wird das VPO-Protein in VP2 und VP4 gespalten,

wodurch das endgultige Virion entsteht, das dann im Rahmen eines in der Regel
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lytischen Zellunterganges als infektioses Partikel (Virion) freigesetzt wird (Basavappa
et al., 1994).

1.1.4 Virusreplikation in der akuten und chronischen Phase der Infektion

Das Replikationsverhalten von CVB3 unterscheidet sich je nach Phase der Infektion.
Bei der akuten Infektion liegt eine asymmetrische Replikation des viralen Genoms vor
(Hohenadl et al., 1991). Der Begriff der asymmetrischen Replikation bezieht sich auf
ein ungleiches Verhaltnis von vorliegender Plusstrang-RNA und Minusstrang-RNA,
wobei wahrend der akuten Infektion deutlich héhere Mengen an viraler Plusstrang-
RNA detektiert werden konnen. Diese werden wiederum direkt zur Biosynthese neuer
viraler Proteine verwendet.

Dahingegen ist die chronische Phase der Infektion charakterisiert durch ein
ausgewogenes Verhdltnis an Plus- und Minusstrang-RNA, die als stabile
Doppelstrange vorliegen und eine deutlich langere Halbwertszeit aufweisen (Reetoo
et al., 2000; Tam et al., 1999). Ferner zeigt sich die RNA Replikation und
Genexpression wahrend der chronischen Phase der Erkrankung restringiert. Dadurch
wird die Eliminierung des Virus aus dem Gewebe behindert, weshalb die Kombination
dieser Mechanismen als Teil der immunoevasiven Strategie des Erregers angesehen
wird (Kandolf et al., 1999). Neuere Forschungsergebnisse konnten dabei weitere
Komponenten belegen, wie etwa die Herabregulation von MHC-1 Molekilen (Cornell
et al., 2007).

1.2 Naturlicher Verlauf einer CVB Infektion im Tierversuch

Tierversuche haben einen unerlasslichen Beitrag zum Verstdndnis der
molekularpathologischen Prozesse im Rahmen der CVB Infektion geleistet. Bereits
die ersten Einteilungen der Coxsackieviren in die Gruppen A und B erfolgten im

Rahmen klinischer Beobachtungen bei infizierten Mausen (siehe Kapitel 1.1).
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Neben Mausen kamen bislang auch andere Versuchstiere zum Einsatz, etwa
Schweine und Primaten (Cammock et al., 2013; Lerner, 1969). Vorteile des Einsatzes
von Mausen als Versuchstiere, etwa im Vergleich zu Primaten, sind die breite
Verfugbarkeit diverser geno- und phanotypisch unterschiedlicher Gruppen, die
vergleichsweise geringen wirtschaftlichen Kosten und der geringere pflegerische
Aufwand. Auch ethische Abwé&gungen beglnstigen den Einsatz von Mausen

gegenuber Tieren mit komplexeren kortikalen Funktionen.

Anders als in der alleinigen Verwendung von Zellkulturen bietet der Einsatz von
Versuchstieren die Mdglichkeit, die Infektion auch unter Berucksichtigung
wirtsseitiger, systemischer Reaktionen zu begutachten. Komplexere Mechanismen
z.B. bezuglich der Immunantwort bei der CVB3 Infektion kdnnen beleuchtet werden
und somit eine deutlich genauere Evaluation pathogenetischer Mechanismen bei der

Infektion erméglichen.

1.2.1 Mausmodell der CVB3 Infektion

Ein grol3er Teil der bisherigen in vivo Studien Gber Erkrankungen mit Coxsackieviren
stutzen sich auf Mausmodelle, da die morphologischen Gewebeveranderungen und
gualitativen Virusnachweise sowie die Immunantwort mit den entsprechenden
Befunden am Menschen weitestgehend Ubereinstimmen (Fairweather et al., 2007).
Das Mausmodell der CVB Infektion zeichnet sich zudem in Bereichen, die fir die
Replikation des Virus und fur die korrespondierende Immunantwort von Bedeutung
sind, durch eine hohe genetische Homologie gegeniber dem Menschen aus. So
wurde beispielsweise fir CAR (Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor) eine 83%ige
Homologie in der Aminoséuresequenz zwischen Mausen und Menschen festgestellt
(Tomko et al., 1997).

Haufig werden fur die Infektionsversuche Inzuchtméuse verwendet, welche
definitionsgemald aus mindestens 20 konsekutiven Generationen einer
Geschwisterpaarung generiert wurden. Diese weisen einen hohen Grad an

genetischer Ahnlichkeit auf.
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Méause vom A.BY/SnJ Stamm haben sich bereits in mehreren Studien als etablierte
Versuchsobjekte fur die CVB3 Infektion erwiesen (Hammer et al., 2010; Klingel et al.,
1992; Nakamura et al., 1996). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Tiere sowohl
eine ausgepragte akute als auch eine chronische Form der Myokarditis aufweisen
(Wolfgram et al.,, 1986). Die Auswahl des jeweiligen Mausstammes des
Versuchstieres orientiert sich an der jeweiligen Fragestellung der Studie.
Unterschiedliche Stamme zeigen nach CVB3 Inokulation unterschiedliche Reaktionen
und lassen sich einteilen in ,suszeptible“ Stdmme mit persistierender Virusinfektion
und chronischer Myokarditis (A/J, ABY/SnJ, ASW/SnJ, ACA/SnJ, SWR/J) und
Jresistente® Stamme, die nach einer akuten Krankheitsphase das Virus eliminieren
und keine chronische Myokarditis bekommen (Sv/129 und C57BL/6) (Kandolf et al.,
1993; Klingel et al., 1992). Auch genetisch unterschiedliche Virusstamme kdnnen den
Krankheitsverlauf einer Infektion beeinflussen, da sie sich hinsichtlich ihrer Virulenz
unterscheiden (Gauntt et al., 1984).

Neben diesen virus- und wirtspezifischen Unterschieden existieren noch weitere
Faktoren, welche den Verlauf einer CVB Infektion mafgeblich beeinflussen. So
wurden geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt, wobei das weibliche
Geschlecht als protektiv angesehen wird (Li et al., 2009). Ferner durfen auch
Umweltfaktoren oder auch das Ausmald koérperlicher Belastung nicht auf3er Acht
gelassen werden. So wurde nachgewiesen, dass exzessive korperliche Betéatigung
der Versuchstiere zu einem deutlich schlechteren Verlauf mit teilweise tddlichem
Ausgang fuhrt (Gauntt et al., 1989). Auch das Alter des Versuchstieres bei Inokulation
spielt eine wichtige Rolle — Infektionen von Tieren unter 2 Wochen gehen allgemein
mit einem raschen lethalen Ausgang einher (Gauntt et al., 1989).

Die Infektion mit CVB3 erfolgt im Mausmodell in der Regel Uber eine intraperitoneale
Injektion. Dieser Infektionsweg entspricht zwar nicht der natirlichen Transmission
(fakal-oral oder Uber das Respirationssystem), ermdglicht jedoch die Applikation
genau definierter Erregermengen unter Umgehung der mechanisch-physiologischen

Barrieren, welche wiederum interindividuell starken Unterschieden unterliegen.
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1.2.2 Zell- und Organtropismus im Mausmodell der CVB3 Infektion

Der Zell- und damit der Organtropismus von CVB3 wird mal3geblich durch
Virusdeterminanten wie der Kapsidzusammensetzung (und damit Affinitat gegentber
entsprechenden zellularen Oberflachenrezeptoren), aber auch der Variante der 5'-
Nichtkodierenden Region beeinflusst (Harvala et al., 2005). Auch Wirtsdeterminanten
spielen eine wichtige Rolle wie bereits oben erwahnt

Bereits 1992 wurde der naturliche Verlauf der CVB3 Infektion in suszeptiblen Mausen
beschrieben. Nach intraperitonealer Inokulation des Virus kommt es innerhalb weniger
Stunden zur lytischen Infektion des Pankreas. Im exokrinen Teil des Pankreas
repliziert CVB3 hocheffektiv, wobei samtliche infizierte Zellen lysiert werden. Die neu
entstandenen Virionen werden tber das Blut im Organismus verteilt, so dass es in der
Folge zur Infektion sekundéarer Organe kommt. Hierzu gehdren die Milz, Lymphknoten
und auch das Myokard, wo es zu einer hochtitrigen Virusreplikation kommen kann. In
deutlich geringerem Malf3e zeigt sich im Rahmen der akuten Infektion auch eine virale
Replikation in ZNS, Thymus, Lunge und Leber (Klingel et al., 1996). Zwei Wochen
nach der Infektion ist in der Regel kein infektiéses Virus in den murinen Organen mehr
nachweisbar. Jedoch kommt es in einigen Organen (auch dem Myokard) zu einer
restringierten Virusreplikation, auf die spater nochmals genauer eingegangen wird.
Hinsichtlich der Infektion des Pankreas muss ein markanter Unterschied zwischen
dem Zelltropismus von CVB bei murinen und humanen Wirten erwahnt werden. So
beschrankt sich die Infektion von Coxsackieviren im Mausmodell ausschliel3lich auf
azinare Zellen — das endokrine Pankreas, aber auch das duktale System scheint
ganzlich ausgespart zu sein (Vella et al., 1992). Im Gegensatz dazu wurde beim
Menschen eine praferenzielle Infektion insbesondere des endokrinen Pankreas
festgestellt (Ylipaasto et al., 2004). Eine Virusreplikation im peripheren Blut ist
prinzipiell zwar maglich (d.h. in zirkulierenden B- oder T-Lymphozyten), lasst sich aber
nur schwer nachweisen. Zudem ist es unklar, welcher Anteil der im peripheren Blut
detektierten viralen RNA Genome auf die Replikation in sekundar lymphatischen
Organe zuriickgeht (Vuorinen et al., 1994). Allgemein ist die Phase der Virdmie im
Rahmen einer murinen CVB Infektion sehr kurz. Die Virusreplikation in der Milz und in
den Lymphknoten erfolgt tberwiegend in jenen Lymphozyten, die sich an der
Peripherie von Lymphfollikeln befinden. Hier wurden pra-B- und B-Lymphozyten als
Zielzellen identifiziert und in geringerem Male auch CD4-positive T-Lymphozyten,

Makrophagen und follikulare dendritische Zellen (Anderson et al., 1996; Klingel et al.,
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1996). CD8-positive T-Lymphozyten hingegen scheinen explizit nicht durch CVB3
infiziert zu werden (Klingel et al., 1996). Im zentralen Nervensystem gilt der Bulbus
olfactorius als Pradilektionsstelle der Infektion (Klingel et al., 1996). Wéahrend im
Thymus, in der Lunge, in der Leber und im zentralen Nervensystem das Virus auch
bei suszeptiblen Stammen weitestgehend rasch eliminiert wird, ist eine persistierende
Infektion im Myokard und Lymphgewebe (inklusive weil3er Pulpa der Milz) bekannt
(Klingel et al., 1995).

Bezlglich der CVB3 Infektion im Myokard lassen sich bei suszeptiblen
Versuchstieren, welche eine chronische Myokarditis entwickeln, drei unterschiedliche
Phasen der Erkrankung differenzieren: Im Rahmen der frihen Phase (Tag 1 pi bis 4
pi) kommt es zunéchst durch hdmatogene Aussaat der Erreger zu einer Infektion der
Myozyten, welche mit einer virusinduzierten Zytolyse einhergeht: Ab Tag 4 pi finden
sich kleine Herde mit infizierten Myozyten und einzelnen Entzindungszellen.
Wahrend der akuten Phase der Myokarditis (5 bis 12 Tage pi) ist die myokardiale
Infektion hauptséchlich auf eine direkte Zell-zu-Zell Ausbreitung zuriickzufuhren. Es
finden sich viele Herde infizierter Myozyten, welche lokal mit einer zunehmenden
Infiltration des Myokards durch Immunzellen assoziiert sind. Diese besteht
vorwiegend aus NK-Zellen und Makrophagen und in geringerem Mal3e auch aus
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sowie einigen wenigen B-Zellen. Im Myokard wird
das Maximum der inflammatorischen Infiltration ungefahr zwei Wochen nach Infektion
erreicht. Resistente Mausstdamme eliminieren innerhalb dieses Zeitraums das Virus
aus dem Myokard, so dass danach auch keine Inflammation mehr nachweisbar ist
(Klingel et al., 1992). Unter der chronischen Myokarditis (ab 12 Tagen pi) versteht man
die Persistenz viraler RNA im Myokard, die mit einer chronischen
Entzindungsreaktion einhergeht. Wie bereits in Kapitel 1.1.4 beschrieben, kommt es
zu Veranderungen des viralen Replikationszyklus und damit zu einer entsprechenden
Immunevasion. Als Folge der persistierenden Virusinfektion und chronischen
Myokarditis sind ausgepragte Umbauvorgédnge im Parenchym des Herzens maglich.
Dies geht morphologisch mit einer Fibrosierung des Myokards einher und ist
funktionell mit einer Einschrankung der Kontraktilitat der Ventrikel gekennzeichnet, die

zur dilatativen Kardiomyopathie (DCM) fuhren kann (Lang et al., 2008).
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1.2.3 Humanpathogene Relevanz des Mausmodells der CVB3 Infektion

Eine Infektion mit Coxsackieviren verlauft beim Menschen in mehr als 90% aller Falle
als subklinische, unspezifische febrile Erkrankung oder vollkommen asymptomatisch
(Spigland et al., 1966). Allerdings kommen Enteroviren weltweit vor und kénnen
durchaus zu chronischen Erkrankungen oder gar letalen Verlaufen fihren (siehe
Kapitel 1.1) (Sawyer, 2002).

Eine wirtschaftliche Studie, welche die direkten und indirekten Kosten einer
enteroviralen  (non-Polio) Infektion zusammenfasst, deutete bei einer
Studienpopulation von 372 padiatrischen Patienten auf durchschnittliche Kosten von
ungefahr 250% pro Patient (Pichichero et al., 1998). Dies berticksichtigt noch nicht den
weitaus grofReren Teil an subklinischen Verlaufen, die allerdings dennoch mit
Arbeitsausfall und damit indirekten volkswirtschaftichen Kosten einhergehen.
AulRerdem werden auch die Kosten von etwaigen Folgeerkrankungen
(insulinabhangiger Diabetes mellitus, dilatative Kardiomyopathie) nicht erfasst, welche
eine signifikante finanzielle Belastung mit sich bringen. In diesem Zusammenhang ist
es wichtig zu erwahnen, dass kardiovaskulare Erkrankungen in Deutschland seit
Jahrzehnten die Haupttodesursache darstellen.

Tierexperimentelle Studien liefern wichtige Beitrdge zum Verstdndnis der
enteroviralen Infektion. Eine systemische Infektion lasst sich nur durch Untersuchung
des Wechselspiels zwischen Immunsystem des Wirtes und den Virulenzfaktoren des
jeweiligen Erregers in ihrer Gesamtheit beschreiben. Zellkulturen oder andere
vergleichbare Versuchsreihen konnen die Komplexitat des Wirtsorganismus nicht
simulieren und eignen sich daher nicht daftr, die verschiedenen Pathogenese-
mechanismen in einer angemessenen Art und Weise darzustellen.
Zusammenfassend sind enterovirale Infektionen, insbesondere durch Coxsackieviren,
sowohl klinisch als auch volkswirtschaftlich von hoher Relevanz. Die Entwicklung
geeigneter Diagnoseverfahren sowie Therapie- und Praventionsstrategien kann nur
durch intensive Forschung, unter anderem am Mausmodell der CVB3 Myokarditis,

erreicht werden.

1.2.4 Diagnose der viralen Myokarditis
Der histopathologische Nachweis einer viralen (Peri-) Myokarditis basiert seit 1968 auf

den sogenannten ,Dallas Kriterien“ an primar H.E.-gefarbten Schnitten. Dabei wird fur
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die Diagnose das Vorhandensein eines entzindlichen zellularen Infiltrates bei
gleichzeitigem Vorhandensein von Nekrosearealen (oder anderen nicht-
ischamietypischen myokardialen Schaden) vorausgesetzt. Als sogenannte ,borderline
myocarditis“ bezeichneten die Autoren jene morphologischen Befunde, die sich durch
ein geringer ausgepragtes Infiltrat bei fehlenden Nekrosen auszeichnen (Aretz et al.,
1987). Die Sensitivitat der ausschlie3lichen Anwendung der Dallas Kriterien fur die
Myokarditisdiagnostik ist nicht zuletzt durch Stichprobenfehler im Rahmen der
Probengewinnung eingeschrankt. So konnte gezeigt werden, dass bei einzelner
Probenentnahme nur 25% aller Falle als Myokarditis diagnostiziert werden konnten.
Selbst bei Entnahme von 8 unterschiedlichen Biopsaten wurde die (Peri)Myokarditis
nur in ungefahr 65% der Falle identifiziert (Chow et al., 1989). Abgesehen von
Stichprobenfehlern ist die alleinige Anwendung der Dallas Kriterien in ihrer
Aussagekraft bei der Myokarditisdiagnostik limitiert. Studien belegen eine geringe
Objektivitat, d.h. dass die Interpretation der histologischen Befunde starken
interindividuellen Schwankungen zwischen den jeweiligen Untersuchern unterliegt
(Shanes et al.,, 1987). Bestrebungen, die Dallas Kriterien durch engmaschigere
Definitionen weiter zu objektivieren, fuhrten 1997 zur Veroffentlichung der
sogenannten ,Marburg Kriterien®, welche die immunhistochemische ldentifizierung
und Quantifizierung des entzundlichen Infiltrates fiir die genauere histopathologische
Diagnostik voraussetzen und somit neueren Entwicklungen in der Entwicklung
molekularpathologischer Nachweismethoden nachkamen (Klingel et al., 2017; Maron
et al., 2006).

Erganzt wird diese Diagnostik durch molekularpathologische Untersuchungsverfahren
zum Nachweis bzw. Ausschluss infektioser kardiotroper Erreger. Unter
molekularpathologischen Nachweismethoden versteht man hierbei Untersuchungen,
die spezifische Genabschnitte kardiotroper Erreger auf molekularer Ebene
detektieren. Die Myokarditisdiagnostik umfasst den Nachweis von RNA oder DNA
kardiotroper Viren und Bakterien, Pilzen oder Parasiten mittels (RT)-PCR oder in situ
Hybridisierung (Caforio et al., 2013). Durch diese modernen molekularpathologischen
Untersuchungen erhoht sich die Spezifitdtt und Sensitivitdt der Diagnostik —
Interpretationsspielrdume werden durch die Darstellung spezifischer Zielstrukturen
minimiert und somit die interindividuelle Variation zwischen verschiedenen
Untersuchern reduziert. Ferner kbnnen Erreger direkt nachgewiesen werden, auch in

Abwesenheit eines entsprechenden entziindlichen Infiltrates (Martin et al., 1994).
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In den aktuellen padiatrischen Leitlinien zur Myokarditis wird bei Entnahme einer
endomyokardialen Biopsie als Goldstandard der Diagnostik die Durchflihrung einer
molekularpathologischen Erregerdiagnostik, etwa durch den Einsatz von in situ
Hybridisierungsverfahren empfohlen. Der kostengtinstigere Einsatz der RT-PCR als
Nachweismethode sollte immer unter strenger Berucksichtigung
histologischer/immunhistologischer Befunde erfolgen, da sonst eine Unterscheidung
zwischen einer floriden Entzindung und einer ,harmlosen® Viruspersistenz ohne
Inflammation nicht maoglich ist (Kandolf, 2011; Wojnicz et al., 2001). Die
molekularpathologischen Untersuchungsverfahren an Endomyokardbiopsien in der
Diagnostik der Myokarditis sind notwendig, um eine spezifische &tiologische
Zuordnung zu treffen (Klingel et al., 2017). Indirekte Nachweismethoden, etwa durch
Bestimmung serologischer Parameter, leiden hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat
unter der eigenen Dynamik des Immunsystems des Wirtes (Mahfoud et al., 2011).
Molekularpathologische Verfahren wie RT-PCR und in situ Hybridisierung stellen
wichtige Nachweismethoden in der experimentell-virologischen Forschung der
enteroviralen Infektion dar. Zudem existieren weitere Methoden, die es ermdglichen
virale Infektionen im Herzmuskel oder anderen Organen nachzuweisen. Hierzu
gehdren Plaguetests zum Nachweis infektioser Erreger aber auch Antigen-basierte
Verfahren wie Western Blot, ELISA (enzyme linked immunosorbent assay),
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz oder auch immunelektronenmikroskopische
Verfahren.

Oft ist es schwierig, den Stellenwert dieser unterschiedlichen Nachweisverfahren im
Rahmen einer CVB3 Infektion hinsichtlich ihrer Sensitivitat, Spezifitat und
Sinnhaftigkeit fir jeweilige Fragestellungen zu beurteilen. Insbesondere
tierexperimentelle Studien unterscheiden sich hinsichtlich der eingesetzten Methoden
erheblich, was wiederum die Vergleichbarkeit der jeweiligen Ergebnisse deutlich

erschwert.
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1.3 Zielsetzung und Fragestellungen

Das Mausmodell der CVB3 Infektion ist Grundlage diverser Forschungsprojekte auf
dem Gebiet der viralen Herzerkrankung, aber auch der Pankreatitis und des Diabetes
mellitus Typ 1 (Imrie et al., 1977; Klingel et al., 1992; Roivainen et al., 2010; Tracy,
2000; Yoon, 1990). Hierbei werden verschiedene Methoden zum Virusnachweis
angewandt, was auf Grund unterschiedlicher Sensitivitdt und Spezifitdt der
Untersuchungsmethoden die Vergleichbarkeit der einzelnen Studien erheblich
einschrankt. Ferner ist die wissenschaftliche Aussagekraft der Erhebungen
eingeschrankt, wenn die eingesetzten Methoden nicht optimal zum jeweiligen

Zeitpunkt der Infektion und der zu beurteilenden Organe passen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher verschiedene experimentelle
Untersuchungsmethoden zum Nachweis von CVB3 im Verlauf der Infektion
vergleichend darzustellen, um somit einen Beitrag zur Effektivitat der

unterschiedlichen Methoden zu liefern.

Unter Verwendung des Mausmodells der akuten und chronischen CVB3 Infektion
wurden verschiedene virologische, molekularbiologische und immunhistochemische

Nachweismethoden unter Beachtung folgender Fragestellungen verglichen:

1.) Welches ist der maximale Zeitpunkt nach intraperitonealer Inokulation von
CVB3 zu dem noch infektiése Virionen, virale RNA und virale Proteine in den
wichtigsten Organen (Herz, Pankreas und Milz) nachweisbar sind? Das
Mausmodell der CVB3 Myokarditis ist ein seit langem etabliertes System, das
sich durch eine geringe Varianz der Infektionsmuster zu einem bestimmten
Zeitpunkt der Infektion auszeichnet (Klingel et al, 1992). Die statistische
Auswertung innerhalb der Gruppen bzw. zwischen den Zeitpunkten nach

Infektion war fur die Beantwortung der Fragestellung nicht relevant.

2.) Wie unterscheiden sich Spezifitdtt und Sensitivitdt der unterschiedlichen

Untersuchungsmethoden?

3.) Inwiefern sind diese Erkenntnisse fur zukinftige laborexperimentelle
Forschungsarbeiten und die klinische Diagnostik von Relevanz?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Lésungen

35-Schwefel
4,6-Diamidino-2-phenylindol
Acrylamid
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat
Blocking Solution

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform
Chlorwasserstoffsaure
DAPI

DEPC

DEPC-behandeltes Wasser
Dextransulfat

Dithiotreitol

DMEM

DNAse |

DTT

EDTA

EDTA-freier Lysepufer
EDTA-freier Proteinaseinhibitor
(cOmplete Mini, EDTA-Free)
Entellan (Merck)

Eosin-G Losung

Eosin-Y Ldsung

Ethanol

Sigma Aldrich (Minchen)
Sigma Aldrich (Minchen)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Minchen)
Zytomed (Berlin)

Sigma Aldrich (Minchen)
Sigma Aldrich (Muinchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Minchen)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Q-Biogene (Amsterdam, Niederlande)
Fermentas (Sankt Leon-Rot)
Life Technologies (Darmstadt)
Ambion (Carlsbad, USA)
Sigma Aldrich (Minchen)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma Aldrich (Minchen)
Roche (Basel, CH)

Merck (Darmstadt)
Certistain (Darmstadt)
Certistain (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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Ficoll

Film- & Fixieremulsion

Fixogum

Formamid

Fotales Kalberserum

Glycerol

Glycin

Hamatoxilinldsung

Histogreen

Hydrolysesonde

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
Kristallviolett

Lithiumchlorid

Luminol

EDTA-freier Lysepuffer
Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

Natriumacetat
Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumcarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumcitrat
Natriumdilaurylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4)
One-Step RT-PCR Kit (QIAGEN)
Paraffin

Paraformaldehyd

Sigma Life Sciences (Miunchen)
Kodak (Stuttgart)

Marabu (Ludwigsburg)
Sigma Aldrich (Muinchen)
Life Technologies (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karslruhe)

Merck (Darmstadt)

Linaris (Mannheim)

MWG Biotech (Ebersberg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
ImmunoCruz (Dallas, USA)
Cell Signaling (Boston, USA)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Qiagen (Venlo, Niederlande)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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PBS

Penicillin-Streptomycin

Pertex ®

Polyacrylamid
Polyvinylidenefluoridmembran
Polyvinylpyrrolidon

Protein Assay Losung

Protein Ladder

Proteinase K

RNAguard

RNAsefreies Wasser

Rodent Block M

SeaPlague Agarose
Sonifizierte Lachssperma DNA
SP6-RNA Polymerase
Spermidin

TEMED

Trichloracetat

Tris

Tris Base

TRIzol ®

t-RNA (Kaninchenleber)
Trypsin-EDTA

Tween-20

Xylol

ZytoChem Plus HRP Polymer-Kit

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich (Minchen)
Gibco (Carlsbad, USA)
Cytocore (Chicago)

Bio-Rad (Hercules, USA)
PerkinElmer (Waltham, USA)
Sigma Aldrich (Minchen)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Fermentas (Sankt Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

GE Healthcare (Fairfield, USA)
Qiagen (Venlo, Niederlande)
Biocare Medical (Pacheco, USA)
Sigma Aldrich (Minchen)
Sigmal Aldrich (Minchen)
Roche (Basel, CH)

Sigma Aldrich (Munchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karslruhe)

Roth (Karslruhe)

Sigma Life Sciences (Minchen)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Sigmal Aldrich (Minchen)

ThermoFischer (Massachussets, USA)

Sigma Life Sciences (Munchen)
VWR International (Darmstadt)
Zytomed (Berlin)

Sigma Aldrich (Minchen)
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2.1.2 Antikorper

Antikdrper: Alexa 594 goat anti-mouse Life technologies, Paisley, UK

F(ab)2 Fragment

Anti-alpha-Actin

Cox mAB 31A2

Esel anti-Ziege HRP-konjugiert
Kaninchen anti-Maus CD3

Ratte anti-Maus Mac3

Ziege anti-Kaninchen AlexaFluor 647

Ziege anti-Ratte AlexaFluor 647

2.1.3 Primer
Primer PanEnteroForl
Primer PanEnteroProbel

Primer PanEnteroRevl

Santa Cruz (Dallas, USA)

Mediagnost (Reutlingen)
Santa Cruz (Dallas, USA)
Santa Cruz (Dallas, USA)
Santa Cruz (Dallas, USA)

Life Technologies (Darmstadt)

Life Technologies (Darmstadt)

MWG Biotech (Ebersberg)
MWG Biotech (Ebersberg)
MWG Biotech (Ebersberg)

2.1.4 Viren, Versuchstiere und Zellreihen

A.BY/SnJ Mause (H-2°)
cDNA generiertes CVB3

Verozellen

Jackson Laboratories (USA)
Kandolf, MPI fur Biochemie (Martinsried)
Cell Line Services (Eppelheim)

2.1.5 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software

15ml BlueCap R6hrchen

50ml BlueCap Rohrchen

7300 Real Time PCR System
96-well Platten PCR

Axioskop 40 Mikroskop
Brutschrénke

C-Chip Einmalz&hler
Eppendorfgefalle
Fluoreszenzmikroskop Imager M2

BD Falcon (Heidelberg)

BD Falcon (Heidelberg)

Applied Biosystems (Darmstadt)
PeqgLab (Erlangen)

ZEISS (Oberkochen)

Heraeus (Hanau)

Digitalbio (Montreal)

Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
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ImageJ

Mikroskop Phase Contrast 2
Mikrotom Mikrom H35S
NanoDrop ND-1000
Packard Tri-Carb
Pipetten

Sephadex G-50

Sorvall® RT6000D Rotor
Sterile Werkbank
TriCarb 1600 TR

VWR Pellet Mixer
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten 6-Well

Zentrifugen

National Institutes of Health (Maryland,
USA)

Nikon (Dusseldorf)

Scientific Fisher (Schwerte)

Thermo Scientific (Massachusetts, USA)
Packard (Connecticut, USA)

Gilson (Middleton)

Sigma Aldrich (Minchen)

Thermo Scientific (Massachusetts, USA)
Heraeus (Hanau)

PerkinElmer (Waltham, USA)

VWR International (Darmstadt)

Sigma Aldrich (Muinchen)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Heraeus (Hanau)
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung eines Virusstocks

Zur Bereitstellung einer ausreichenden Menge an Virionen zur weiteren Verwendung
wurden  Zellkulturflaschen  (Kultivierungsflache variabel 75cm?-125cm?) mit
Verozellen zu einer Konfluenz von mindestens 90% bei standardisierten Bedingungen
(37°C, 5% Kohlenstoffdioxidanteil, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach dem
Waschen mit 5ml PBS und der Uberschichtung mit 10ml 1% Penicillin/Streptomycin
(PenStrep) versehenem DMEM wurde erneut 12 Stunden bei standardisierten
Bedingungen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Infektion mit 1 moi (= multiplicity of
infection; also dem Verhéltnis der Anzahl von Virionen zu Zellen) einer Variante des
CVB3 Nancy-Stammes (Kandolf et al., 1985). Die Zellen wurden erneut 12 Stunden
unter standardisierten Bedingungen inkubiert. Zum Aufschluss des Zellsubstrates
wurde eine kryomechanische Lyse durch dreifach wiederholtes Einfrieren bei -20°C
und intermittierendem Auftauen durchgefihrt. Es folgte eine Zentrifugation bei 2500
U/min in einem Sorvall® RT6000D Rotor. Der virushaltige Uberstand konnte somit von
den Zelltrtimmern im Pellet abgehoben werden. Anschliel3end wurde dieser mittels
Plaquetest (siehe unten) auf die enthaltene Konzentration an Virionen tberpruft.

2.2.2 Haltung der Versuchstiere und Entnahme von Organproben

2.2.2.1 Allgemeines zum Tierversuch

Zur Untersuchung der systemischen CVB3 Infektion war die Bereitstellung
verschiedener Proben (aus Herz, Milz, Pankreas und Blut), die zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion entnommen wurden, erforderlich. Es wurden dabei
ABY/SnJ Mause verwendet, welche gegeniber CVB3 suszeptibel sind. Die
Untersuchungen erfolgten im Rahmen des vom Regierungsprasidium Tubingen am
21.04.2010 genehmigten Tierversuchantrags PA2/10.

2.2.2.2 Haltung der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden in Gruppen von vier bis acht Mausen in 207 x 140 x 365
mm grol3en Kafigen auf Weichholzgranulat gehalten. Der Tierraum war auf 24°C
beheizt und mit einer geregelten Zu- und Abfuhr an Luft ausgestattet. Die Ern&hrung

bestand aus pelletiertem Futter (Mause/Rattenstandarddiat) und Wasser ad libitum.
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Die Kafige wurden zweimal wdchentlich gewechselt und 20 Minuten bei 121°C
autoklaviert.

2.2.2.3 Infektion der Versuchstiere

Infektion, Tétung und Organentnahme der Versuchstiere erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Die Versuchstiere wurden mit 1x10° PFU CVB3 (in 200ul PBS)
intraperitoneal infiziert und im Anschluss die Organe jeweils 2, 4, 6, 8, 12, 21 und 28
Tage nach Infektion entnommen. Die Anzahl der jeweils untersuchten

Tiere/Organproben (n) ist in den Legenden der Abbildungen vermerkt.

2.2.2.4 Entnahme der Organe und Herstellung der Proben

Herz, Milz und Pankreas wurden enthommen, in PBS gewaschen und gewogen.
Anschlieend wurde ein Teil der Organe in DMEM aufgenommen und auf eine
Endkonzentration von 200mg/ml verdinnt (fir Plaquetests und Western Blots). Diese
wurden dann zunachst mechanisch homogenisiert, 2fach bei -20°C gefroren und
aufgetaut und im Anschluss erneut homogenisiert. Zur RNA-Isolierung (fir RT-PCR
Untersuchungen) wurde ein weiterer Teil der Proben in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Ein Teil der Organe wurde fir H.E. Farbung,
immunhistochemische Verfahren und in situ Hybridisierung in 4%igem
Paraformaldehyd (mit 1x PBS gepuffert) fir 24 Stunden bei 4°C fixiert und
anschlieBend 24 Stunden bei 4°C in PBS gelagert und anschlieBend in Paraffin
eingebettet. Zudem wurden auch 400-600ul Blut entnommen und bei 4°C fir eine
Stunde gelagert. Anschliel3end eine Zentrifugation bei 10.000 rpm fur 15 Minuten
durchgefuhrt. Der Serumuberstand wurde fur RT-PCR und Plaquetests verwendet
(ca. 200-300pl, je nach Hamatokrit). Die Anzahl der untersuchten Proben (n) ist in den

Legenden der jeweiligen Abbildungen vermerkt.

2.2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

2.2.3.1 Farbeprotokoll

Aus den Paraffin-eingebetteten Gewebeproben wurden mittels eines Mikrotoms 5um
dicke Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden 24 Stunden bei 37°C getrocknet und
bei 20°C aufbewahrt. Vor der Farbung wurden die Schnitte folgendermal3en

entparaffiniert und rehydriert:
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Protokoll zur H.E.-Farbung

2 x 10min 10% Xylol

2 X 3min 99% Ethanol

2 X 3min 96% Ethanol

2 X 3min 70% Ethanol

5min bidestilliertes Wasser
5min Hamatoxilinldsung
5min Leitungswasser (flieRend)
3sec Eosin Y Losung

1min 70% Ethanol

1min 90% Ethanol

2 X 3min Xylol

Nach der Farbung wurden die Schnitte mit Pertex eingedeckt.

2.2.3.2 Auswertung
Die Auswertung und Fotografie der H.E.-gefarbten Gewebeschnitte erfolgte bei 25-

200facher VergrofRerung mit Hilfe eines Axioskop 40 Mikroskops von Zeiss.

2.2.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von CD3* T-Lymphozyten und Mac3*
Makrophagen

Der immunhistochemische Nachweis von CD3* T-Lymphozyten und Mac3*
Makrophagen in Paraffinschnitten muriner Herzen erfolgte entsprechend dem
Nachweis von CVB3 VP1 und ist in Kapitel 3.2.9 beschrieben.

2.2.4 Plaquetests zum Nachweis infektiéser Viren

2.2.4.1 Allgemeines zum Plaquetest

Der Plaguetest wurde 1963 erstmals beschrieben und im Jahre 1965 zum Nachweis
infektidser Viren angewandt (Cunningham, 1965; Jerne et al., 1963). Grundlegendes
Prinzip ist die Infektion einer Zellschicht mit infektiosem Material in unterschiedlichen
Verdinnungen und der anschlieRende Vergleich der Anzahl an lysierten Zellherden.

Durch eine Agaroseschicht wird dabei eine diffusionsbasierte Verschleppung an
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infektiosem Material verhindert, so dass eine Ausbreitung des Erregers ausschlief3lich

von der infizierten Zelle zu unmittelbar umliegenden Zellen madglich ist.

2.2.4.2 Zellkultur

Verozellen wurden in DMEM mit einem 10%igem Anteil an FCS und 1% Penicillin-
Streptomycin (PenStrep) in Zellkulturflaschen (Kultivierungsflache variabel 75cm? —
125cm?) kultiviert und bedarfsweise bei mindestens 75% Konfluenz passagiert. Es
wurde unter standardisierten Bedingungen (37°C, Luftfeuchtigkeit 90%, CO2-Anteil
5%) inkubiert.

Zur Passagierung der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und mit Trypsin-
EDTA-L6sung unter standardisierten Bedingungen fir 90 Sekunden inkubiert. Bei
Abldsung der Zellen von der Kultivierungsflache wurden diese in 0.g. DMEM-Gemisch

aufgenommen und Trypsin durch das im FCS enthaltene ai-Antitrypsin inaktiviert.

2.2.4.3 Kultivierung von Verozellen in Mikrotiterplatten

Fur Plaquetests wurden Mikrotiterplatten mit 6 Napfchen verwendet, wobei in jedes
Napfchen 2,5x10° Zellen ausgesat wurden. Die Kulturflaschen wurden mit 2ml
Trypsin-EDTA fur 90 Sekunden inkubiert. Der entstandenen Losung wurden 28ml
DMEM mit FCS und PenStrep hinzugefugt. 10 pl der vorhandenen Zellen wurden in
einer Neubauer Zahlkammer unter Nutzung aller vier Felder ausgezahlt. Zur
Errechnung der Ausgangskonzentration wurde mit 104 multipliziert. Nach
anschlieBender Verdinnung auf die gewiinschte Konzentration wurden 2-3x10°
Zellen in jedes Né&pfchen hinzugefligt und auf ein Gesamtvolumen von 3ml mit
Medium aufgefillt. Die Platten wurden 20 Minuten bei Raumtemperatur angewarmt.
Anschlief3end folgte die Inkubation bei standardisierten Bedingungen im Brutschrank

Uber die Dauer von 24 Stunden.

2.2.4.4 Infektion mit CVB3

Die in 2.2.1.4 vorbereiteten Zellpellets (aus den jeweiligen Mausorganen) wurden
gewogen und durch Zugabe von DMEM ohne Zusatze jeweils die gleiche
Massekonzentration fiir jede Probe eingestellt. Zu den Zeitpunkt der Tage 2, 4, 6, 8,
12 standen 7 Proben zur Verfiigung, zu den Zeitpunkten 21 und 28 Tage pi jeweils 5

Proben.
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Von der Ausgangssuspension wurden sukzessive Verdiunnungen im Verhaltnis 1:10
bis zu einem maximalen Verdinnungsverhaltnis von 1012 mit DMEM ohne Zusatze
hergestellt. Als Negativkontrolle wurde reines Medium ohne Probenmaterial
verwendet. Nach Abnahme des Uberstandes der am Vortag ausgesaten Mikrotiter-
Platten wurde mit 1x PBS gewaschen. 500ul verdtinnte Proben wurden pro Napfchen
zugefigt. Ein Napfchen pro Platte diente als Negativkontrolle. Weitere 500ul DMEM-
Medium wurden dazugegeben, wodurch die Suspension nun ein weiteres Mal im
Verhaltnis 1:1 verdinnt wurde. Im Anschluss wurden die Platten 60 Minuten im
Brutschrank bei standardisierten Bedingungen inkubiert. Als Agarosebeschichtung
wurde 2%ige ,SeaPlaque“-Agarose verwendet. Zwei Gramm Agarose wurde in 100ml
ddH20 durch Erhitzen auf 100°C 20-30 Minuten geldst und im Wasserbad bei 40°C
gehalten. Durch Zugabe von 100ml 2x DMEM mit FCS mit 30 mM MgCl2 wurde die
Uberschichtungslésung hergestellt. Mit 2ml dieser Losung wurden die Zellen
Uberschichtet. Die agarosebeschichteten Platten wurden nun 48 Stunden bei 37°C

inkubiert. Alle Versuche wurden im Doppelansatz durchgefihrt.

2.2.4.5 Auswertung der Plaquetests

Nach 48 Stunden wurden die Zellen durch Zugabe von 2ml Trichloracetat (aq) pro
N&pfchen fixiert. Die Agaroseschicht wurde durch einen schonenden Wasserstrahl
entfernt und die Zellen mit Kristallviolett (s.u.) gefarbt. Durch die Lyse infizierter Zellen
formten sich dabei makroskopisch sichtbare Iytische Herde in der Zellschicht, die nicht
mit Kristallviolett anfarbbar waren. Die Anzahl der Herde konnte somit als Maf3 fur die
Infektiositat herangezogen (,plaque forming units per milliliter, PFU/ml) werden - die
Anzahl wurde mit Faktor 2 unter Berlcksichtigung der 1:1 DMEM-Verdinnung

verrechnet.

Kristallviolettldsung

Kristallviolett 5g in 100 ml Formalin & 200 ml Ethanol gel6st
ddH20 700 mi
2M Tris-Base 35 mi

Die Losung wurde dann mit ddH20 auf ein Gesamtvolumen von 2 Litern aufgefuillt.
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2.2.5 Quantitative RT-PCR

2.2.5.1 Isolierung der RNA aus Organproben

Die Isolation der RNA aus Organproben erfolgte mittels TRIzol® Isolationsreagenz
(Invitrogen). Zu den Zeitpunkt der Tage 2, 4, 6, 8, 12 standen 7 Proben zur Verfigung,
zu den Zeitpunkten 21 und 28 Tage pi jeweils 5 Proben.

Die Proben wurden bei Raumtemperatur mit 200ul des Reagenz versetzt und
anschlieBend mechanisch mittels Pellet Mixer homogenisiert und bei 4°C fiur 10
Minuten bei 12000g zentrifugiert um freie Gewebe-/Zelltrimmer zu pelletieren. Das
Pellet wurde verworfen. Zur Abtrennung der RNA von Nukleoproteinen wurde 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 0,2ml Chloroform wurden pro Milliliter des
verwendeten Isolationsreagenz hinzugefiigt, ungefahr 15 Sekunden lang gemischt
und anschliel3end drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden
wieder bei 12.000g und 4°C fur die Dauer von 15 Minuten zentrifugiert. Es resultierten
drei verschiedene Phasen, wobei die oberste (durchsichtige) Phase weiterverwendet
wurde. Die Phase wurde mit Isopropanol (100%) 500ul/ml zur Prazipitation der RNA
versetzt. Nach zehnminttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei 4°C fir 10
Minuten bei 12000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde
mit 750ul 75% Ethanol versetzt und anschlieRend 2x5 Minuten lang bei 4°C
(12000rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet ungefahr fiinf
bis zehn Minuten an der Luft getrocknet. AnschlielRend wurde die RNA in DEPC-H20
resuspendiert. Spektrometrisch (NanoDrop 1000) wurde die Konzentration [ng/pl] an
RNA und der Reinheitsgrad (Uber Ratio 260/280) bestimmt. Die Ratio 260/280 bezieht
sich auf das Verhaltnis der Absorption bei Wellenlangen von 260nm (Nukleinsauren)
und 280nm (Proteine). Proben mit einem Ratio 260/280 von >1,98 (entsprechend
mind. 90% Reinheitsgrad) wurden verwendet. Jede Probe wurde im Doppelansatz

untersucht.

2.2.5.2 Reverse Transkription und real-time Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde im Jahre 1983 entwickelt und stellt eine
labortechnische Methode zur Vervielfaltigung von spezifischen DNA Abschnitten dar.
Der Begriff "Kettenreaktion" bezieht sich dabei auf den Sachverhalt, dass das
Verfahren in aufeinanderfolgenden Zyklen ablauft, bei welchen die neu entstandenen

Kopien jeweils als Matrize im nachsten Zyklus dienen. Dadurch wird eine
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exponentielle Vervielfaltigung ermaoglicht. Die Technik ahmt dabei die physiologische
DNA Replikation unter Zuhilfenahme von DNA Polymerasen und freien Nukleotiden
nach. Zur |Initierung der Replikation sind Primer erforderlich, die sich an
hitzedenaturierte DNA Einzelstrdnge anlagern (Annealing). Von dort synthetisieren
thermostabile Tag-DNA Polymerasen einen komplementaren DNA Strang
(Elongation). Der entstehende Doppelstrang wird erneut hitzedenaturiert, um somit
einen neuen Replikationsvorgang zu ermdéglichen. Dieser Zyklus wird mehrere Male,
in diesem Fall 40fach, wiederholt. Eine Weiterentwicklung der PCR ist die sogenannte
real-time PCR. Wahrend eine Quantifikation der entstandenen Produkte bei der
"klassischen” PCR nur mittels anschlieRender Untersuchungen (meist
gelelektrophoretische Auftrennung mit Anfarben) méglich ist, verwendet man bei der
real-time PCR fluoreszierende DNA-Hydrolysesonden. Diese enthalten am 5'-Ende
einen sogenannten "Reporter”, am 3'-Ende einen sogenannten "Quencher". Beim
Reporter handelt es sich um ein fluoreszierendes Molekdl (i.d.F. 6-
Carboxyfluoreszein, ,FAM®), das elektromagnetische Strahlung absorbiert und mit
einer spezifischen Wellenlange emittiert (hier 520nm). Der Quencher, in diesem Fall
6-Carboxymethylrhodamin (TAMRA), hemmt diese Funktion, wenn er sich in
unmittelbarer Nahe befindet. Da die verwendete Taq-Polymerase eine 5'-3'-
Exonukleasefunktion besitzt, degradiert sie im Rahmen der Elongation die Sonde und
trennt damit den Quencher vom Reporter. Dadurch wird die Inhibition der
Fluoreszenzfunktion des Quenchers aufgehoben, was als Signal detektiert werden
kann. Zur reversen Transkription der isolierten RNA und anschlie3enden real-time
PCR wurde das QIAGEN One-Step RT-PCR Kit verwendet. Es beinhaltet die
Omniscript/Seniscript Reverse Transkriptase, HotStarTaq DNA Polymerase und einen
RT-PCR Buffer, der sowohl die reverse Transkription als auch die RT-PCR in einem
Schritt (daher "one step”) erméglicht. Ebenfalls im Kit enthalten ist die Q-Solution, eine
Losung, die durch Aufhebung von Sekundarstrukturen der Nukleinsauren eine
effizientere RT-PCR ermdglichen soll. Wahrend der Durchfihrung der Methode wurde
stets auf ein Kontaminations- und RNAse-freies Arbeiten geachtet, etwa durch den
Einsatz von RNAse-freiem Wasser und dem Tragen von Handschuhen. Die einzelnen
Losungen und Proben wurden zwischen den Arbeitsschritten auf Eis gehalten.
Verwendet wurden Enterovirus-spezifische Primer (Sequenzen siehe Tabelle) und
eine Hydrolysesonde der Firma MWG Biotech.

Alle Angaben sind in 5" = 3' Richtung:
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PanEntero

PanEnteroForl TCC TCC GGC CCC TGA
PanEnteroRevl RAT TGT CAC CAT AAG CAG CCA
PanEnteroProbel FAM -CGG AAC CGACTACTT TGG GTG WCC GT - TAMRA

Der "Master Mix" wurde nach folgendem Protokoll hergestellit:

Master Mix Vol [pl] Konzentration
RNAsefreies Wasser Variabel

5x RT-PCR Buffer 10 pl

dNTP Mix 2ul

Q-Solution 10 pl

Primer A Variabel 0,6 uM Endkonzentration
Primer B Variabel 0,6 uM Endkonzentration
RT-PCR Enzymmix 2 ul

RNAse Inhibitor Variabel 5-10 Einheiten/Reaktion

Die Volumina wurden so gewahlt, dass die jeweiligen Endkonzentrationen der Primer
bei 0,6 uM lagen und insgesamt ein Gesamtvolumen von 50ul erreicht wurde. Die
extrahierten RNA-Proben wurden vorgelegt und der Master Mix hinzugefligt. Der
PCR-Cycler wurde auf 50°C aufgewarmt, um die reverse Transkription fur die Dauer
von 30 Minuten durchzufthren. Im Anschluss folgte die real-time PCR. Dabei musste
die HotStarTag-Polymerase durch eine initiale Inkubation bei 95°C fiir eine Dauer von

15 Minuten aktiviert werden. Die folgenden RT-PCR Zyklen umfassten dabei:

PCR Zyklen

Denaturierung 95°C 0,5 bis 1 Minuten
Annealing 50-68 °C 0,5 bis 1 Minuten
Elongation 72°C 1 Minute

Die detektierten Signale wurden mit einer gleichzeitig erstellten Eichkurve abgeglichen
und konnten somit zur absoluten Quantifizierung der Menge an DNA beziehungsweise

RNA in der Ausgangslosung verwendet werden.
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2.2.6 Nachweis von CVB3 RNA durch in situ Hybridisierung

2.2.6.1 Allgemeines zur in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung (ISH) ist eine Methode, die zur Lokalisation von RNA
beziehungsweise DNA im histologischen Schnitt verwendet wird. Dabei werden
radioaktiv oder nicht-radioaktive markierte RNA oder DNA Sonden mit Paraffin-
eingebetteten Gewebeschnitten inkubiert, die sich aufgrund ihrer komplementéaren
Sequenz spezifisch an die gesuchte Gensequenz, in diesem Fall virale Plusstrang
RNA, anlagern. Im Falle einer radioaktiven ISH erh&lt man nach Autoradiographie
Signale in Form von schwarzen Silberkérnern, welche die viralen Sequenzen

ortsspezifisch im histologischen Schnitt reflektieren.

2.2.6.2 Herstellung der Hybridierungssonden

Die Herstellung der zum CVB3 Genom komplementaren Sonde erfolgte durch in vitro
Transkription des Plasmides pCVB3-R1 (enthélt 98% des CVB3 Genoms) mittels der
SP6-RNA Polymerase. Das Plasmid pCVB3-R1 wurde von Frau Prof. Dr. Klingel
bereitgestellt (Hohenadl et al., 1991). Die Linearisierung des Plasmids erfolgte durch
die Restriktionsendonuklease Smal. Zur Herstellung einer Hybridisierungssonde zur
Negativkontrolle ~ wurde  das Plasmid pSPT  18-Neo  durch die
Restriktionsendonuklease Smal linearisiert und durch SP6-RNA Polymerase
transkribiert. Die Transkripte wurden mit radioaktiven 3°S-UTP Nukleotiden markiert.
In einer Vakuumzentrifuge wurden jeweils 250 puCi *°S-UTP mit einer Aktivitat von ca.
1300 Ci/mmol eingedampft. Das Pellet wurde in 10ul Transkriptionsldsung
aufgenommen und mit linearisierter Plasmid DNA und 20 Einheiten SP6-RNA
Polymerase gemischt. Die Inkubation des Ansatzes erfolge bei 37°C fur 70 Minuten.
Dem Transkriptionsansatz (siehe nachste Seite) wurde 50ul DEPC-H20 beigeftigt und

Deoxyribonukleinsaure mit 20 Einheiten DNAse | bei 37°C fir 20 Minuten verdaut.
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Transkriptionsansatz (Endkonzentrationen)

Tris-HCI (pH 8,0) 40 mM
DTT 10 mM
MgCl2 6 mM
Spermidin 2 mM
BSA (RNAse-und DNAse-frei) 100 mg/ml
ATP 500 pM
CTP 500 uM
GTP 500 uM
3S-UTP 25uM
RNAguard 1 Einheit

2.2.6.3 Sephadex ® G50 basierte Saulenzentrifugation

Zur Entfernung Uberschissiger Nukleotide wurde eine Gelpermeations-
chromatographie unter Verwendung von Sephadex ®G50-Saulenzentrifugen
eingesetzt. Die Saulen wurden beidseits zum Abfluss des Lagerungspuffers gedffnet.
Die Saulen wurden 2 Minuten bei 2400rpm zentrifugiert. Die Nukleinsduren wurden
auf die Saulen aufgetragen und 4 Minuten bei 2400rpm zentrifugiert. Zur Entfernung

von Verunreinigungen mit Proteinen erfolgte eine Phenolextraktion der Eluate.

2.2.6.4 Alkalische Hydrolyse der RNA Sonden

Fur die in situ Hybridisierung wurden Sonden mit 100-400 Nukleotiden Lange
eingesetzt. Hierzu wurden die Ansétze mit 40 mM NaHCO3 und 60 mM Na2COs (pH
10,2) alkalisch versetzt. Durch Zugabe von 10% 3M C2H3NaO:2 (pH 4,9) wurde die
Losung neutralisiert. Mit Ethanol wurde drei Mal geféllt. Das entstandene Pellet wurde
2x mit 70%igem Ethanol gewaschen und anschliel3end jeweils unter Vakuum
zentrifugiert. Zum Oxidationsschutz wurde die RNA anschlieBend in DEPC-H20
gelodst, das mit 10mM DTT versetzt wurde. Die Aktivitat der Sonde wurde mit einem
Szintillationszahler (Packard Tri-Carb 1600 TR) bestimmt. Zur Langenbestimmung
folgte eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschlie3ender Autoradiographie.
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2.2.6.5 Hybridisierung |

Um die Degradation der Sonden durch ubiquitire RNAsen zu verhindern, wurde
striktes RNAsefreies Arbeiten vorausgesetzt. Alle Lésungen waren mit autoklaviertem
bidestilliertem H20 und RNAse-freien Chemikalien hergestellt, die verwendeten
Gefal3e zuvor bei 180°C fur eine Dauer von 8h erhitzt und bei allen Arbeitsschritten
wurden puderfreie Einweghandschuhe verwendet.

Puffer und Losungen:

20x SSC
NacCl 3M
tri-Natriumcitrat 0,35 M

Puffer fir den Proteinase K Verdau

Tris-HCI, pH 7,4 20 mM
CaCl2 2 mM

Puffer fir den RNAse A Verdau

NaCl 0,5M
Tris-HCI, pH 8,0 10 mM

2.2.6.6 Permeabilisierung des Gewebes

Die ISH wurde an 5um dicken Paraffinschnitten durchgefiihrt. Die Entfernung des
Paraffins wurde unmittelbar vor der in situ Hybridisierung durch die oben beschriebene
Methode mit Xylol und anschlielRender Ethanolreihe bewerkstelligt. Die Zellen wurden
einer enzymatischen und chemischen Denaturierung unterzogen. Diese

Permeabilisierung des Gewebes wurde durch folgendes Protokoll erméglicht:

Protokoll zur Gewebepermeabilisierung

20 sec bidestilliertes, autoklaviertes Wasser

20 min 0,2 N Salzsaure

20 sec bidestilliertes autoklaviertes Wasser

30 min 2 x SSC (0,3 M NaCl; 0,035 M tri- Natriumcitrat),
70°C

20 sec bidestilliertes, autoklaviertes Wasser
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15 min Puffer fir den Proteinase K Verdau mit 1ug
Proteinase K/ml bei 37°C

2 x 20 sec bidestilliertes autoklaviertes Wasser
2 X 3 min 70% Ethanol
5 min 100% Ethanol

Anschliel3end wurden die Zellen bei 37°C ca. 30 Minuten getrocknet.

2.2.6.7 Hybridisierung Il
Die permeabilisierten Schnitte wurden nach dem Trocknen mit 14l der hergestellten
Sondenlésung bedeckt und im Anschluss mit einem silikonisierten Deckglaschen

abgedeckt. Bei 42°C erfolgte 18 Stunden lang eine Inkubation im Dunkeln.

Hybridisierungsldsung

in vitro transkribierte, hydrolysierte CVB3-3*S-RNA Sonde
oder

in vitro transkribierte 35S —Kontroll RNA

3 x 10° cpm/Schnitt

Deionisiertes Formamid 50%
Tric-HCI (pH 7,4) 10 mM
EDTA (pH 7,2) 1mM
Sonifizierte Lachssperma DNA 200 pg / ml
t-RNA (Kaninchenleber) 100ug / ml

Die Bestandteile wurden gemischt, bei 5 Minuten auf 100°C erhitzt und sofort fur 10

Minuten auf Eis gestellt. Folgende Bestandteile wurden hinzufgefiigt und erneut

gemischt:

NaCl 600 mM
Dextransulfat 10%
Bovines Serumalbumin, RNAse- und DNAsefrei 0,05%
Ficoll 0,02%
Polyvinylpyrrolidon 0,02%
Dithiotreitol 0,02%
Natriumdodecylsulfat 0,1%
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2.2.6.8 Posthybridisierung
Im Anschluss an die 18-stiindige Inkubation wurde die Uberschissige Sondenlésung
nach folgendem Waschprotokoll entfernt:

Protokoll zur Posthybridisierung

2 x 10 min SSC

30 min 2 x SSC/50% Formamid bei 42°C

30 min RNAse Verdau Puffer mit 20 pg/ml
RNAse A bei 37°C

30 min RNAse Verdau Puffer ohne RNAse A bei
37°C

30 min 2 X SSC/50% Formamid bei 50°C

60 min 2 X SSC bei 55°C

3 min 70% Ethanol/300mM Ammoniumacetat

3 min 90% Ethanol/300mM Ammoniumacetat

Danach wurden die Gewebeproben erneut bei 37°C getrocknet.

2.2.6.9 Autoradiographie

Die Detektion der radioaktiv markierten RNA/RNA Hybride erforderte das Arbeiten mit
einer lichtsensitiven Filmemulsion und wurde deswegen in einer Dunkelkammer
durchgefihrt. Die Filmemulsion wurde vorab in einem Wasserbad auf 43°C erwarmt

und die Objekttrager dann durch Eintauchen befilmt.

2.2.6.10 Entwicklung der Autoradiographien
Die Entwicklung der Autoradiographie fand in der Dunkelkammer statt. Die

Objekttrager wurden dabei wie folgt behandelt:

Protokoll zur Autoradiographie

4 min Entwicklerlésung (Kodak® D19, 8g/100ml)
bei 18°C

20 sec destilliertes Wasser

5 min Fixierldsung (Kodak® Fixer, 18g/100ml)
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5 min destilliertes Wasser

2.2.6.11 Hamatoxilin-Eosin Farbung

Um eine lichtmikroskopische Beurteilung der Praparate zu ermdglichen, wurden die
Schnitte anschlieRend mit einer H.E.-Farbung nach bereits beschriebenem Protokoll
gegengefarbt.

2.2.7 Western Blots

2.2.7.1 Allgemeines zum Western Blot

Die SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese von Proteinen ist ein verbreitetes Verfahren,
um diese nach ihrer molekularen Grol3e aufzutrennen. Durch den Zusatz des
Detergenz Sodiumdilaurylsulfats (SDS) und B-Mercaptoethanols werden die Proteine
dabei so weit in ihrer Tertiarstruktur gestort, dass sie als langere Polypeptidketten
vorliegen. Die Anlagerung des SDS bewirkt zudem auch eine Aufhebung der
Eigenladung der jeweiligen Proteine und verleiht diesen eine negative Ladung, was
wiederum die Auftrennung der Eiweil3e anhand ihrer Gro3e ermdglicht.

Im Anschluss werden die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membran tbertragen und sind somit einer Antikoérperfarbung zugénglich, die dem
spezifischen Nachweis entsprechender Zielstrukturen dient.

Die Durchfiihrung dieser Methode erfordert steriles Arbeiten mit Einweghandschuhen,
um eine Kontamination des Ausgangsmaterials mit kdrpereigenen Proteinen zu

verhindern.

2.2.7.2 Gewinnung von Proteinextrakten aus den Gewebeproben

Die entnommenen Organe der Mause wurden in Medium mechanisch homogenisiert
und bei 12.000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Zu den Zeitpunkt der Tage 2, 4, 6, 8, 12 standen 7 Proben zur Verfigung, zu den
Zeitpunkten 21 und 28 Tage pi jeweils 5 Proben.

Dem Pellet wurde 100ul Lysepuffer hinzugegeben, der zuvor mit einer Tablette EDTA-
freien Proteinaseinhibitor versetzt wurde. Das Lysegemisch wurde mechanisch
homogenisiert, 20 Minuten auf Eis im Lysepuffer inkubiert und dann erneut bei 4°C 10

Minuten lang bei 12000 rpm zentrifugiert.
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2.2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

1ul des entstandenen Uberstandes wurde mit 1ml BIO-Rad Protein Assay Lésung
(verdinnt mit ddH20 im Verhaltnis 1:5) einer Messkivette zugeflgt und mehrfach
durchmischt. Nach funfminatiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 595nm Wellenlange im Photometer gemessen. Durch Abgleich mit

einer Eichkurve wurde die Proteinkonzentration bestimmt.

2.2.7.4 Gelelektrophoretische Auftrennung des Proteingemisches

Die Proteingemische wurden mit Lammli-Puffer versetzt und bei 95°C denaturiert. Das
eingesetzte Probenvolumen wurde in Kenntnis der Proteinkonzentration so gewahlt,
dass jeweils 20ug Protein aufgetragen wurden. Zur Positiv- und Negativkontrolle
dienten CBV3-infizierte und nicht-infizierte Vero-Zelllysate.

4x Lammli-Puffer

Tris (0,5 M; pH 6,8) 5ml
Glycerol 4ml
10% SDS Losung 8ml
0,1% Bromphenolblauldésung 2ml
B-Mercaptoethanol Imi

Die Herstellung des SDS-versetzten Polyacrylamidgels erfolgte gemald folgender
Protokolle. Das Trenngel wurde in die Laufkammer gefullt, die Polymerisation
abgewartet und dann das Sammelgel hinzugegeben. Die Gemische beginnen ihre

Polymerisation bei Hinzugabe von TEMED und Ammoniumpersulfatiésung.

Trenngel

ddH20 6,6 ml
30% Acrylamid Lésung 8 ml
Tris (1,5 Molar; pH 8,8) 5ml
10% SDS Losung 200 pl
10%ige Ammoniumpersulfatlosung 200 pl
TEMED 20l
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Sammelgel

ddH20 55ml
30% Acrylamid Losung 1,3 ml
Tris (1,0 M; pH 6,8) 1mi
10% SDS Losung 80 ul
10%ige Ammoniumpersulfatldsung 80 ul
TEMED 800 ul

10x Laufpuffer

Tris 30g
Glycin 1449
20% SDS 50mi
ddH20 add 1l

Die auspolymerisierten Gele wurden in die Laufkammer eingespannt und diese bis zur
Markierung mit einfachem Laufpuffer gefillt. Die jeweiligen Proben wurden mit einem
vorgefarbten GroRenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas (10
- 250 kDa)) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Es wurde 100V Spannung
angelegt, bis die Lauffront des GroRenstandards in das Gel eintrat. Dann wurde eine
Spannung von 150V angelegt bis die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht
hatte.

2.2.7.5 Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Membran

Die Ubertragung des aufgetrennten Proteingemisches auf eine PVDF-Membran
ermoglicht spater die Anwendung spezifischer Nachweisverfahren. Die Bewegung der
Molekile wird dabei durch ein elektrisches Feld bewerkstelligt, das zwischen den zwei

geladenen Graphitplatten der Blottingapparatur aufgebaut wird.

10x Transferpuffer

Tris base 24g
Glycin 113g
ddH20 add 1l
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6x8cm grofle PVDF-Membransticke wurden 20 Sekunden in 100%igem Methanol
und anschlieRend 20 Sekunden in 20%-Methanol-haltigen Transferpuffer inkubiert.
Pro Membran wurden jeweils 6 Filterpapiere (ebenfalls 6x8cm grof3) in 20%-Methanol-
haltigen einfachem Transferpuffer inkubiert. Filterpapiere, Gel und Membran wurden
in folgender Reihenfolge (von Anode zu Kathode) zwischen die Graphitplatten gelegt:

e 3x Filterpapier

e PVDF-Membran

e Polyacrylamidgel

e 3x Filterpapier
AnschlieRend wurde eine Spannung von 0,9mA/m? fiir eine Dauer von 90 Minuten

angelegt.

2.2.7.6 Nachweis von CVB3 VP1 mittels des Antikdrpers Cox mAB 31A2

Der spezifische Nachweis des viralen Kapsidproteins VP1 von CVB3 wurde mittels
des Antikorpers Cox mAB 31A2 (Mediagnost, Reutlingen) durchgefihrt:

Die Membran wurde zunéachst in 5%iger entfetteter Milch fir eine Dauer von 2 Stunden
bei 20°C inkubiert. Fur 18 Stunden wurde die Membran mit dem Primarantikérper Cox
MAB 31A2 in einem Verhaltnis von 1:2000 in 3%iger entfetteter Milch verdinnt sowie
bei 4°C inkubiert. Nach drei konsekutiven Waschschritten (10 Minuten mit PBS +
0,05% Tween-20) wurde der Sekundarantikérper (HRP-konjugierter Anti-Maus-
Antikdrper, verdinnt 1:5000 in 3%iger entfetteter Milch) fiir eine Dauer von 18 Stunden

bei 4°C oder alternativ bei einer Dauer von 1-3 Stunden bei 20°C inkubiert.

2.2.7.7 Entwicklung und Auswertung der Western Blots
Die Membran wurde 3x10 Minuten mit PBS-T gewaschen, 5 Minuten mit Luminol

inkubiert und dann in der Dunkelkammer eine Filmbelichtung mit verschiedenen
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Belichtungszeiten von einer halben bis zu 2 Minuten durchgefiihrt. Die quantitative
Auswertung der entstandenen Bilder erfolgte durch das Programm ,ImageJ“ (Wayne
Rasband, National Institutes of Health). Zur Bildanalyse wurden die eingescannten
Filme in eine 8-bit graustufige Bilddatei umgewandelt und anschliel3end analysiert.
Das Programm wandelt dabei die Banden in Abhangigkeit der Flache und
Farbintensitat in absolute Zahlenwerte um, welche der Belichtungsintensitat und damit
der Menge an gebundenen Sekundarantikdrpern entsprechen.

Zur Bestimmung der Flache unterhalb der Kurve muss das ,Hintergrundrauschen®
berucksichtigt werden (siehe Hilfsgerade).

Intensitat

Laufrichtung

Abbildung 4 — Dargestellt ist das Ergebnis der Umrechnung der Bilddatei durch ImageJ in einem Diagramm. Die X-Achse
stellt die Laufrichtung der Proteinbande und die Y-Achse die Signalintensitat dar. Die Flache unter der Kurve ergibt den
Zahlenwert des Signales.

2.2.7.8 Antiko6rperinkubation mit anti-a-Aktin-Antikorper

Zur Prazisierung der Menge der aufgetragenen Proteinmenge wurde eine
Ladekontrolle mit einem anti-alpha-Aktin-Antikorper durchgefuhrt. Dazu wurde die
Membran zun&chst mittels einer 20-minutigen Inkubation in Stripping-Buffer von
bereits gebundenen Antikérpern befreit. Es folgte eine Inkubation mit dem anti-alpha-
Aktin-Antikdrper analog zur Inkubation mit Cox mAB 31A2 (siehe oben), wobei die
benutzten Primér- und Sekundarantikorper wie folgt in 3%iger entfetteter Milch

verdinnt waren:

Stripping Buffer

SDS 10% 20ml
Tris (0,5 M; pH 6,8) 12,5ml
ddH20 67,5ml
B-Mercaptoethanol 0,8ml
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Verwendete Antikorper Verdinnung
Primarantikorper anti alpha-Aktin 1:2000
Sekundarantikorper Esel-anti-Ziege HRP 1:5000

2.2.8 Immunfluoreszenz

2.2.8.1 Allgemeines zur Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode zum Nachweis spezifischer Proteine. Man
nutzt Primarantikdrper, welche an ein spezifisches Motiv der gesuchten Zielstruktur
binden und Sekundarantikdrper, welche ihrerseits an den Primarantikdrpern binden.
Letztere sind in diesem Falle mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Alexa 594), der Licht mit

einer Wellenlange von 617nm emittiert, gekoppelt.

2.2.8.2 Puffer und Lésungen zur Immunfluoreszenz

Phosphate Buffered Saline (PBS)

NaCl 150 mMol
NazHPO4 80 mMol
KH2PO4 20 mMol
KCI 30 mMol

Zur Herstellung einer Antikérperlésung wurde PBS mit 1% bovinem Serumalbumin
(BSA) versetzt. Zum Nachweis des CVB3 Hiuillproteins wurde Cox mAB 31A2-
Antikorper (Firma Mediagnost, Reutlingen) aus der Maus und als Sekundéarantikorper
das Alexa 594 goat anti-mouse F(ab)2 Fragment verwendet.

Verwendete Antikdrper Verdlinnung

Maus anti-CVB3 VP1 (Cox mAB 31A2) 1:400

Alexa 594 Ziege anti-Maus F(ab)z Fragment 1:800

2.2.8.3 Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis von CVB3 VP1

Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis von CVB3 VP1 wurden an 5um dicken
Formalin-fixierten, paraffineingebetteten Schnitten der entnommenen Mausorgane
durchgefiihrt. Die Entfernung des Paraffins wurde unmittelbar vor Immunfluores-

zenzfarbung durch die oben beschriebene Methode mit Xylol und anschliel3ender
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Ethanolreihe bewerkstelligt. Alle Schnitte wurden danach 3x mit PBS gewaschen. Mit
einem hydrophoben Stift wurde auf dem Objekttrager ein Kreis mit dem ungeféahren
Abstand von 0,5cm vom Gewebeschnitt gezogen. Folgende Inkubationsschritte
wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Es wurde mit 100ul 5% BSA in PBS

blockiert. Die Inkubation der Antikorper erfolgte dann nach folgendem Protokoll:

Immunfluoreszenzfarbung

60min 100ul Cox mAB 31A2 Antikorper
3 x5min Waschen mit PBS

60min 100pl Ziege-anti-Maus Antikdrper
3 x 5min Waschen mit PBS

30sec DAPI Inkubation (siehe unten)

3 x 5min Waschen mit PBS und Eindecken

2.2.8.4 DAPI-Farbung

Die Farbung mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) ermdglicht eine unspezifische
Anfarbung der Zellkerne in einem Gewebeschnitt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff,
der sich auf Grund seiner molekularen Struktur bevorzugt an AT-reiche Sequenzen
der kleinen Furche der DNA anlagert. Das Emissionsmaximum der Fluoreszenz bei
DNA-Anlagerung liegt bei einer Wellenlange von 461nm, bei einer RNA-Anlagerung
bei 500nm. Diese Methode ermdéglicht (unter Zuhilfenahme optischer Farbfilter) eine
selektive Anfarbung DNA-reicher Zellkerne. Die Gewebeschnitte wurden mit PBS 3 x
5 Minuten gewaschen und in einer 1:10.000 Verdinnung mit 90uM DAPI-
Stammlosung 30 Sekunden lang inkubiert. Die Schnitte wurden erneut gewaschen,

mit mounting medium benetzt und mit Deckglaschen abgedeckt.

2.2.8.5 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung der Gewebeproben ermdoglicht die optische
Auswertung der histologischen Schnitte. Dabei erscheinen die Signale der VP1-
Detektion als rote Farbungen, wohingegen die Zellkerne als blaue Farbung

imponieren.
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2.2.9 Immunhistochemischer Nachweis von CD3*T-Lymphozyten, Mac3*

Makrophagen und CVB3 VP1

Zum immunhistochemischen Nachweis von CD3+ T-Lymphozyten und Mac3+

Makrophagen wurden zunachst 5um dicke Paraffinschnitte der Organe angefertigt.

Die Schnitte wurden nach folgendem Protokoll bearbeitet:

Arbeitsschritte

3 X 5min Xylol

2 x 3min 100% Ethanol

3min 70% Ethanol

3min 40% Ethanol

3min ddH20

20min 3% H202 und 0,1% Natriumazid in

destilliertem Wasser (zur Blockierung der

endogenen Peroxidase)

4min bei 100°C

Citratpuffer (82ml 0,1M Natriumcitrat +
18ml 0,1M Zitronensadure ad 1 Liter
ddH20)

5min FlielRendes Leitungswasser
10min Blocking Solution (Zytomed)
3min PBS

Es folgte die Inkubation mit Antikérpern fir die Dauer von einer Stunde in folgender

Verdinnung:
Antikorper Verdinnung
Kaninchen anti CD3 1:500
(Thermo Scientific, rabbit monoclonal,
clone SP7)
Ratte anti Mac3 Antikorper 1:300
(BD Pharmingen, clone M3/84)
Cox mAB 31A2 1:400

(Mediagnost, Reutlingen)
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Nach drei weiteren konsekutiven Waschschritten (5 Minuten, PBS) erfolgte die
Inkubation mit Sekundarantikdrpern und HRP-Reagenzien. Abhangig von dem
eingesetzten Primarantikbrper wurde 45 Minuten mit Rabbit-on-Rodent (Kaninchen
auf Nagetier) HRP-Polymer beziehungsweise 20 Minuten mit Rat probe (Biocare
Medical) und anschlieend 20 Minuten mit Rat-on-Mouse (Ratte auf Maus) HRP
Polymer inkubiert. Danach wurde 3x5 Minuten mit PBS gewaschen. Es folgte eine
Farbung mit HistoGreen (Linaris) und Mayers Hamalaun. Anschliel3end wurden die
Praparate mit Pertex eingedeckt. Nach dem Blockierungsschritt wurde zum Nachweis
von CVB3 VP1 mit Blocking Solution (Zytomed) eine spezifische Blockierung
endogener Mausimmunglobuline mit Rodent Block M (Biocare Medical) fur 30 Minuten
durchgefiihrt. Nach Inkubation mit dem anti-CVB3 VP1 Antikérper erfolgte eine
Inkubation mit dem ZytoChem Plus HRP Polymer System (Zytomed) und
nachfolgender HistoGreen-Farbung und weiterer Prozessierung wie bereits fir den
Nachweis fir CD3 und Mac3 beschrieben.

3. Ergebnisteil

3.1 Histologische und immunhistologische Untersuchungen der Herzen im
Verlauf der CVB3 Infektion

Gewebeschnitte muriner Herzen wurden mit H.E. gefarbt und histologisch auf Zeichen
von Zell-/Gewebeuntergang sowie von Entziindungszellen untersucht. An Tag O pi
(Abbildung 5A) zeigte sich ein morphologisch unauffalliges Bild mit konfluierenden
Myozyten ohne Hinweis auf ein entzundliches Infiltrat. Zwei Tage pi (Abbildung 5B)
fanden sich im Vergleich zu Tag O pi keine Verédnderungen der Gewebestruktur und
der zellularen Zusammensetzung. An Tag 4 pi wurden (Abbildung 5C) vereinzelte
Myozytennekrosen sowie kleine gruppierte Infiltrate aus mononuklearen Zellen
beobachtet. An Tag 6 pi (Abbildung 5D) zeigte sich eine deutliche Zunahme der
Infiltrate. Die Myozyten waren teilweise o©6dematds verdndert und wiesen
Diskontinuitdten in der Zellmembran auf, vereinbar mit einer intrazellularen
Proteindegradation im Rahmen einer Koagulationsnekrose. An Tag 8 pi (Abbildung
5E) waren die nekrotischen Zellareale ausgedehnter als zu friheren
Erhebungszeitpunkten. Zudem wurde eine weitere Zunahme des zellularen Infiltrates

festgestellt. An Tag 12 pi (Abbildung 5F) zeigte sich die grol3te Ausdehnung des
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mononukledren Zellinfiltrates. Im weiteren Verlauf der Infektion (Tag 21 (Abbildung
5G) und Tag 28 (Abbildung 5H) pi) war ein Rickgang des Infiltrates zu erkennen. Die

Gewebearchitektur war durch grof3e konfluierende nekrotische Areale deutlich gestort.
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Abbildung 5 - H.E.-gefarbte Gewebeschnitte muriner Herzen im Laufe der CVB3 Infektion an Tag 0 pi (A),

Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H)
(VergréBerung x100), n=7 pro Zeitpunkt.
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Zur zellularen Charakterisierung der beschriebenen mononuklearen Zellinfiltrate
wurden immunhistologische Untersuchungen mit Antikbrpern gegen Mac3 und CD3
durchgefiihrt. Mac3 ist ein muriner Immunrezeptor, der von mononukleédren
Phagozyten und insbesondere bei der Differenzierung von Monozyten zu
Gewebsmakrophagen vermehrt exprimiert wird. CD3 ist ein Rezeptor auf T-
Lymphozyten.

Abbildung 6 zeigt die Infiltration des Myokards durch Mac3-positive Makrophagen im
Verlauf der Infektion. Wie in Abbildung 6A ersichtlich, finden sich an Tag O pi keine
Mac3-positiven Zellen im Myokard. Auch an Tag 2 pi (Abbildung 6B) und Tag 4
(Abbildung 6C) pi lassen sich Makrophagen nicht vermehrt nachweisen. An Tag 6 pi
(Abbildung 6D) fanden sich wenige, diffus verteilte Makrophagen. Wéahrend der akuten
Myokarditis an Tag 8 pi (Abbildung 6E) war eine deutliche Zunahme der Makrophagen
zu beobachten, welche an Tag 12 pi (Abbildung 6F) ihr Maximum erreichte und
danach (Tag 21 pi (Abbildung 6G) und 28 pi (Abbildung 6H)) wieder kontinuierlich
abnahm.

An Tag 0 pi (Abbildung 7A) wurden keine CD3-positiven Zellen im murinen Herzen
nachgewiesen. Auch 2 Tage nach Virusinokulation (Abbildung 7B) konnte keine
signifikante Anzahl an CD3-positiven Zellen detektiert werden. An Tag 4 pi (Abbildung
7C) wurden vereinzelte Foci CD3-positiver Lymphozyten sichtbar, deren Menge und
Ausbreitung an Tag 6 pi (Abbildung 67) zunahm. Bereits an Tag 8 pi (Abbildung 7E)
waren grof3e Areale des Myokards durch CD3-positive Zellen infiltriert. An Tag 12 pi
(Abbildung 7F) erreichte die Ausdehnung der Infiltration ihr Maximum. An den Tagen
21 pi (Abbildung 7G) und 28 pi (Abbildung 7H) wurde ein deutlicher Rickgang der

lymphozytaren Infiltration beobachtet.
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Abbildung 6 — Lokalisation von Mac3-positiven Makrophagen (blau) mittels Immunhistochemie in murinen
Herzen an Tag 0 pi (A), Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und
Tag 28 pi (H). (VergréRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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Abbildung 7 — Lokalisation von CD3-positiven Lymphozyten (blau) mittels Immunhistochemie in murinen
Herzen an Tag 0 pi (A), Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und
Tag 28 pi (H). (VergroRRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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3.2 Histologische Untersuchungen muriner Milzen und Pankreata im Verlauf der
CVB3 Infektion

Auch Gewebeschnitte muriner Milzen und Pankreata wurden mit H.E. gefarbt und
hinsichtlich der histologischen Veranderungen und entzindlichen Aktivitat untersucht.
An Tag 0 pi (Abbildung 8A) stellte sich in der weil3en Pulpa der Milzen eine regelrechte
Gewebearchitektur mit vielen Priméarfollikeln dar. An Tag 2 pi (Abbildung 8B) fanden
sich vergleichsweise mehr Follikel mit zentralen Arealen geringerer Zelldichte,
vereinbar mit der Prasenz von Sekundarfollikeln inklusive Keimzentrum. An Tag 4 pi
(Abbildung 8C) zeichnet sich eine Grdlienzunahme der Lymphfollikel ab. An Tag 6 pi
(Abbildung 8D) wurde eine weitere Hyperplasie der Lymphfollikel beobachtet. An Tag
8 pi (Abbildung 8E) waren teilweise konfluierende hyperplastische Lymphfollikel
sichtbar. An Tag 12 pi (Abbildung 8F) und 21 pi (Abbildung 8G) wurde eine
Ruckbildung der Hyperplasie festgestellt und an Tag 28 pi (Abbildung 8H) erreichte
die GroR3e der einzelnen Follikel wieder diejenige zum Inokulationszeitpunkt.

Die Pankreata wiesen an Tag O pi (Abbildung 9A) eine regelmalRige
Gewebearchitektur ohne Hinweise auf zytopathologische Veranderungen auf. Bereits
an Tag 2 pi (Abbildung 9B) imponierten die Zellen des exokrinen Pankreas
geschwollen, die Nuklei waren an den Rand des Zytoplasmas verlagert und einzelne
Zellen waren vollstandig aufgeldst. Die Beobachtungen sind gut vereinbar mit einem
nekrotischen Zelluntergang. Der Durchmesser azinarer Lumina war durch die
GrolRenzunahme der Azinuszellen deutlich verkleinert. Das endokrine Pankreas war
unverandert. An Tag 4 pi (Abbildung 9C) zeigte sich eine Zunahme der nekrotischen
Anteile im exokrinen Pankreas mit einer vermehrten Einlagerung von monozytaren
Entzindungszellen. Sechs (Abbildung 9D) und 8 Tage pi (Abbildung 9E) war eine
weitere Auflésung der Gewebearchitektur zu erkennen, die mit einer deutlichen
Entzindungszellinfiltration einherging. An Tag 12 pi (Abbildung 9F) und Tag 21 pi
(Abbildung 9G) waren vereinzelte Fettvakuolen erkennbar sowie Kalkablagerungen
im Rahmen einer fettigen Nekrose. An Tag 28 pi (Abbildung 9H) fand sich letztlich
eine ausgepragte Destruktion des exokrinen Pankreas mit ausgepragter Verfettung
als Konsequenz der ausgedehnten Nekrotisierung des Organs.
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Abbildung 8 — H.E.-gefarbte Gewebeschnitte muriner Milzen im Verlauf der CVB3 Infektion an Tag 0 pi (A),
Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H).
(VeraréReruna x100). n=7 pro Zeitounkt
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Abbildung 9 — H.E.-geférbte Gewebeschnitte muriner Pankreata im Laufe der CVB3 Infektion an Tag 0 pi
(A), Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H).
(VergroRRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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3.3 Nachweis von Nachkommenviren durch Plaquetests

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plaquetests durchgefiuihrt, um den Nachweis
replikationsfahiger Virionen im zeitlichen Verlauf der Infektion in den Gewebeproben
zu erbringen.

Die durchschnittlich ermittelten Werte der einzelnen Proben (n=7 fur Tag 2, 4, 6, 8, 12
pi; n=5 fur Tage 21, 28 pi), gruppiert nach jeweiligem Organ und Tag nach Infektion,

kdnnen Tabelle 1 entnommen werden.

2Tpi 4T pi 6Tpi 8Tpi 12Tpi |21 Tpi|28T pi
Serum 8.54x10% | O 0 0 0 0 0
Milz 1.56x107 | 3.60x10% | O 0 0 0 0
Pankreas | 4.91x108 | 1.78x108 | 7.20x10% | 8.33x102 | O
Herz 1.78x10° | 4.18x106 | 8.92x10° | 1.10x10° | 2.5x103

Tabelle 1 — Durchschnittliche PFU/g fur die Organe Herz, Pankreas & Milz im Verlauf der Infektion. n=7 fur Tag 2,
4, 6, 8, 12 pi; n=5 fur Tage 21, 28 pi.

Im Serum konnten Virionen mit dieser Untersuchungsmethode nur an Tag 2 pi
nachgewiesen werden (8,54 x 10° PFU/q).

In der Milz wurde die hochste Konzentration replikationsfahiger Virionen am 2. Tag
nach Inokulation beobachtet. Die Konzentration betrug hierbei 1,56 x 10’ PFU/g. Am
4. Tag pi waren 3,6 x 102 PFU/g nachweisbar. Ab dem 6. Tag pi waren in der Milz
keine replikationsfahigen Viren mehr nachzuweisen.

Das Pankreas ist ebenfalls durch initial hohe Mengen an infektibsen Viren
gekennzeichnet. Zwei Tage pi wurde eine Konzentration von 4,91 x 10® PFU/g
bestimmt. Am 4. Tag pi betrug sie durchschnittlich 1,78 x 106 PFU/g, am 6. Tag pi 7,2
x 102 PFU/g und am 8. Tag pi 8,33 x 102 PFU/g. Ab dem 12. Erkrankungstag sind mit

dieser Methode keine infektiosen Virionen mehr nachweisbar.
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Das Herz wies 2 Tage pi durchschnittlich 1,78 x 10° PFU/g auf. Das Maximum der
Konzentration an replikationsfahigen Viren wird mit 4,18 x 10° PFU/g an Tag 4 pi
erreicht. An Tag 6 pi wurde eine Konzentration von 8,92 x 10° PFU/g beobachtet. An
Tag 8 pi fiel die Konzentration weiter auf 1,1 x 10° PFU/g Pankreasgewebe ab. An Tag
12 pi wurde eine Konzentration von 2,5 x 10° PFU/g bestimmt. Im weiteren Verlauf

der Infektion waren keine Erreger mehr nachweisbar.

Plaquetests
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o Pankreas
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Abbildung 10 — Graphische Darstellung der Ergebnisse der Plaquetests (n=7 fiir Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fir Tage
21, 28 pi). Die (dekadisch-logarithmische) Y-Achse zeigt die Konzentration an replikationsfahigen Nachkommenviren
in der Ausgangsprobe [PFU/g], die X-Achse den Zeitpunkt der Organentnahme nach Infektion [Tage pi]. Als
Fehlerindikator wurde die einfache Standardabweichung gewéhlt. Sichtbar ist ein Nachweis von Nachkommenviren
in allen Organen an Tag 2 pi. Im Pankreas (blaue Linie) wird dabei die htchste Konzentration im Vergleich zu anderen
Organen gemessen. In Pankreas (blau), Milz (griin) und Serum (gestrichelt schwarz) wird an Tag 2 pi die hochste
Konzentration detektiert. Dahingegen findet sich die héchste Konzentration an Virionen in den Herzen an Tag 4 pi.
Wahrend im Serum nur an Tag 2 pi Virionen detektiert werden, sind diese in der Milz bis Tag 6 pi, im Pankreas bis zu
Tag 8 pi nachweisbar. Das Herz ist das Organ mit der lAngsten Persistenz an replikationsfahigen Virionen (bis zu Tag

12 pi). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.
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3.4 Nachweis viraler RNA
3.4.1 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR wurde durchgefuhrt, um in den verschiedenen Organen und
im Serum die Anzahl von CVB3 RNA Kopien im Verlauf der Infektion zu ermitteln (n=7
fur Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fir Tage 21, 28 pi). Die gemessenen Werte wurden, wie
in Material und Methoden beschrieben, mit einer bekannten Anzahl an CVB3 RNA
Molekulen abgeglichen und zur absoluten Quantifizierung verwendet. Die Ergebnisse
wurden graphisch in Abbildung 11 dargestellt. Tabelle 2 zeigt die errechneten

Mittelwerte der jeweiligen Ergebnisse aller Proben eines Erkrankungstages.

2 dpi 4 dpi 6 dpi 8 dpi 12 dpi 21 dpi 28 dpi
Serum 1.96x10" |0 0 0 0 0 0
Milz 2.73x10° 9.28x10° | 5.15x10° | 4.65x10° | 2.20x10° | 1.30x10* | O
Pankreas | 3.42x10° 1.80x106 | 4.31x10° | 1.05x10° | 2.61x10° | 8.38x10* | 9.89x10*
Herz 1.89x10° | 9.03x10°® | 1.49x108 | 7.55x10° | 1.01x10° | 7.00x10* | 3.92x10°

Tabelle 2 —Durchschnittliche Anzahl nachweisbarer viraler RNA Kopien in den Ausgangsproben (200ng Gesamt-

RNA) der jeweiligen Organe in Abhé&ngigkeit der Tage pi (n=7 fur Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fur Tage 21, 28 pi).

Im Serum wurden an Tag 2 pi 1,96 x 10’ genomische RNA Kopien gemessen. Dies
war der einzige Zeitpunkt, an welchem virale RNA im Serum detektiert wurde.

In der Milz wurden 2 Tage pi 2,73 x 10° Kopien an viraler RNA gemessen. An Tag 4
pi wurde eine ca. 3fach hohere Menge (9,28 x 10° Kopien) und damit das Maximum
im zeitlichen Verlauf notiert. An Tag 6 pi wurden 5,15 x 10° und an Tag 8 pi 4,65 x 10°
Kopien detektiert. An Tag 12 pi war die Anzahl der RNA Kopien 2,2 x 10° riicklaufig.
An Tag 21 pi fanden sich nur 1,3 x 10* RNA Kopien. An Tag 28 pi war keine virale

RNA in den Milzen nachweisbar.
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Abbildung 11 — Graphische Darstellung der Ergebnisse der RT-PCR (n=7 fur Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fiur Tage
21, 28 pi). Die (dekadisch-logarithmische) Y-Achse zeigt die Anzahl der viralen RNA Kopien in der Ausgangsprobe
[RNA/200ng], die X-Achse den Zeitpunkt der Organentnahme nach Infektion [Tage]. Als Fehlerindikator wurde
die einfache Standardabweichung gewahlt. Im Serum (gestrichelt schwarz) ist virale RNA nur an Tag 2 pi
detektierbar. Im Pankreas (blaue Linie, gestrichelt) findet sich die héchste Konzentration an Tag 2 pi. Im Herz
(rot) findet sich die hochste Konzentration an Tag 4 pi. In der Milz (grtin) findet sich die héchste Konzentration an
Tag 2 pi. Bis einschlie3lich Tag 28 pi ist virale RNA in Herz und Pankreas nachzuweisen. In der Milz ist nur bis
einschlieBlich Tag 21 pi virale RNA nachweisbar.

Im Pankreas wurde das Maximum der CVB3 RNA Kopien an Tag 2 pi gemessen

(durchschnittlich 3,42 x 108 Kopien), an Tag 4 pi 1,80 x 10° RNA Kopien und an Tag 6
pi 4,31 x 10° RNA Kopien. An Tag 8 pi wurden durchschnittlich 1,05 x 10° virale RNA
Kopien und an Tag 12 pi durchschnittlich 2,61 x 10° virale RNA Kopien detektiert. Im
weiteren Verlauf wurde eine weitere Reduktion an RNA Kopien festgestellt (8,38 x 10*
RNA Kopien an Tag 21 pi und 9,89 x 10* RNA Kopien an Tag 28 pi).

Im Myokard wurden am 2. Tag pi durchschnittlich 1,89 x 10° RNA Kopien
nachgewiesen. Das Maximum der viralen RNA wurde an Tag 4 pi detektiert (9,03 x
10° RNA Kopien). Im weiteren Verlauf nahm die Anzahl der CVB3 RNA Kopien ab (an
Tag 6 pi 1,49 x 10° RNA Kopien, an Tag 8 pi 7,55 x 10° und an Tag 12 pi 1,01 x 10°,
an Tag 21 pi 7,00 x 10%, an Tag 28 pi 3,92 x 103 virale RNA Kopien).
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3.4.2 RNA/RNA in situ Hybridisierung (ISH)

Die in situ Hybridisierung dient der Lokalisation von CVB3 RNA in histologischen
Schnitten. Durch Beschichtung von Objekttragern mit einer Filmemulsion und
nachfolgender Autoradiographie stellen sich die radioaktiv markierten Sonden als
dunkle Signale (schwarze Silberkdrner) in den Gewebeschnitten dar. Die Intensitat
und Flache der detektierten Signale korreliert dabei mit der Menge der gebundenen
radioaktiven Sonden und somit mit der Menge an viralen RNA Kopien. Die Methode
zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitdt aus, da die 100-400bp langen Sonden
nahezu das gesamte virale Genom abdecken. Zur besseren Korrelation des
nekrotischen Gewebes mit der Virusreplikation werden die Schnitte H.E.-
gegengefarbt.

Erwartungsgemal zeigte sich in der Milz an Tag 0 pi (Abbildung 12A) eine regelrechte
Gewebestruktur ohne Nachweis viraler RNA. An Tag 2 pi (Abbildung 12B) waren nur
wenige Areale mit autoradiographischen Signalen sichtbar, die auf einzelne
Lymphfollikel beschrankt waren. An Tag 4 pi (Abbildung 12C) war das Maximum des
Nachweises viraler RNA erreicht. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sich hohe
Signalintensitaten in vielen Lymphfollikeln. Wie von Klingel et al. 1995 beschrieben,
handelt es sich hier in erster Linie um infizierte B-Lymphozyten. An Tag 6 pi (Abbildung
12D) nahm die Intensitat und Verteilung der Signale ab. Acht Tage pi (Abbildung 12E)
waren positive Zellen noch in einzelnen Follikeln nachweisbar. An Tag 12 pi
(Abbildung 12F) zeigten sich im Vergleich zum vorausgegangenen
Erhebungszeitpunkt weniger starke Signale, korrespondierend mit einer geringeren
Menge an viraler RNA in nur noch einzelnen infizierten Zellen. Am 21. Tag (Abbildung
12G) nach der Infektion waren nur noch einzelne Signale in den Follikeln detektierbar.
An Tag 28 pi (Abbildung 12H) waren keine RNA/RNA Hybride mehr in den Milzzellen
nachweisbar.

In den murinen Pankreata fand sich an Tag O pi erwartungsgemal? eine regelrechte
Gewebestruktur ohne radioaktive Signale (Abbildung 13A). An Tag 2 pi (Abbildung
13B) waren radioaktive Signale in mehr als 50% der exokrinen Pankreaszellen
nachweisbar. Das Parenchym war stellenweise aufgelost. An Tag 4 pi (Abbildung
13C) waren Signale in mehr als 70% aller exokrinen Pankreaszellen sichtbar. Im
weiteren Verlauf der Infektion an Tag 6 pi (Abbildung 13D) nahm die Intensitat und
Ausbreitung der Signale ab. Das Parenchym war bereits vollstandig zerstort, die

Zellen waren zu grof3ten Teilen nicht anfarbbar, was vereinbar ist mit ausgepragten
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Nekrosen. Acht Tage pi (Abbildung 13E) waren nur noch wenige Herde mit Signalen
erkennbar. Das Parenchym war durch ein Infiltrat aus mononuklearen Zellen
durchsetzt. Im weiteren Verlauf der Infektion (12 Tage pi, Abbildung 13F) zeigte sich
ein weiterer Rickgang der autoradiographischen Signale. An Tag 21 (Abbildung 13G)
und Tag 28 (Abbildung 13H) pi wurden nur noch vereinzelte Herde mit Silberkdrnern
detektiert. Das Parenchym war kaum anfarbbar, es zeigten sich ausgepréagte
Kalkablagerungen, vereinbar mit einer fettigen Nekrose wie bereits in den H.E.-
Farbungen beschrieben.

In den murinen Herzen war, wie erwartet, an Tag O pi (Abbildung 14A) eine regelrechte
Gewebestruktur ohne Hybridisierungssignale zu verzeichnen. Bereits an Tag 2 pi
(Abbildung 14B) wurden einzelne Signale in singularen Myozyten ohne erkennbare
Pradilektionsstellen im Myokard detektiert. An Tag 4 pi (Abbildung 14C) fanden sich
kleine Gruppen mit positiven myokardialen Zellen. Im weiteren Verlauf nahm die
Anzahl und Gré63e der ISH positiven Herde (Tag 6 pi, Abbildung 14D) weiter zu, wobei
an Tag 8 pi (Abbildung 14E) das Maximum der Anzahl positiver Myozyten detektiert
wurde. An Tag 12 pi (Abbildung 14F) wurden weniger ISH positive Zellen und auch
eine geringere Intensitat der Signale als zu vorausgegangenen Untersuchungs-
zeitpunkten gemessen. Alle Signale fanden sich innerhalb nekrotischer Areale. An Tag
21 pi (Abbildung 14G) wurden noch weniger Silberkdrner im Myokard detektiert als an
Tag 12 pi. An Tag 28 pi (Abbildung 14H) wurden nur vereinzelt virale Nukleinsauren

in Myozyten gefunden.
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Abbildung 12 — ISH von Gewebeausschnitten muriner Milzen im Verlauf der CVB3 Infektion an Tag 0 pi
(A), Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H).
Mittels in situ Hybridisierung wurde CVB3 RNA autoradiographisch nachgewiesen, erkennbar als schwarze
Silberkorner. (VergroRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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Abbildung 13 — ISH von Gewebeausschnitten muriner Pankreata im Verlauf der CVB3 Infektion an Tag 0
pi (A), Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H).
Mittels in situ Hybridisierung wurde CVB3 RNA autoradiographisch nachgewiesen, erkennbar als schwarze
Silberkorner. (VergréRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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g 14 - ISH von Gewebeschnitten muriner Herzen im Verlauf einer CVB3 Infektion an Tag 0 pi (A),

Tag 2 pi (B), Tag 4 pi (C), Tag 6 pi (D), Tag 8 pi (E), Tag 12 pi (F), Tag 21 pi (G) und Tag 28 pi (H). Mittels
in situ Hybridisierung wurde CVB3 RNA autoradiographisch nachgewiesen, erkennbar als schwarze
Silberkorner. (Vergréf3erung x200), n=7 pro Zeitpunk.
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3.5 Nachweis von viralem Kapsidprotein CVB3 VP1
3.5.1 Western Blot Hybridisierung

Western Blot Analysen wurden zum semiquantitativen Nachweis des viralen
Kapsidproteins VP1 mit Hilfe des CVB3 VP1 spezifischen Antikdrpers (Cox mAB31A2,
Mediagnost, Reutlingen) durchgefiihrt (Abbildung 15). Dabei wurden murine Herzen
und Milzen im Verlauf der Infektion untersucht (n=7 fir Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fur
Tag 21, 28 pi). Pankreas stand auf Grund der geringen Menge an Material nach den

vorausgegangenen Untersuchungen hierfur nicht mehr zur Verflugung.

35kDa - : *. VP1

I e i
0 2 4 6 8 12 21 28

Abbildung 15 — Exemplarische Western Blot Analyse zum Nachweis von VP1 in einzelnen
Herzen CVB3-infizierter Mause (obere Reihe) und GAPDH (untere Reihe) als Ladekontrolle.
Auf der X-Achse sind die Tage pi markiert. (n=7 fur Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fir Tag 21, 28 pi).

Zur quantitativen Darstellung des VP1 Proteins wurde das Protein Aktin als
Ladekontrolle verwendet, welches mit der Menge an Zellmaterial korreliert. Der
Quotient Ir (relative Intensitat) aus den Zahlenwerten der Signale von VP1 und den
Zahlenwerten der Signale von Aktin entspricht dem Verhaltnis der Menge an
vorhandenem Virusprotein VP1 im Verhaltnis zur Menge an Zellmaterial. Zur
geeigneteren Darstellung der Ergebnisse wurde der Quotient aus relativer Intensitat
des jeweiligen Erhebungszeitpunktes und Ir des ersten Erhebungszeitpunktes
gebildet (sog. ,relative densitometric score, RDS).

In den Milzen (Abbildung 16) zeigte sich an Tag 2 pi ein RDS von 1. An Tag 4 pi lag
der RDS bei 1,56 (das heildt, auf eine Signalintensitat von 156% im Vergleich zum
ersten Erhebungszeitpunkt an Tag 2 pi). Sechs Tage pi fiel der RDS auf 0,59, am 8.
Tag pi auf 0,28, an Tag 12 pi auf 0,12 und an Tag 21 pi auf nur 0,05. Am Tag 28 pi
war kein Nachweis von VP1 moglich.
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Western Blots zum Nachweis des viralen Kapsidproteins von
VP1 in der Milz
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Abbildung 16 — Graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse der Milzen. Die X-Achse
zeigt den Zeitpunkt (Tage nach Infektion), die Y-Achse die relative Intensitat der Belichtung bei Cox mAB 31A2
Primérantikbrpern gegen die Belichtung bei Aktin-Antikdrpern, bezogen auf das Signal zum ersten
Erhebungszeitpunkt (n=7 fur Tag 2, 4, 6, 8, 12 pi; n=5 fur Tag 21, 28 pi).
Im Myokard (Abbildung 17) war an Tag 2 pi ein RDS von 1,0 zu erkennen. An Tag 4
pi war ein RDS von 1,9, an Tag 6 pi 2,21, an Tag 8 pi 1,59, an Tag 12 pi 1,5, an Tag
21 pi 1,12 und an Tag 28 pi war VP1 nicht mehr verlasslich nachweisbar.
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Western Blots zum Nachweis des viralen Kapsidproteins von
VP1 im Myokard
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Abbildung 17 — Graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse der Herzen. Die X-
Achse beschreibt die Anzahl der Tage nach Infektion, die Y-Achse (auf den Wertebereich 1,0-2,4 betont)
die relative Intensitat der Belichtung bei COX mAB, 31A2 Priméarantikdrpern gegen die Belichtung bei Anti-
Aktin-Antikérpern, bezogen auf die Belichtung zum ersten Erhebungszeitpunkt. (n=7 fiir Tag 2, 4, 6, 8, 12
pi; n=5 fur Tag 21, 28 pi)

3.5.2 Immunfluoreszenzfarbung

Da in der Forschung haufig Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis viraler
Proteine zum Einsatz kommen, wurden hier Paraffinschnitte von Milzen, Pankreata
und Herzen CVBS3-infizierter Mause im Verlauf der Infektion nach
Immunfluoreszenzfarbung von CVB3 VP1 mittels des Cox mAB31A2 untersucht und
miteinander verglichen. Zellen, die virales VP1 enthalten, stellen sich leuchtend rot
dar. Zellkerne erschienen durch DAPI-Féarbung blau.

In den Milzen war an Tag 0 pi (Abbildung 18A) wie erwartet kein VP1 detektierbar. An
Tag 2 pi (Abbildung 18B) wurde VP1 in einigen Zellen detektiert. An Tag 4 pi
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(Abbildung 18C) fand sich eine Zunahme viruspositiver Zellen und ein Maximum im
Verlauf der Infektion. An Tag 6 pi (Abbildung 18D) und Tag 8 pi (Abbildung 18E)
wurden geringfugig weniger VP1 positive Zellen gefunden. Zwolf Tage pi (Abbildung
18F) waren VP1 positive Zellen deutlich reduziert. Die Anzahl infizierter Zellen war bis
21 Tage pi (Abbildung 18G) konstant. 28 Tage pi (Abbildung 18H) konnten noch
einzelne VP1 positive Zellen nachgewiesen werden.

In den murinen Pankreata fanden sich an Tag 0 pi (Abbildung 19A), wie erwartet, keine
VP1 positive Zellen. An Tag 2 pi (Abbildung 19B) konnten in ungefahr einem Drittel
der beobachteten Zellen VP1 nachgewiesen werden. An Tag 4 pi (Abbildung 19C)
waren ungefahr die Halfte aller Zellen viruspositiv. An Tag 6 pi (Abbildung 19D)
wurden geringfugig weniger VP1-positive Zellen beobachtet. Acht (Abbildung 19E)
und 12 Tage pi (Abbildung 19F) zeigten sich deutlich weniger CVB3-infizierte Zellen.
An Tag 21 pi (Abbildung 19G) und Tag 28 pi (Abbildung 19H) wurden nur noch
vereinzelte VP1 Signale beobachtet.

Im Myokard war erwartungsgemall an Tag O pi (Abbildung 20A) kein VP1
nachweisbar. An Tag 2 pi (Abbildung 20B) wurden einzelne infizierte Zellen
beobachtet. An Tag 4 pi (Abbildung 20C) fanden sich einige Herde mit viruspositiven
Zellen mit enger topographischer Beziehung. An Tag 6 pi (Abbildung 20D) wurde eine
weitere Zunahme der Anzahl VP1-positiver Zellen verzeichnet, die am achten Tag pi
(Abbildung 19E) das Maximum erreichte. An Tag 12 pi (Abbildung 20F) war die Anzahl
VP1 positiver Zellen ricklaufig. An Tag 21 pi (Abbildung 20G) und an Tag 28 pi
(Abbildung 20H) konnte VP1 noch in einzelnen Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Gewebeschnitte muriner Milzen, die mit Immunfluoreszenz auf VP1 (rote Signale) untersucht
wurden. Die blauen Signale entsprechen DAPI-gefarbten Zellkernen. (VergréRerung x200), n=7 pro
Zeitpunkt.
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21 T pi H 28 T pi

Abbildung 19: Gewebeschnitte muriner Pankreata, die mit Immunfluoreszenz auf VP1 (rote Signale)
untersucht wurden. Die blauen Signale entsprechen DAPI-gefarbten Zellkernen. (VergréZerung x200), n=7
pro Zeitpunkt.




21 T pi H 28 T pi

Abbildung 20: Gewebeschnitte muriner Herzen, die mit Immunfluoreszenz auf VP1 (rote Signale) untersucht
wurden. Die blauen Signale entsprechen DAPI-gefarbten Zellkernen. (VergroRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.




3.5.3 Immunhistologie

Murine Pankreata und Herzen wurden hinsichtlich Lokalisation und Menge von CVB3
VP1 mittels Immunhistologie untersucht. Das virale Protein stellt sich turkisgrin dar.
Das Gewebe wurde mit H.E. gegengefarbt.

In den Pankreata zeigte sich an Tag O pi (Abbildung 21A) eine regelrechte
Gewebestruktur ohne Nachweis von VP1. An Tag 2 pi (Abbildung 21B) war VP1 in
nahezu allen Zellen des exokrinen Pankreas nachweisbar. Am 4. Tag pi (Abbildung
21C) und am 6. Tag pi (Abbildung 21D) war eine weitere Zunahme der Intensitat an
VP1 positiven Signalen zu erkennen. Im weiteren Verlauf der Infektion (Tag 8 pi,
(Abbildung 21E), Tag 12 pi (Abbildung 21F) und Tag 21 pi (Abbildung 21G)) war die
Menge an VP1 riucklaufig. An Tag 28 pi (Abbildung 21H) war VP1 nur noch in sehr
wenigen Zellen detektierbar.

In den Herzen zeigte sich an Tag O pi (Abbildung 22A) eine regelhafte Organstruktur
ohne Nachweis von VP1. An Tag 2 pi (Abbildung 22B) wurde VP1 in einzelnen
Myozyten nachgewiesen. An Tag 4 pi (Abbildung 22C) waren vergleichsweise mehr
VP1-positive Myozyten detektierbar. Es wurden sowohl mehr einzelne Signale, als
auch eine GroRRenzunahme der Herde (mehr benachbarte VP1-positive Zellen)
beobachtet. An Tag 6 pi (Abbildung 22D) wurde eine deutliche Zunahme an VP1-
positiven Zellen mit herdférmiger Ausbreitung im Sinne der Zell-zu-Zell Ausbreitung
der Virusinfektion verzeichnet. An Tag 8 pi (Abbildung 22E) war das Maximum an
konfluierenden VP1-positiven Zellherden zu finden. An Tag 12 pi (Abbildung 22F)
wurde deutlich weniger VP1 in einzelnen Myozyten nachgewiesen. An Tagen 21 pi
(Abbildung 22G) und 28 pi (Abbildung 22H) war VP1 nur in einzelnen Zellen

vorzufinden.
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Abbildung 21: Gewebeschnitte muriner Pankreata, die mittels Immunhistochemie auf die Lokalisation von

VP1 (turkisblaue Féarbung) untersucht wurden. Zur Darstellung des Gewebes wurde eine H.E.-Farbung
angewandt. (VergréRerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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Abbildung 22: Gewebeschnitte muriner Herzen, die mittels Immunhistochemie auf die Lokalisation von VP1
(turkisblaue Farbung) untersucht wurden. Zur Darstellung des Gewebes wurde eine H.E.-Farbung
angewandt. (VergréBerung x200), n=7 pro Zeitpunkt.
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4. Diskussion

Die hier beschriebenen Versuchsreihen wurden zur Beantwortung der Fragestellung
durchgefuihrt, welche virologischen, molekularpathologischen und immunhisto-
logischen Methoden sich am besten zum Nachweis von CVB3 in Abhangigkeit vom
Untersuchungszeitpunkt und Organ hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat eignen. Ziel
dieser Arbeit war ferner, die jeweiligen Vor- und Nachteile der Verfahren zu benennen,
mogliche Erklarungsansétze fiur Diskrepanzen aufzuzeigen und daraus konkrete
Empfehlungen fir den Einsatz der jeweiligen Methode fur die enterovirale Diagnostik

abzuleiten.

Hierbei muss betont werden, dass die Interpretation der Ergebnisse zum Nachweis
von Virionen, viraler Nukleinsduren und Proteine auf dem Hintergrund der
histologischen und immunhistologischen Untersuchungen in den Organen erfolgen

Mmuss.

In Zusammenschau der Ergebnisse ist festzuhalten, dass ein Virusnachweis prinzipiell
mit allen eingesetzten Methoden mdglich ist. Die Nachweismethoden unterscheiden
sich jedoch hinsichtlich ihrer Sensitivitdt, welche von der Art des detektierten
Erregermaterials (Virionen, Nukleinsauren, Protein), dem Erhebungszeitpunkt und
dem jeweiligen Organ abh&ngt. Als Grinde fur Unterschiede zwischen der Sensitivitat

der einzelnen Methoden sind intrinsische und extrinsische Faktoren zu unterscheiden:

1.) Unter ,intrinsischen Faktoren“ ist zu verstehen, dass im Verlauf der Infektion
unterschiedliche Mengen an Erregermaterial vorliegen. Es finden sich
veranderliche Anteile an RNA, Proteinen und Nachkommenviren. Somit sind
beispielsweise Untersuchungen mittels in situ Hybridisierung in jenen
Erkrankungsphasen, in welchen Nukleinsauren in vergleichsweise grof3er
Menge vorliegt, gegentuber Protein-Nachweismethoden Uberlegen. Analog
dazu wéaren Untersuchungen mittels Western Blots in jenen Krankheitsphasen
durch eine besonders schlechte Sensitivitat gekennzeichnet, in denen nur

wenig virales Protein vorliegt.
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2.) Unter ,extrinsischen Faktoren® sind technische und menschliche
Einflussgroen zu verstehen. Dazu zahlen menschliche Fehler,
Bindungsaffinititen eingesetzter Antikdrper, Aufnahmekapazitaten von
Detektionsgeraten und Unterschiede in der Probengewinnung und

-aufbereitung.

Histologische und immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis der
Schadigung und Inflammation des Gewebes infolge einer CBV3 Infektion
Gewebeschnitte von Milz, Pankreas und Herzen wurden mit H.E.-Farbungen auf
Zeichen von Nekrose, Fibrose und von Entziindungszellen hin untersucht. In der Milz
zeigte sich eine Hyperplasie der Lymphfollikel bereits ab Tag 2 pi. Die ersten Nekrosen
zeigten sich im Pankreas 2 Tage pi. Im Pankreas war eine nahezu vollstandige
Gewebedestruktion (fettige Nekrose) zu beobachten, wobei das endokrine Pankreas
nicht betroffen war. Im Myokard wurden ab Tag 4 pi progrediente
Koagulationsnekrosen und entziindliche Infiltrate festgestellt.

Es handelt sich bei der H.E.-Farbung um eine ubiquitar verfiigbare und kostengtinstige
Methode, die als Screening-Verfahren eingesetzt werden kann, um Versuchstiere mit
entzindlichen/nekrotischen Organveranderungen zu identifizieren.

Die Histologie zum Nachweis einer CVB3 Infektion ist jedoch durch erhebliche
Nachteile gekennzeichnet: Die Darstellung von Entzindungszeichen oder
Zelluntergang erlaubt keine sichere &tiologische Zuordnung. Auch das Ausmal} der
Gewebedestruktion und Inflammation korreliert nicht unmittelbar mit der viralen
Replikation (Mahfoud et al., 2011). Zudem geht eine Virusinfektion nicht immer mit
histologischen Veranderungen einher, die eindeutig in einer H.E.-Farbung sichtbar
gemacht werden. Es wurde gezeigt, dass Enteroviren mit RT-PCR im Myokard bei
Patienten mit klinischem Verdacht auf eine Myokarditis auch in Fallen nachgewiesen
werden konnte, in denen die histologischen Kriterien einer Myokarditis mittels H.E.-
Farbung nicht erfullt waren (Martin et al., 1994).

Trotz Bestrebungen einer operationalisierten H.E.-Diagnostik (siehe ,Dallas-Kriterien®,
Einleitung) zeigen Studien weiterhin eine hohe untersucherabhangige Variation
(Shanes et al., 1987), welche auf den Interpretationsspielraum bei der Begutachtung

von H.E.-gefarbten Gewebeschnitten zurickzufihren ist.
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Ferner induzieren kardiovirulente CVB3-Stamme im Mausmodell zunachst eine
Pankreatitis und erst im spateren Verlauf eine Myokarditis (Tracy, 2000). Dieser
intrinsische Faktor bedingt, dass Untersuchungen von H.E.-Schnitten des Pankreas
im sehr frihen Krankheitsverlauf (Tag 2 pi) eine deutlich héhere Sensitivitat aufweisen

als H.E.-basierte Untersuchungen anderer Organe.

Immunhistochemischer Nachweis von Makrophagen und T-Zellen

Murine Herzen wurden auf die Pradsenz von Mac3-positiven Makrophagen und CD3-
positiven Lymphozyten untersucht. Makrophagen waren ab Tag 4 pi bis Tag 28 pi
nachweisbar. Lymphozyten waren ab Tag 8 bis Tag 28 pi in signifkant erhdhter Anzahl
zu finden. Wie hier bestatigt werden konnte, stellen Mac3-positive Makrophagen den
grol3ten Anteil des Infiltrats dar (Klingel et al., 1992). Auch beim Menschen machen
Makrophagen den grof3ten Teil des Infiltrates aus (Cioc et al., 2002). Dennoch missen
auch immer T-Zellen immunhistologisch dargestellt werden, um im Vorfeld eine virale
von einer bakteriellen Infektion abzugrenzen.

Immunhistochemische Markierungen von Immunzellen weisen eine hohere
Sensitivitdt zum Nachweis einer Myokarditis im Vergleich zu einer H.E.-Farbung auf
(Mahfoud et al., 2011). Sie sind jedoch durch einen erheblich héheren Aufwand und
Kosten gekennzeichnet und ermdéglichen ebenfalls keine spezifische é&tiologische

Zuordnung.

Vergleich viraler Nachweismethoden im Serum

Serumproben der Versuchstiere wurden unter Nutzung von Plaquetests und RT-PCR
auf das Vorhandensein von Nachkommenviren und viraler RNA untersucht. Der
Nachweis von Virionen und RNA Genomen gelang im Serum beider
Untersuchungsmethoden nur an Tag 2 pi. Diese Beobachtung ist auf eine nur kurze
Phase der Viramie im Rahmen der akuten Infektion zurtickzufiihren. Die Dauer der
Viramie ist von der Virulenz eingesetzter Virusstdimme abhangig (Tracy, 2000).
Wahrend die Viramiephase im Mausmodell auf wenige Tage beschrénkt ist, kann
CVB3 im Serum von Makakken noch an Tag 30 pi nachgewiesen werden (Han et al.,
2013), was auf eine Abhangigkeit vom jeweiligen Wirtsorganismus hinweist.

Die kurze Dauer der Viramie ist vermutlich maf3geblich durch eine hohe
Bindungsaffinitat der Virionen gegentber endothelialer Rezeptoren und der daraus

resultierenden hamatogenen Aussaat bedingt (Lyden et al., 1987). Auch
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neutralisierende Antikorper, die bereits an Tag 4 pi gebildet werden, tragen zur kurzen
Dauer der Viramie bei (Tomioka et al., 1986). Gleichwohl korrelieren Serumantikorper
nicht mit dem Nachweis viraler Nukleinsauren im Myokard und eignen sich somit nicht

zu diagnostischen Zwecken (Mahfoud et al., 2011).

Vergleich viraler Nachweismethoden in Milzen

Murine Milzen wurden mit Plaquetests, RT-PCR, in situ Hybridisierung, Western Blot
Hybridisierung und Immunfluoreszenz auf CVB3 untersucht. Mittels Plaquetests
konnten replikationsfahige Virionen an Tag 2 pi und in deutlich geringerer Menge an
Tag 4 pi nachgewiesen werden. Zu spéteren Zeitpunkten war mit dieser Methode kein
Virusnachweis mehr maoglich.

Ein Nachweis von viraler Nukleinsdure war mit RT-PCR sowie mittels in situ
Hybridisierung bis Tag 21 pi mdglich. Virale Proteine wurden mit Western Blot
Hybridisierung bis Tag 21 pi nhachgewiesen. Mit Immunfluoreszenz war ein Nachweis
auch noch an Tag 28 pi méglich.

Die Persistenz viraler Proteine bei zugleich raschem Abbau replikationsfahiger
Virionen ist Ausdruck der immunologischen Funktion des lymphatischen Gewebes mit
Présentation viraler Antigene im Lymphfollikel.

Vergleich viraler Nachweismethoden in Pankreata

Die Pankreata wurden mit Plaquetests, RT-PCR, in situ Hybridisierung,
Immunfluoreszenz und Immunhistologie auf virale Bestandteile hin untersucht.
Replikationsfahige Nachkommenviren waren bis 8 Tage pi mittels Plaguetests
nachweisbar. Nukleinsauren konnten mit RT-PCR und in situ Hybridisierung bis zum
letzten Erhebungszeitpunkt (Tag 28 pi) nachgewiesen werden. Das Kapsidprotein
VP1 wurde mit Immunfluoreszenz und Immunhistochemie bis 28 Tage pi
nachgewiesen.

Wahrend replikationsfahige Virionen nur kurz nach der Infektion nachweisbar sind, ist
mit H.E.-Farbungen ein ausgedehnter Gewebeuntergang mit zeitlicher Verzdgerung
und langerer Dauer feststellbar. Diese Diskrepanz ist am ehesten darauf
zuruckzufiahren, dass virusinduzierte Zelllyse selbst zur Freisetzung autodigestiver
Enzyme fuhrt, welche wiederum eine eigenstéandige Noxe darstellen. Das Ausmal3
und die Regenerationsfahigkeit des Organs scheint mal3geblich vom eingesetzten

Mausstamm abzuhangen (Hall et al., 2016). Zudem ist es auch maéglich, dass eine
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Viruspersistenz zu einer chronischen Entztindung fiihrt oder dass das Vorhandensein
viraler Bestandteile zu einer Storung der Zellfunktion beitragt (Chapman et al., 2008).
Fur letzteres spricht auch, dass in der vorliegenden Studie Virusprotein und virale RNA

auch zum letzten Erhebungszeitpunkt festgestellt werden konnten.

Vergleich viraler Nachweismethoden in den Herzen

Murine Herzen wurden mittels Plaquetests, RT-PCR, in situ Hybridisierung, Western
Blot Hybridisierung, Immunfluoreszenz und Immunhistologie auf das Vorhandensein
von Virionen, viraler RNA und viraler Proteine hin untersucht. Mit Hilfe von Plaquetests
wurden replikationsfahige Virionen bis 12 Tage pi und damit langer als in allen
anderen untersuchten Organen nachgewiesen. Virale RNA wurde mit RT-PCR und in
situ Hybridisierung bis zum letzten Erhebungszeitpunkt (Tag 28 pi) detektiert.
Virusprotein war mittels Western Blots bis 12 Tage pi nachweisbar, an 21 und 28
Tagen pi war VP1 nicht mehr verlasslich nachweisbar. Mit Immunfluoreszenz und
Immunhistochemie war ein Nachweis viraler Proteine bis 28 Tage pi im Myokard
maoglich.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass CVB3 im Myokard auch tber den
Zeitraum der akuten Infektion hinaus persistiert (Klingel et al., 1996; Reetoo et al.,
2000).

Untersuchungen der Viruskinetik zeigen, dass virale RNA von allen untersuchten
Organen am langsten im Myokard nachweisbar ist (Reetoo et al., 2000). Dabei
zeichnet sich ein biphasischer Verlauf ab, in welchem zunachst rasch
replikationsfahige Virionen durch das Immunsystem des Wirtsorganismus abgebaut
werden — der Abbau residualer RNA jedoch erheblich langer andauert (Klingel et al.,

1992). Diese Beobachtung entspricht auch den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

Plaquetests zum Nachweis replikationsfahiger Virionen

Mittels Plaquetests war ein Virusnachweis an Tag 2 pi im Serum, bis Tag 4 pi in der
Milz, Tag 8 pi im Pankreas und bis Tag 12 pi im Herz mdglich. Die unterschiedliche
Dauer der Persistenz von Virionen in den einzelnen Organen ist am ehesten auf
Unterschiede in der Clearance der Virionen nach Virdmie und auf den Organtropismus
zurtckzufiihren (Klingel et al., 1996). AuRerdem beeinflusst die Auswahl des Zelltyps
der Plaquetests das Replikationsverhalten des Virus (Tracy, 2000). Da Plaquetests

ausschlief3lich intakte replikationsfahige Virionen nachweisen, ist die Sensitivitat zu
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spateren Erhebungszeitpunkten vermindert. Zudem ist hier die Effektivitat des
adaptiven Immunsystems des Wirtsorganismus fur die Dauer des Nachweises intakter
Virionen von Bedeutung, beispielsweise durch die genannte Produktion
neutralisierender Antikdrper (Cammock et al., 2013). Die HOhe der festgestellten
Virustiter h&ngt auch vom eingesetzten Virusstamm ab, korreliert jedoch nicht mit
dessen Virulenz (Tracy, 2000).

Untersuchungen am Menschen deuten darauf hin, dass die Menge an detektierten
Virionen mit der klinischen Schwere der Infektion korreliert (Yen et al., 2007). Ferner
ist es naheliegend, dass die Menge an Virionen die Kontagiositat malf3geblich
beeinflusst und dessen Kenntnis somit zur Beantwortung epidemiologischer
Fragestellungen bedeutsam ist.

Im Vergleich mit allen anderen hier angewandten Untersuchungsmethoden weisen
Plaguetests eine geringe Sensitivitat auf. Der Virusnachweis gelingt nur bei Vorliegen
replikationsfahiger Virionen und somit nur zu friithen Phasen der Infektion.

RT-PCR zum Nachweis viraler RNA

Mit RT-PCR war CVB3 im Serum ausschlie3lich an Tag 2 pi nachweisbar. In der Milz
konnte virale RNA bis Tag 21 pi, in Herz und Pankreas bis Tag 28 pi nachgewiesen
werden. Prinzipiell ist es moglich, sowohl virale Plus- als auch Minusstrang RNA durch
RT-PCR nachzuweisen. In dieser Arbeit wurde ausschlielich virale Plusstrang RNA
detektiert, da diese zu jedem Zeitpunkt der Infektion vorhanden ist. Virale Minusstrang
RNA liegt auf Grund der asymmetrischen Replikation des Virus im Verlauf der
Infektion in unterschiedlicher Menge vor (Klingel et al., 1996).

Es wurde gezeigt, dass die Dauer der Persistenz viraler RNA nicht mit der initialen
Menge an detektierter Virus RNA korreliert (Reetoo et al., 2000).

Im Vergleich zu allen anderen Untersuchungen ist die RT-PCR durch einen hohen
Grad an Sensitivitat und Automatisierung und daher hoher Reliabilitat
gekennzeichnet. Die numerischen Ergebnisse unterliegen keiner weiteren
Interpretation, was eine hohe Objektivitat bedingt. Der Arbeitsaufwand ist gegenuber
in situ Hybridisierungen geringer. Die Methode ist zum quantitativen Nachweis viraler
Nukleinsduren geeignet. Fragestellungen, die Angaben zur Lokalisation viraler RNA

erfordern, kdnnen mit dieser Methode nicht beantwortet werden.
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In situ Hybridisierung zur Lokalisation viraler RNA

Mittels in situ Hybridisierung war ein Nachweis viraler Nukleinsduren im Serum an Tag
2 pi, in Milz bis Tag 21 pi und in Herz und Pankreas bis Tag 28 pi mdglich. Die
Sensitivitat entspricht daher derjenigen der RT-PCR. Der Arbeitsaufwand der in situ
Hybridisierung ist deutlich héher als der einer RT-PCR bei vergleichbarer Sensitivitat.
Auch durch ISH kann sowohl virale Plus- als auch Minusstrang RNA dargestellt
werden (Hohenadl et al., 1991; Klingel et al., 1992).

Vorteil der in situ Hybridisierung gegenuber der RT-PCR sind Erkenntnisse Uber die
Lokalisation der viralen RNA und deren Zuordnung zu spezifischen Zelltypen, was
insbesondere fur Untersuchungen beziglich von Pathogenesemechanismen relevant
ist (Klingel et al., 1996).

Western Blot Hybridisierung (WB) zum Nachweis viraler Proteine

Mit Western Blot Hybridisierung war das CVB3 Kapsidprotein VP1 mit einem sehr
spezifischen und sensitiven Antikérper (Ettischer-Schmid et al., 2016) in der Milz bis
Tag 8 pi in hoher Menge, bis Tag 21 pi in sehr geringer Menge nachweisbar. Im
Myokard war VP1 wahrend der akuten Infektion in hoher Menge, an Tag 21 und 28 pi
nicht mehr verlasslich nachweisbar. Grundsatzlich sind beim WB als extrinsische
Einflussgréf3en die Aufbereitung der Proben sowie die Bindungsaffinitat eingesetzter
Antikdrper und Belichtungszeit zu nennen. Als intrinsische Faktoren sind die geringen
Mengen an produziertem VP1 zu spateren Zeitpunkten der Infektion zu beachten
sowie der Einfluss des Immunsystems des Wirtsorganismus, welche die
Neutralisation viraler Proteine bewirkt, die dann nicht mehr nachweisbar sind.

Die Sensitivitdt der Western Blot Methode zum Nachweis von VP1 ist zu spéaten
Erkrankungszeitpunkten  deutlich  geringer als  Immunfluoreszenz  und
Immunhistologie. Die Methode liefert auch keine Information hinsichtlich der

Lokalisation viraler Proteine.

Immunfluoreszenz zum Nachweise viraler Proteine im Schnittpraparat

Mit Immunfluoreszenz ist ein Nachweis von CVB3 VP1 in allen untersuchten Organen
ab Tag 2 pi bis Tag 28 pi moglich (Ettischer-Schmid et al., 2016). Die intrinsischen
Einflussgroéf3en sind identisch zu jenen der Western Blot Hybridisierung (s.0.). Zwar
kann die Verteilung und Menge von VP1 mit Immunfluoreszenz dargestellt werden,

aber eine Zuordnung zu Gewebestrukturen und Zelltypen ist hierbei nicht méglich.
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Immunhistologie zum Nachweise viraler Proteine im Schnittpraparat

Mit Immunhistologie sind virale Proteine in allen untersuchten Organen ab Tag 2 pi
bis zum 28. Tag pi nachweisbar, in Bestatigung der Ergebnisse von Klingel et al.,
1996. Die intrinsischen Einflussgrof3en sind mit jenen der Western Blot Hybridisierung
und Immunfluoreszenz (s.o.) vergleichbar. Vorteil dieser Methode ist, dass eine
genaue Lokalisierung der gesuchten viralen Antigene moglich ist. Somit kdnnen
Verteilungsmuster infizierter Zellen sowie die viruspositiven Zelltypen identifiziert

werden.

Limitationen

Die hier vorliegende Studie hatte zum Ziel im Mausmodell der CVB3 Myokarditis
verschiedene Methoden zu vergleichen, welche in der Virologie/Pathologie/
Kardiologie eingesetzt werden, um eine Virusinfektion bzw. deren Folgen (Schadigung
der Organe) nachzuweisen. Hierbei wurden Methoden zur Detektion von Virionen
(Plagquetests), viraler RNA (RT-PCR, radioaktive in situ Hybridisierung) und viraler
Proteine (Western Blots, Immunfluoreszenz, Immunhistochemie) untersucht. Die
Schadigung/Inflammation der Organe wurde mittels HE Farbung und
immunhistochemischen Farbungen zur Lokalisation von T-Zellen und Makrophagen
belegt.

Insbesondere sollte in der Arbeit der maximale Zeitpunkt (Endpunkt) ermittelt werden,
bei dem nach intraperitonealer Inokulation von CVB3 noch infektiose Virionen, virale
RNA und virale Proteine in den wichtigsten Organen (Herz, Pankreas und Milz) noch
nachweisbar sind. Das Mausmodell der CVB3 Infektion ist ein seit langem etabliertes
System, das sich durch eine geringe Varianz der Infektionsmuster zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Infektion auszeichnet (Klingel et al, 1992). Daher wurden in
den Untersuchungen meist nur sieben Proben pro Zeitpunkt verglichen, da der Verlauf
der Infektion und deren Schadigungsmuster prinzipiell schon lange bekannt sind. Eine
statistische Auswertung innerhalb der Gruppen bzw. zwischen den Zeitpunkten nach
Infektion war fir die Beantwortung der Fragestellung nicht relevant und wurde daher
auch nicht durchgefiihrt. Diese Studie kann daher nicht herangezogen werden, um
genaue quantitative Vorhersagen hinsichtlich der Viruskinetik im Tierversuch
anzuwenden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung erreichen die hier erhobenen

Daten nicht das geforderte Signifikanzniveau.
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Die vorliegende Studie beantwortet jedoch die eingangs gestellte Frage, welche
Untersuchungsmethoden im Zuge der Virusinfektion und der technischen Limitationen
der jeweiligen Methode qualitativn zu welchem Untersuchungszeitpunkt
sinnvollerweise angewandt werden kdnnen. Sie unterstreicht zudem die Bedeutung
der Unterscheidung der jeweiligen Virusbestandteile (infektiose Virionen, virale
Nukleinsaure, virales Kapsidprotein) bei Fragestellungen hinsichtlich eines
,Virusnachweises® in den untersuchten Organen, was auch fur Untersuchungen in

menschlichen Proben von grolRer Relevanz ist.

Zusammenfassende Empfehlungen fir die Diagnose der CVB3 Infektion

Die Kenntnis der viralen Kinetik von CVB3 im Mausmodell ist bei der Wahl einer
geeigneten Nachweismethode unerlasslich, da die gesuchten Zielstrukturen (virale
RNA und Proteine) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion in
unterschiedlicher Menge vorliegen. Nach der intraperitonealen Inokulation erfolgt die
systemische Ausbreitung des Virus zunachst hamatogen, was sich in einer kurzen
Phase der Viramie widerspiegelt. Im Anschluss an diese hamatogene Aussaat ist eine
Zell-zu-Zell-Ausbreitung innerhalb der einzelnen Organe zu erkennen. Das Pankreas
ist dabei als erstes solides Organ betroffen. Erst im Verlauf finden sich typische
Lasionen und infizierte Areale auch in Herz und Milz. Mehrere Wochen nach
intraperitonealer Infektion ist eine im Vergleich zur akuten Infektion restringierte
Virusreplikation (Hohenadl et al., 1991; Klingel et al., 1992) noch im Pankreas und
Myokard, aber nicht mehr in der Milz nachweisbar. Die Sensitivitdt der jeweiligen
Nachweismethode ist in Abbildung 22 zusammenfassend dargestellt.

Die vorliegende Studie sowie Ergebnisse anderer Forschungsgruppen (Cammock et
al., 2013; Tracy, 2000) zeigen, dass Virionen nur wenige Tage nach Inokulation
nachweisbar sind. Virale Proteine sowie virale Nukleinsauren sind deutlich langer
nachweisbar. Die Immunhistologie und Immunfluoreszenz sind fur einen allgemeinen
Virusnachweis zu allen Zeitpunkten nach Infektion die sensitivsten
Nachweisverfahren. VP1 kann von Tag 2-28 pi mit diesen Verfahren nachgewiesen
werden. Western Blot Hybridisierungen sind hingegen durch eine geringere
Sensitivitat gekennzeichnet, was auf extrinsische Faktoren (z.B. Abhangigkeit der
Signalintensitat von der Belichtungszeit und den eingesetzten Reagenzien) sowie der

relativ hohen Mengen an Proteinen zum sicheren Nachweis zurtickzufiihren ist.
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Haufig weisen Antikorper eine Kreuzreaktivitdt gegeniber anderen Antigenen mit
ahnlichen Epitopen auf. Somit sind antikdrperbasierte Verfahren im Allgemeinen
weniger spezifisch als der Nachweis viraler RNA. Ein immunhistochemischer
Nachweis von VP1 im Menschen gelang beispielsweise in einer Studie bei bis zu 20%
der Patienten einer CVB3-negativen Kontrollgruppe (Krogvold et al., 2015). Der in der
vorliegenden Studie eingesetzte Antikorper Cox mAB 31A2 zeichnet sich durch eine
sehr hohe Sensitivitat und Spezifitdt aus, was die Diagnostik zum Nachweis von CVB3
erheblich verbessen kénnte, wie bereits von Ettischer-Schmid (2017) gezeigt.

Virale Nukleinséauren sind durch RT-PCR und in situ Hybridisierung in Pankreas und
Herz von Tag 2-28 pi, in der Milz hingegen nur bis Tag 21 pi nachweisbar. Dieser
Unterschied ist auf intrinsische Faktoren zurtckzufuhren, etwa einer schnelleren
Clearance der viralen RNA aus der Milz durch das Immunsystem des Wirts. Insgesamt
sind beide Methoden zum Nachweis viraler RNA sowohl in der akuten als auch in der
chronischen Phase der Infektion als hochsensitiv und dementsprechend fir die

Diagnostik geeignet anzusehen.

Ein Nachweis replikationsfahiger Viren mit Plaquetests sollte auf Grund des
vergleichsweise kurzen diagnostischen Fensters fur spezifische Fragestellungen
(beispielsweise hinsichtlich der Infektidsitat einer Probe) vorbehalten werden.
Unspezifische = Nachweisverfahren wie = Hamatoxylin-Eosin-Farbungen  und
immunhistochemische Darstellungen von Entzindungszellen konnen Dbei
immunkompetenten Versuchstieren als Screeningverfahren fur den Nachweis der
virus-induzierten myokardialen Schadigung eingesetzt werden. Die Sensitivitat und
Spezifitat des immunhistologischen Nachweises von Entzindungszellen hangt
malf3geblich von den verwendeten Antikdrpern und der Menge der nachzuweisenden
Zellen ab. Mit einem Beobachtungszeitraum bis zu Tag 28 pi liefern die gesammelten
Datensatze ein umfassendes Bild tber die Ausbreitung und Replikation des Virus
wéhrend der akuten und chronischen Phase der Infektion. Da virale RNA und Proteine
noch zum letzten Erhebungszeitpunkt (28 Tage pi) nachgewiesen werden konnen,
sind weitere Veranderungen der Kinetik und damit auch der Sensitivitdt und Spezifitat
der Methoden zu spateren Zeitpunkten nicht auszuschlieBen. Eine weitere
vergleichende Erhebung der Daten zu deutlich spéateren Zeitpunkten nach Infektion

waére daher anzudenken.
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Sensitivitit der Methoden

Serum
Milz
I
|
Pankreas
|
|
X
Herz
|
]
|
Tage 2 4 6 8 M0 122 14 116 18 20 22 24 26 28

Virionen Virus-RNA Virus-Protein
Plaguetests RT-PCR Western Blots (WB)
B insitu B Immunflucreszenz (IF)
Hybridisierung B Immunhistochemie (IHC)
(15H)

Abbildung 23: Das Diagramm stellt die Sensitivitat der jeweiligen Nachweismethode im jeweiligen Organ (Y-

Achse) in Abhéngigkeit des Zeitpunkts post inoculationem (X-Achse) dar.

Aus den hier genannten Limitationen und dem Vergleich mit weiteren Arbeiten in der
aktuellen Forschungsliteratur sind verschiedene Folgestudien zur weiteren
Charakterisierung des Mausmodells der CVB3-Infektion vorstellbar. So kdnnten,
neben der Variation der Virusstamme und einer Ausdehnung des
Beobachtungszeitraumes, auch die Anwendung weiterer indirekter
Nachweismethoden, wie etwa die Evaluation virusspezifischer Antikdrper durch
ELISA oder die Quantifizierung von Immunglobulinen oder Zytokinen als Ausdruck
einer Entzindungsreaktion, analysiert werden. Auch wirtschaftliche Uberlegungen
und eine genauere Aufstellung des Kosten- und Arbeitsaufwandes einzelner
Nachweismethoden z.B. im Rahmen des Einsatzes fir die Diagnostik einer

Enterovirusinfektion sollten bertcksichtigt werden.
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Zusammenfassung

Coxsackieviren der Gruppe B sind hochrelevante humanpathogene Viren, die unter
anderem urséchlich an der Entstehung einer viralen Myokarditis beteiligt sind.

Die vorliegende Arbeit zielte darauf ab, unterschiedliche Methoden des
Virusnachweises im Verlauf der akuten und chronischen Phase der Infektion mit
Coxsackieviren der Gruppe B organspezifisch im Mausmodell vergleichend
darzustellen. Somit konnten Aussagen uUber die Sensitivitdt und Spezifitat des
Einsatzes der jeweiligen Methode zu unterschiedlichen Zeitpunkten im

Krankheitsverlauf getroffen werden.

In dieser Arbeit wurden Mause des Stamms ABY.SnJ mit 10° PFU Coxsackievirus B3
(Nancy Strain) intraperitoneal inokuliert und zwei, vier, sechs, acht, zwdlf, 21 und 28

Tage pi jeweils Herz, Milz, Pankreas und Serum enthommen und untersucht.

Mittels Immunfluoreszenz, Immunhistologie und Western Blot Hybridisierung wurde
die Prasenz des viralen Hullproteins VP1 in den Gewebeproben nachgewiesen. Der
Nachweis viraler RNA erfolgte mittels in situ Hybridisierung und quantitativer RT-PCR.
Infektiobse Virionen wurden durch die Evaluation verschiedener Organe und des
Serums mit Plaguetests erfasst.

Die viralen Nachweismethoden unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Sensitivitét,
welche von der Art des detektierten Erregermaterials (Virionen, Nukleinsauren,
Protein), dem Erhebungszeitpunkt und dem jeweiligen Organ abhangt. Plaquetests
sind nur fur eine begrenzte Zeit nach Inokulation zum Nachweis infektdser Virionen
geeignet. Im Serum ist ein Virusnachweis nur bis 2 Tage p.i. méglich. In Herz und
Pankreas ist infektibses Virus am langsten nachweisbar (max. bis 12 Tage pi im
Herzmuskel). Virale Nukleinsdure kann durch RT-PCR und in situ Hybridisierung im
Pankreas und Herzmuskel bis 28 Tage pi und in der Milz bis 21 Tage pi detektiert
werden. CVB3 VP1 ist mittels Immunfluoreszenz in allen Organen bis Tag 28 Tage pi
nachweisbar. Diese Methode stellt das vergleichsweise sensitivste Verfahren zum
Nachweis viraler Proteine dar. Zum Nachweis von CVB3 VP1 eignet sich der
Antikorper Cox mAB 31A2 hervorragend, welcher sich durch eine hohe Sensitivitat

und Spezifitat in allen angewandten Methoden auszeichnet.
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