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1. EINLEITUNG

1.1. Coxsackieviren und dilatative Kardiomyopathie

Coxsackieviren gehoren zu den Enteroviren aus der Familie der Picornaviren. Das
erste Isolat von Coxsackieviren erfolgte aus dem Stuhl zweier Kinder aus der Stadt
Coxsackie im US-amerikanischen Bundesstaat New York (Dalldorf & Sickles, 1948).
Sechs Serotypen werden bei den Coxsackieviren der Gruppe B (CVB1-CVB6)
unterschieden. Coxsackieviren verursachen eine Vielzahl verschiedener Erkran-
kungen, deren Spektrum von leichten, grippeahnlichen Erkaltungen bis hin zu
Meningitis, Paralysen des ZNS und Myokarditis reicht (Melnick, 1996). Das
Coxsackievirus B4 (CVB4) wird als Ausléser der juvenilen Diabetes, einer
Autoimmunerkrankung, diskutiert (Foulis et al., 1990). Die grote klinische
Bedeutung hat aber Coxsackievirus B3 (CVB3), welches als haufiger Erreger viraler
Herzerkrankungen, insbesondere der viralen Myokarditis, gefunden wird (Kandolf &
Hofschneider, 1989). Vor allem bei Sauglingen ist die akute Virusmyokarditis mit
einer sehr hohen Letalitatsrate von uber 50% behaftet (Woodruff, 1980). Wird die
akute Virusmyokarditis infolge einer CVB3-Infektion uberstanden, so besteht
dennoch die Moglichkeit eines chronischen Verlaufes der Myokarditis, die mit
Viruspersistenz im Myokard einhergeht. Dieser chronische Verlauf kann Gber bisher
nicht vollstandig geklarte Mechanismen zum klinischen Bild einer dilatativen

Kardiomyopathie (DCM) und einer folgenden Herzinsuffizienz fuhren.

1.1.1. Die dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Die DCM stellt neben der koronaren Herzerkrankung (KHK), der hypertensiven
Herzkrankheit und verschiedenen Herzklappenerkrankungen eine der haufigsten
Ursachen fir Herzinsuffizienz dar. Eine Studie aus England zur Inzidenz und
Atiologie der Herzinsuffizienz zeigte, dass in etwa 17% der Falle eine DCM als
Ursache der Herzinsuffizienz angenommen werden kann (Cowie et al., 1999). Die
Kardiomyopathie wird von der WHO als ,Erkrankung des Myokards assoziiert mit
kardialer Dysfunktion“ definiert (Richardson et al., 1996), wobei die DCM die
haufigste Form der Kardiomyopathien darstellt (Codd et al., 1989). Die DCM st



charakterisiert durch eine Dilatation und eingeschrankte Kontraktilitat eines oder
beider Ventrikel. Die jahrliche Inzidenz variiert in den westlichen Industrielandern
zwischen 5 und 8 Fallen pro 100.000 Einwohnern (Bagger et al., 1984; Codd et al.,
1989; Gillum,1986; Williams & Olsen, 1985). Manner sind von der Erkrankung bei
einem Verhaltnis von fast 3:1 wesentlich haufiger betroffen als Frauen. Klinische
Symptome treten erst relativ spat im Verlauf der Erkrankung auf, d.h. haufig erst
infolge einer bereits Uber Monate bis Jahre bestehenden linksventrikularen Dilatation
(Codd et al., 1989; Felker et al., 2000; Kasper et al., 1994). Nach dem Auftreten
klinischer Symptome einer Herzinsuffizienz ist die Prognose der DCM ernst. Die
durchschnittliche 5-Jahres-Mortalitdt symptomatischer Patienten wird mit 20%
angegeben (Sugrue et al., 1992). Die Ursachen fur eine DCM sind vielfaltig und
reichen von der Myokarditis (9%), der KHK (7.4%), der hypertensiven
Herzerkrankung (4%), der HIV-Infektion (3.7%) bis hin zu Kardiomyopathien bei
Bindegewebserkrankungen,  toxischen  Kardiomyopathien, wie z.B. der
alkoholtoxischen (2.3%), sowie metabolischen Kardiomyopathien (1%). Am
haufigsten wird allerdings die Diagnose der sogenannten idiopathischen DCM mit
50.1% gestellt (Felker et al., 2000). Fur einen Teil der idiopathischen DCM wird
mittlerweile eine erbliche Genese angenommen, die aufgrund epidemiologischer
Untersuchungen auf 20-30% geschatzt wird (Grinig et al., 1998; Michels et al.,
1992). Einige verantwortliche Gene konnten bereits identifiziert werden. Neben zwei
X-chromosomalen Genen, die fur die Proteine Dystrophin (Berko & Swift, 1987) und
Taffazin (Bione et al., 1996) kodieren, sind bislang 4 autosomale Gene flur die
Proteine Desmin (Li et al., 1990), Laminin A/C (Kass et al., 1994), &-Sarkoglykan
(Tsubata et al., 2000) und Aktin (Olson et al., 1998) beschrieben. All diese Gene
kodieren fur Proteine des Zytoskeletts, die fur die strukturelle Integritat der
Herzmuskelzelle sowie die Kraftibertragung vom Sarkomer auf die extrazellulare
Matrix verantwortlich sind. Diese Formen der DCM koénnen deshalb auch als
,Zytoskelettopathien® bezeichnet werden.

Neben der idiopathischen und der ischamischen Genese wird die entzlndliche
Kardiomyopathie als eine der Hauptursachen der DCM angesehen (Codd et al.,
1989; Felker et al., 2000). Der Begriff ,entzliindliche Kardiomyopathie“ beschreibt
eine Myokarditis assoziiert mit kardialer Dysfunktion (Richardson et al., 1996).
Myokarditiden konnen durch infektiose Organismen, durch Toxine oder im Rahmen

einer systemischen Erkrankung als Autoimmunerkrankung auftreten (Feldmann &



McNamara, 2000). Die weltweit am haufigsten auftretende Myokarditis ist wohl die in
Mittel- und Sudamerika endemisch auftretende Chagas-Erkrankung, verursacht
durch das Protozoon Trypanosoma cruzi. Etwa 20% der Erkrankten entwickeln nach
Jahren eine chronische Herzinsuffizienz (Higuchi et al.,, 1997; Schofield & Dias,
1999). In den Industrielandern wird als haufigste Ursache flr eine Myokarditis eine
virale Infektion angesehen. Wahrscheinlich konnen sehr viele humanpathogene
Viren eine Myokarditis hervorrufen, die haufigsten sind aber Enteroviren,
insbesondere das CVB3. Mittels in situ Hybridisierung konnte fur Enteroviren im
Herzmuskel eine Nachweisrate von 20-30% bei Patienten mit aktiver Myokarditis
sowie eine Nachweisrate von 17-30% bei Patienten mit DCM ermittelt werden
(Kandolf et al., 1990; Martino et al., 1995). Adenoviren scheinen ebenfalls als
kardiotropes infektioses Agens fur die Entstehung einer Myokarditis eine Rolle zu
spielen (Grumbach et al., 1999) und auch fur das Hepatitis C-Virus gibt es Hinweise
fir einen Zusammenhang mit der Entstehung einer DCM (Matsumori et al., 1995).
Die pathogenetischen Mechanismen, welche den Ubergang einer Enterovirus-
induzierten entzundlichen Herzmuskelerkrankung in eine DCM erklaren, sind noch
nicht hinreichend bekannt. Neben direkten zytotoxischen Effekten im Rahmen der
Virusreplikation werden auch humorale und zellulare Immunmechanismen daflr
verantwortlich gemacht, dass bei bestimmten Patienten die akute enterovirale
Myokarditis nicht ausheilt, sondern in eine chronische Verlaufsform tUbergeht (Sole &
Liu, 1993; Kandolf et al., 1999; Klingel et al., 2000).

1.2. Aufbau des Coxsackievirus B3

Das CVB3 gehort der Familie der Picornaviren an. Zu dieser Gruppe gehoéren neben
den Coxsackieviren noch eine Vielzahl weiterer tier- und humanpathogener Viren,
wie z.B. das Maul-und Klauenseuche-Virus, das Poliovirus und das Hepatitis A-Virus.
In der folgenden Tabelle (Tabelle 1) wird die neuste Klassifikation der Picornaviridae

mit derzeit 9 verschiedenen Genotypen wiedergegeben.



Tabelle 1:  Ubersicht Giber wichtige Vertreter der Familie Picornaviridae

Klassifikation der Picornaviridae

Anzahl der Bezeichnung der
Genus Spezies Serotypen Serotypen
Enterovirus Poliovirus 3 PV-1-3
Humanes Enterovirus A 12 CV-A2-8,10,12,14,16
EV 71
Humanes Enterovirus B 37 CV-B1-6, CV-A9,
E-1-7,9,11-21,24-27
29-33, EV-69,73
Humanes Enterovirus C 11 CV-A1,11,13,15,17-22,
24
Humanes Enterovirus D 2 EV-68, EV-70
Bovines Enterovirus 2 BEV-1, BEV-2
Porzines Enterovirus A 1 PEV-8
Porzines Enterovirus B 2 PEV-9, PEV-10
Rhinovirus Humanes Rhinovirus A 74 HRV-1,2,7-13,15,16,18,19
21-25,28-34,36,38-41,43-
47,49-51,53-68,71,73-78,80-
82,85,88-90,94-96,98,100
Humanes Rhinovirus B 25 HRV-3-6,14,17,26,27,35,37,
42,48,52,69,70,72,79,83,84,
86,91-93,97,99
Cardiovirus Enzephalomyokarditisvirus 1 EMCV, Mengovirus
Theilovirus TMEV, VHEV, REV
Aphtovirus Maul-und Klauenseuche Virus FMDV-O,A,C, Asia 1,
SAT1, SAT2, SAT3
Equines Rhinitis-A Virus 1 ERAV
Hepatovirus Hepatitis A Virus 1 HAV
AELV* 1 AEV
Parechovirus Humanes Parechovirus 2 HpeV-1, HpeV-2
Ljunganvirus 1 LV
Erbovirus Equines Rhinitis-B Virus 2 ERBV-1, ERBV-2
Kobuvirus Aichivirus 1 AV
Teschovirus Porzines Teschovirus 11 PTV-1-11

Nach: Stanway et al., 2002 (fir ICVT Picornaviridae Study Group)

Abkirzungen: AELV, Avian encephalitis-like virus, AEV, Avian encephalitis virus, AiV Aichivirus,
BEV, bovines Enterovirus, CVA, Coxsackie-A-Virus, CVB, Coxsackie-B-Virus, EMCV,
Enzephalomyokarditis-Virus, ERAV, equines Rhinitis-A-Virus, ERBV, equines Rhinitis-B-Virus,
FMDV, Foot-and-mouth disease virus, HEV, humanes Enterovirus, HpeV, humanes Parechovirus,
HRV, humanes Rhinovirus, LV, Ljunganvirus, PEV, porzines Enterovirus, PTV, porzines
Teschovirus, PV, Poliovirus, SAT, South African Territories, REV, Rattenenzephalomyelitisvirus,
TMEV, Theiler murines Enzephalomyelitisvirus, VHEV, Vilyuisk humanes Enzephalomyelitis-Virus.
*Potentielle Spezies des Hepatovirusgenus



Das Spektrum der von Picornaviren verursachten Erkrankungen reicht vom
einfachen Schnupfen Uber die Virusmyokarditis bis hin zur Kinderlahmung oder
der fUr die Landwirtschaft verheerenden Maul- und Klauenseuche (Melnick, 1996).
“Pico-RNA-Viren” sind klein und besitzen einen RNA-Strang positiver Polaritat als
Genom. Die Kapsidraumstruktur der Picornaviren konnte durch Rontgenstruktur-
analyse kristallisierter Viruspartikel aufgeklart werden (Hogle et al., 1985; Rossmann
1989; Luo et al., 1987; Muckelbauer et al., 1995).

Picornaviren bilden ca. 30 nm groRe, unbehullte, ikosaedrische Partikel, die sich aus
jeweils zwoOlf Pentameren zusammensetzen. Ein Pentamer besteht wiederum aus
funf Protomeren der vier Strukturproteine VP1, VP2, VP3 und VP4. VP1, VP2 und
VP3 bilden die Oberflache des Virions, wahrend VP4, das kleinste Kapsidprotein, auf
der Innenseite des Kapsids lokalisiert ist (Fricks & Hogle,1990). Um die funffache
Symmetrieachse des Virions liegt eine Vertiefung, der sogenannte Canyon, der

mafgeblich an der Virus-Rezeptor-Interaktion beteiligt ist (Muckelbauer et al.,1995).

Aufbau der Coxsackieviren

Pentamer

Kapsid

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus von Picornaviren (nach Rueckert,
1996) (A). Kristallographisch ermittelte Oberflachenstruktur von Coxsackievirus
B3 (B) (Muckelbauer et al., 1995).



Die genomische RNA des CVB3 ist 7,4 Kilobasen lang (Klump et al., 1990) und liegt
als Einzelstrang positiver Polaritat vor, welcher am 3‘-Ende polyadenyliert ist. Am 5'-
Ende der CVB3 RNA ist das kleinste virale Protein, VPg, kovalent Uber eine
1985). Die nicht-

kodierende 5‘-terminale Region von etwa 700 Nukleotiden Lange ist durch eine

Phosphodiesterbindung gebunden (Chatterjee & Nejman,
ausgepragte hochkomplexe Sekundar- und Tertiarstruktur gekennzeichnet (Hewlett &
Florkiewicz, 1980; Klump et al., 1990). Diese Genomregion ist innerhalb der Gruppe
der Enteroviren stark konserviert, was auf ihre Bedeutung im Rahmen der
enteroviralen Replikation hinweist. Wahrend der viralen Proteinsynthese binden an
diese Strukturen sowohl zellulare als auch virale Kofaktoren, wodurch die Cap-
unabhangige Translation des enteroviralen Genoms ermoglicht wird (Pelletier &
Sonenberg, 1989; Meerovitch et al., 1989; Harris et al., 1994). Die Translation des
6,8 kb langen offenen Leserahmens ergibt ein 243 kDa groles Polyprotein, das
durch Virus-kodierte Proteinasen Uber mehrere Zwischenstufen in elf virale
Einzelproteine gespalten wird. Zu diesen Proteinen zahlen vier Strukturproteine (VP
1-4), die Proteinasen 2A"° und 3CP", (3B),
Nichtstrukturproteine (2B, 2C, 3A) und die RNA-abhangige RNA-Polymerase 3D"°.

das VPg-Protein drei weitere

Einigen Vorlauferproteinen konnten autonome katalytische Funktionen zugeordnet

werden.
<—-Strukturproteingene ——» «————Nichtstrukturproteingene———
Genom- 5°-NTR 3 3°-NTR
Ebene s  |VP4| VP2 | VP3 | VP1 2 2B | 2C | 3A 3B3C™  3pD™ ‘AAAA
741 946 1737 2450 3303 3744 4041 5028 5295 5361 5910 7296 Basenpaar-Nr.
Translationsprodukte
\V4
Protein- « Polyprotein (243 kDa) >
Ebene - —Plba P2 > P3 —»
1ABCD 2ABC 3ABCD
VPO VP3 | VP1 | 2™ || 2BC |3A|&  3CD
(Provirion) >
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1.3. Der Infektionszyklus von CVB3

Fur seine Replikation bendtigt CVB3 eine permissive Zielzelle. Die Synthese neuer

viraler Partikel stellt einen hochkomplexen Prozess dar, der sich vereinfachend in

folgende Schritte unterteilen lasst:

Adsorption > Penetration - Uncoating (Freisetzung viraler Nukleinsauren) -

Replikation der viralen Nukleinsaure und Synthese von Virusproteinen -> Zu-

sammenbau der Viren = Ausschleusung der neugebildeten Viren (siehe Abb. 3)

Infectosome

Cytoplasmic
membrane

Infected
Hel.a cell

Viral (+) RNA Viral polysome vy}
, Release
~Q |ranslat|'onl
Translation

P1 Cleavage

Prot
) o

) Replication

KEY
e VPg .'4 . “
Replicase { S 7~ A . A vpg
& Ribosome Capsid Virion

q Receptor | Pentamers Assembly |

- Cleave VPO
to

Viron  ypsg,vp2  Provirion
11 (Infectious) - 10 {Noninfectious) *

Endoplasmic -
\. Reticulum

Abb. 3: Schematische Darstellung des picornaviralen Infektions- und Replikations-
zyklus (Rueckert, 1996).

Bei der Adsorption bindet das Virus an den CAR-Rezeptor (Coxsackie- and

Adenovirus-Receptor) der Zellmembran der Zielzelle. Die Rezeptorzahl kann je nach

Zelllinie variieren (Cohen et al., 2001). Nach der Bindung an den Rezeptor erfolgt die

Aufnahme vermutlich durch Rezeptor-vermittelte Endozytose. An der Stelle, an der
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sich der Virus-Rezeptor-Komplex befindet, stllpt sich die Zellmembran ein und der
entstandene Komplex wird ins Zellinnere aufgenommen. Die Freisetzung der viralen
RNA wird durch eine Interaktion zwischen Virushulle und endosomaler Membran
vermittelt, wobei die Endosomenmembran auf einen pH-Wert von ca. 5 angesauert
werden muss. Durch die Ansauerung werden hydrophobe Bereiche exponiert. Diese
Veranderung der Oberflache ermdglicht eine Bindung der viralen RNA an die
Lipiddoppelschicht der Membran und die Aufnahme in das Zytoplasma (Fricks &
Hogle, 1990). Die nun im Zytoplasma vorliegende Plusstrang-RNA kann unmittelbar
als mRNA dienen. Als Translationssignal fungiert die Abspaltung des VPg, ein am 5°-
Ende kovalent gebundenens Protein (Rueckert, 1996). Diese Abspaltung geschieht
durch ein zellulares Enzym (Ambros & Baltimore, 1980). Zur Translation binden
Ribosomen an die nicht-translatierte 5°-Region (Sonnenberg & Pelletier, 1989). Das
erste Translationsprodukt ist ein 243 kD grofes Polyprotein, welches enzymatisch in
einzelne Proteine gespalten wird. Dies geschieht enzymatisch durch die viralen
Proteinasen 2AP°, 3CP* und 3CDP™ und stellt eine Prozessierung dar, welche bei
Poliovirus sehr gut untersucht wurde (Pallansch et al., 1984, Palmenberg, 1990). Die
virale Proteinase 2AP™ spaltet das Polyprotein in das Kapsid-Vorlauferprotein P1 und
das Nichtstruktur-Vorlauferprotein P2P3. Alle weiteren Spaltungen werden von den
Proteinasen 3C"™ und 3CDP" durchgefiihrt. Die Prozessierung der Hullproteine VP4
und VP2 aus VPO verlauft autokatalytisch, wahrscheinlich unter Mitwirkung der
viralen RNA (Krausslich et al., 1988).

Die zellulare Proteinsynthese wird wahrend der viralen Replikation weitgehend
gehemmt. Es kommt zum sogenannten “host cell shut off’. Sechs Stunden nach der
Infektion betragt die zellulare Proteinsynthese bei Infektion mit Coxsackieviren nur
noch 20% des ursprunglichen Wertes (Chatterjee &Tuchowski, 1981). Wie
Untersuchungen bei der Poliovirusinfektion gezeigt haben, spielt die virusinduzierte
Inaktivierung des Initiationsfaktors elF-4y eine entscheidende Rolle beim ,host cell
shut off* (Etchison et al., 1982). Daneben werden auch die spezifische Inaktivierung
von Transkriptionsfaktoren (Rubinstein & Dasgupta, 1989), eine Veranderung
intrazelluldrer Kationen (Gary et al, 1989), sowie eine Anderung der
Membranpermeabilitat (Lacal & Carasco, 1982) im Zusammenhang mit dem ,host
cell shut off* diskutiert.

Das Genom der Enteroviren kodiert auch fur eine RNA-abhangige RNA-Polymerase

3D, die eine komplementire Minusstrang-RNA synthetisiert. Diese Minusstrang-



RNA dient als Matrize fur die Synthese neuer Plusstrang-RNA. An einem
Komplementarstrang konnen gleichzeitig mehrere Plusstrang-RNA Molekule
synthetisiert werden, wodurch die Effizienz der Synthese sehr gesteigert wird (Larsen
et al., 1980). Die neu synthetisierte Plusstrang-RNA wird entweder in Prokapside
eingebaut oder fur weitere Replikationsrunden verwendet.

Die detaillierten Schritte der Virusreifung sind noch nicht bekannt. Man geht jedoch
nicht von einem spontanen Prozess aus, sondern nimmt an, dass “ordnende Hilfs-
strukturen” in diesen Vorgang involviert sind. Der terminale Reifungsschritt besteht in
einer autokatalytischen Spaltung des Kapsid-Vorlauferproteins VPO in die
Kapsidproteine VP4 und VP2, wodurch die Virionstruktur geschlossen wird
(Krausslich et al., 1988). Anschlieliend werden die neugebildeten Viren aus der Zelle
ausgeschleust. Pro Zelle werden etwa 100.000 infektiose Viren gebildet (Rueckert,
1996). Die Freisetzung erfolgt normalerweise im Rahmen der virusinduzierten

Zelllyse.

1.4. Der Zytoskelettaufbau und die Proteinsynthese eukaryontischer Zellen

1.4.1. Das Zytoskelett eukaryontischer Zellen

Das Zytoskelett ist ein komplexes Geflecht aus Proteinflamenten, welche mit
Plattenstrukturen in der Zellmembran, den Zell-zu-Zell-Verbindungen, in Kontakt
stehen kénnen. Es bestimmt die Gestalt sowie die innere Architektur einer
eukaryontischen Zelle, wobei es in Vertebratenzellen besonders ausgepragt ist und
weniger in Pflanzen- und Pilzzellen, die von einer festen Zellwand umgeben werden
und keine Zell-zu-Zell-Verbindungen aufweisen. Dabei handelt es sich aber nicht um
eine statische Struktur, wie der Begriff Skelett nahelegen kénnte, vielmehr ist das
Zytoskelett eine aulerst dynamische Struktur. Die bislang bekannten Filament-
gruppen bestehen aus Proteinen, deren Untereinheiten abgebaut, neu aufgebaut
oder auch umgebaut werden kdnnen. Dies zeigt sich besonders eindricklich beim
Wachstum, der Zellteilung oder der Zelldifferenzierung.

Das Zytoskelett eukaryontischer Zellen setzt sich aus drei Hauptgruppen von
Filamenten zusammen, deren Untergruppen je nach Zelltyp variieren kénnen. Man

unterscheidet die Intermediarfilamente, die Mikrotubuli sowie die Mikrofilamente.



1.4.1.1. Intermediarfilamente

Zu den Intermediarfilamenten zahlen Keratin, Vimentin, Desmin (v.a. in
Muskelzellen), sowie die im ZNS vorkommenden Filamente Peripherin, Gliafilament
und die Neurofilamente L, M und H. Im Zellkern gehdéren zu den
Intermediarfilamenten Lamin A und B. Intermediarflamente haben einen
Durchmesser von 7-12 nm. Sie stellen ein weitverzweigtes Netzwerk dar, das den
Zellkern umgibt und sich in die Peripherie des Zellplasmas ausbreitet. Dort tritt es mit
der Plasmamembran in Kontakt (Osborn et al., 1982). Intermediarfilamente bilden
hierbei ein dreidimensionales Netzwerk. Besonders Keratin hat eine Skelettfunktion
in der Zelle. Seine Hauptaufgabe ist es, der Zelle Stabilitat auch unter mechanischem

Stress zu gewahrleisten.

1.4.1.2. Mikrotubuli

Mikrotubuli sind rohrenformige Strukturen mit einem Auflendurchmesser von 25 nm
und einem Innendurchmesser von 10 nm. Ein einzelner Mikrotubulus besteht aus 13
Protofilamenten, welche eine Roéhrenstruktur aufbauen. Nur extrem selten gibt es
Abweichungen von dieser Zahl an Protofilamenten. Die einzelnen Protofilamente
bestehen aus den Untereinheiten a- und B-Tubulin. Diese globularen Proteine haben
jeweils einen Durchmesser von 4nm und eine Molekularmasse von 50 kDa und
bilden das a,B-Dimer. Mikrotubuli breiten sich strahlenférmig von der perinuklearen
Region in die auReren Bereiche der Zelle aus. Sie ubernehmen Transportaufgaben

und vermitteln der Zelle eine gewisse Polaritat (Osborn & Weber, 1976).

1.4.1.3. Aktin

Aktinhaltige Filamente werden auch Mikrofilamente genannt. Ein Aktinflament
besteht aus zwei helikal angeordneten Reihen globularer Aktinmolekile und hat
einen Durchmesser von ca. 6 nm. Aktin in Filamentform wird als F-Aktin bezeichnet,
die Monomerform wird G-Aktin (globular) genannt. In vitro lassen sich G-und F-Aktin
leicht ineinander Uberflhren. F-Aktin bildet sich v.a. unter physiologischen
Konzentrationen von Mg?* und K*. In Zellen kommt Aktin meist in groRen Mengen vor

und macht z.B. in der Leberzelle 1-2% des Gesamtproteines aus, in der Muskelzelle
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sogar bis 25%. Beim Menschen sind neben 40 Pseudogenen sechs Gene fur Aktin
beschrieben worden. Die Aktine der Sauger ordnet man in 3 Gruppen (o,  und v).
Von den a-Aktinen kommt eines im Herzmuskel, das andere in Skelettmuskelzellen
vor, die beiden B-Aktine sind fur glatte Muskelzellen typisch und die y-Aktine fur nicht-
Muskelzellen (Alberts et al., 1989). Es gibt eine groRe Anzahl aktinbindender
Proteine, fur die spezifische Bindungsstellen vorhanden sein mussen.
Quervernetzende Proteine besitzen mindestens zwei Bindungsstellen fir F-Aktin und
bilden mit den Aktinflamenten ein dreidimensionales Netzwerk, wodurch die
Viskositat des Zytoplasmas erhoht wird. Andere aktinbindende Proteine bilden
Brucken zwischen F-Aktin und Membranen oder anderen Strukturen der Zelle oder
stehen mit Bewegungsvorgangen in Zusammenhang wie beispielsweise die Myosine.
Aktinfilamente spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Zellform und
sind fur viele Funktionen bei der Zellmotilitat verantwortlich, so auch fur die
Fortbewegungsfahigkeit, das Zusammenziehen der Zelle und das zytoplasmatische
~otreaming” (Kirkeeide et al., 1993).

Aktinfilamente und Mikrotubuli kommen im Zytoplasma nahezu aller eukaryontischen

Zellen vor und weisen einige Gemeinsamkeiten auf:

- sie sind helikale lineare Aggregate (“Polymere”) globularer Untereinheiten.

-> sie weisen eine strukturelle Polaritat auf, wodurch die Enden der Filamente unter-
scheidbar sind.

-> fur beide Filamente gibt es zahlreiche assoziierte oder bindende Proteine,
die ihre Eigenschaften modulieren und u.a. ihre Langen begrenzen.

- beide Filamente kdnnen mit Membranen Uber besondere Proteine in

Wechselwirkung treten.

Fur das Zytoskelett eukaryontischer Zellen wurden eine Vielzahl an Funktionen
beschrieben, wobei die mit dem Zytoskelett verbundenen Proteine meist die Rolle
regulierender Faktoren einnehmen. Das Zytoskelett kann von vielen Faktoren
modifiziert werden, zu denen auch Hormone, Wachstumsfaktoren, ,second
messenger®, aktinbindende Proteine und Stoffwechselprodukte gehdéren (Alberts et
al., 1989).
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1.4.2. Die Proteinsynthese in eukaryontischen Zellen

Im Zellkern wird die genetische Information der doppelstrangigen DNA auf die

einzelstrangige ,messenger RNA* (mRNA) Ubertragen (Transkription).

Im Zytoplasma der eukaryontischen Zelle findet anschlieRend die Translation der

MRNA, die Proteinsynthese statt.

Bislang wurden drei Hauptorte der Proteinsynthese beschrieben:

1) freie Polysomen

2) an das endoplasmatische Retikulum gebundenene Polysomen =
membrangebundene Polysomen

3) mit dem Zytoskelett assoziierte Polysomen (Vedeler et al., 1991a).

1.4.2.1. Freie Polysomen

Den sogenannten freien Polysomen wurde viele Jahre lang die Hauptrolle in der
Synthese der meisten zellularen Proteine zugesprochen. In den letzten Jahren
ergaben sich aber Hinweise daflr, dass eine Reihe von mRNAs mit Informationen fur
zellulare Proteine sich in denjenigen Polysomen befinden, welche mit dem
Zytoskelett assoziiert sind (Vedeler at al., 1991). Es wird kontrovers diskutiert, ob es
“freie” Ribosomen uberhaupt gibt, oder ob diese nicht mit dem Zytoskelett Uber feine
Trabekulae in Verbindung stehen (Wolosewick & Porter, 1979). Dem widerspricht
jedoch, dass sich ein Teil der Polysomen schon durch eine sehr milde Behandlung
der Zellen mit lysierenden Stoffen l6sen lasst, was gegen einen engen Verbund mit
dem Zytoskelett spricht (Vedeler et al., 1991b).

1.4.2.2. Membrangebundene Polysomen

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein Netzwerk aus miteinander
verbundenen Membranvesikeln. Es hat eine Vielzahl an Funktionen und ist
insbesondere  bedeutsam fur die Synthese vieler Membranlipide und
Membranproteine. Die Anwesenheit membrangebundener Ribosomen unterscheidet
das rauhe vom glatten endoplasmatischen Retikulum. Das rauhe endoplasmatische
Retikulum kann in Unterfraktionen unterteilt werden, welche sich durch die Art ihrer

Polysomen unterscheiden (Svardal et al., 1981).
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Eingeteilt wird das rauhe ER in ,light rough“ (LR), ,heavy rough” (HR) und “nuclear-
associated” (NER) endoplasmic reticulum (Svardal & Pryme, 1978).

Zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und den Mikrofilamenten wurde eine
Vielzahl von Interaktionen beschrieben. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass sich HR in LR umwandeln lasst, wenn die Zellen mit Cytochalasin B, einer
Substanz die die Mikrofilamentordnung zerstort, behandelt werden (Fjose & Pryme,
1984).

1.4.2.3. Zytoskelett-assoziierte Polysomen

Erste Hinweise auf eine Verbindung von Zytoskelett und Ribosomen ergaben sich bei
morphologischen Untersuchungen mit Hochvolt-Elektronenmikroskopen, bei denen
Ribosomen in unmittelbarer Nahe des Zytoskeletts dargestellt werden konnten.
Andere Ribosomen konnten in Regionen nachgewiesen werden, an denen sich
Filamente kreuzten oder trafen. Dort waren die Ribosomen in regelrechten “Taschen”
lokalisiert (Wolosewick & Porter, 1979).

Die Behandlung von kultivierten Zellen mit nicht-ionischen Detergentien bewirkt, dass
das Zytoskelett als unldsliche Matrix (Zellmatrix) vorliegt (Osborn & Weber, 1976).
Diese Zellmatrix enthalt Ribosomen (Lenk et al., 1977). Genauere Untersuchungen
hinsichtlich des Zusammenhangs von Zytoskelett und mRNA ermdoglichte die
Etablierung einer Kombination aus in situ Hybridisierung und Elektronenmikroskopie.
Mit dieser Technik konnte bewiesen werden, dass bestimmte mRNAs, zB.
diejenigen, welche fur Aktin, Tubulin und Vimentin kodieren, sich in der Zellmatrix
befinden (Singer et al., 1989). Besondere Bedeutung wird hierbei den Mikrotubuli fur
die raumliche Anordnung und den Mikrofilamenten fur die Verankerung der mRNA
zugesprochen (Yisraeli,1990).

Insbesondere Aktin scheint einen unmittelbaren Einflud auf die Translationsrate von
MRNA zu haben. Behandelt man HelLa-Zellen mit Cytochalasin D, welches die
Aktinordnung zerstort und mRNA vom Zytoskelett abldst, lasst sich eine Inhibierung
der Proteinsynthese feststellen, die direkt proportional zur Ablésung der mRNA vom
Zytoskelett ist (Ornelles et al., 1986).

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch an murinen Mammazellen in Zusammenhang
mit deren o-Casein-, a-Lactalbumin- und Transferrin-Synthese erhoben. Hierbei

wurde das Aktinskelett durch Chemikalien spezifisch zerstort, die mRNA vom
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Zytoskelett abgeldst und der Einfluy auf die Proteinsynthese mittels Elektropherese
dargestellt. Die Synthese der Milchproteine wurde durch die Zerstérung der
Aktinordnung um 40% inhibiert, wobei die Translationsfahigkeit der vom Zytoskelett
abgelosten mRNA erhalten blieb (Seely & Aggeler, 1991).

1.5. Viren und das Zytoskelett der Zielzelle

Viren bendtigen fur ihre Replikation eine permissive Zielzelle, die letztendlich zur
Produktion der neuen Viruspartikel benutzt wird (siehe 1.3).

Viren sind in der Lage, das Zytoskelett fur verschiedene Schritte ihres
Replikationszyklus zu nutzen. So lasst sich beispielsweise die Aufnahme des
murinen ekotropen Leukamie Viruses stark inhibieren, wenn vor der Infektion das
Aktingerust zerstort wird. Eine Zerstérung des Aktinskeletts kurz nach Infektion zeigt
hingegen keinen deutlichen Effekt auf die Replikationsrate. Diese Befunde sprechen
daflr, dass Aktin eine bedeutende Rolle bei der Aufnahme des murinen ekotropen
Leukamie Viruses in die Zielzelle spielt (Kizhatil & Albritton, 1997).

Das Zytoskelett wird wahrend der Infektion mit verschiedensten Viren in seiner
Struktur verandert. Bei der Infektion mit Herpes Simplex Virus werden die Mikrotubuli
in zwei Schritten verandert. Zuerst bindeln sich die Mikrotubuli und legen sich wie
ein Ring um den Zellkern, um in einer spateren Phase der Infektion amorphe, dichte
Ringe zu bilden. Das Herpes Simplex Virus induziert hingegen keine Fragmentation
der Mikrofilamente (Avitable et al., 1995). Wahrend der Infektion mit Polioviren
kommt es ebenfalls zu grundlegenden Veranderungen des Zytoskeletts in Hela-
Zellen. Diese Strukturveranderungen sind nicht allein auf den zytopathischen Effekt
von Poliovirus zurtickzufihren, sondern es gibt Hinweise dafir, dass das Zytoskelett
wahrend der Infektion modifiziert wird und ein grundlegendes zellulares
Kompartiment der viralen Replikation darstellt (Lenk & Penman, 1979). Die
Assoziation von Poliovirus-RNA mit dem Zytoskelett im Rahmen der Virusreplikation
wurde durch Bonneau et al. bestatigt (Bonneau et al., 1985).

Eine Assoziation viraler Nukleinsaure mit dem Zytoskelett im Rahmen des
Infektionszyklus wurde auch fur andere Viren nachgewiesen, wie z.B. fur das
Vesikulare Stomatitis Virus (Rigaut et al., 1991) sowie flur Reoviren (Mora et al.,

1987). Auch bei Adenoviren ist bekannt, dass 70% der im Zytoplasma vorliegenden
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adenoviralen mRNA an das Zytoskelett gebunden ist und nur 30% als freie mMRNA
vorliegt (Mariman et al., 1982).

Interessanterweise scheint das Zytoskelett nicht nur fur die Aufnahme in die
Wirtszelle, sondern auch fur die Virusausschleusung eine entscheidende Bedeutung
zu haben. So lasst sich die Ausschleusung des Humanen Immundefizienz Viruses
(HIV) durch eine Blockierung der Myosin-Leichtketten-Kinase entscheidend senken.
Eine Zerstorung des Aktingerusts senkt ebenfalls die Ausschleusung von HIV, wenn
auch in geringerem Umfang (Sasaki et al.,1995). Von HIV ist auch bekannt, dass das
Zytoskelett eine grol’e Bedeutung bei der Zell-zu-Zell-Transmission hat (Pearce-Pratt
et al., 1994).

Bislang ist unklar, ob ein Zusammenhang zwischen der Replikation von CVB3 und
dem Zytoskelett seiner Zielzelle besteht. Auch weil® man bislang nichts Uber die
spezifischen morphologischen Veranderungen der einzelnen Zytoskelettkomparti-

mente einer CVB3-infizierten Zelle.

1.6. Einflisse von Calcium auf das Zytoskelett infizierter Zellen

Der Einstrom von Calciumionen in die Zelle im Rahmen von Infektionen kann zum
zytopathischen Effekt beitragen. Das Toxin B des Bakteriums Clostridium difficile
induziert den Einstrom von Calciumionen in die Zelle, was wiederum die Zerstérung
des Aktingerusts der infizierten Zelle einleitet (Gilbert et al., 1995). Auch bei viralen
Infektionen wurde ein derartiger Zusammenhang zwischen zytopathischen Effekten
und Calcium beschrieben. So bleibt der =zytopathische Effekt bei einer
Rotavirusinfektion aus, wenn unter -calciumfreien Bedingungen infiziert wird
(Michelangeli et al., 1991).

Bei der Infektion mit Poliovirus kann ein Anstieg der Calciumkonzentration im
Zytoplasma der infizierten Wirtszelle ab der zweiten bis dritten Stunde post
infectionem (pi) beobachtet werden, der bis auf das 10fache des Ausgangswertes
vier Stunden pi ansteigt. Die virale Translation findet sechs Stunden pi somit unter
drastisch veranderten Calciumbedingungen statt. Blockiert man die virale RNA-
Synthese, so bleibt der Calciumanstieg aus (Irurzun et al., 1995). Blockiert man die
L-lonen-Kanale fur Calcium der Wirtszelle mit Verapamil, einem in der Kardiologie

gebrauchlichen Calciumkanalblocker, so lasst sich die Replikation einiger Viren
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eindeutig inhibieren, hierzu zahlen das Cytomegalievirus (CMV) (Albrecht et al.,
1987), das Influenzavirus Typ A (Nugent KM & Shanley JD, 1984), das Masernvirus
und das Vacciniavirus (Shainkin-Kestenbaum et al.,1993).

Auch bei der Infektion mit CVB3 wurde ein verstarkter Calciumeinstrom ins
Zytoplasma im Rahmen der Virusreplikation gemessen. Der Calciumgehalt der
infizierten Zelle steigt nach ca. zwei Stunden pi an und zeigt die hdchste
Calciumkonzentration zwischen sechs und vierzehn Stunden pi. Dabei zeigen
diejenigen Zellen mit den hochsten Calciumkonzentrationen die deutlichsten
zytopathischen Effekte. Das virale Protein 2B gilt bei CVB3 als Promotor fur den
Calciumeinstrom im Rahmen der Infektion und es wird angenommen, dass der
Einstrom von Calcium Uber eine Veranderung der Membranpermeabilitat auch die
Ausschleusung der neu gebildeten viralen Partikel begunstigt (van Kuppeveld et al.,
1997).

1.7. Virusreplikation und Golgiapparat

Der Golgiapparat, welcher in der Zelle zwischen dem endoplamatischen Retikulum
und der Plasmamembran positioniert ist, besteht aus plattenartigen Zisternen
(Dictyosomen). Der Golgiapparat ist stark polarisiert, die cis-Seite steht mit dem
endoplamatischen Retikulum in Verbindung, wahrend die trans-Seite zur
Plasmamembran hin gerichtet ist. Im endoplamatischen Retikulum modifizierte
Proteine treten auf der cis-Seite in den Golgiapparat ein und werden auf ihrem Weg
zur trans-Seite weiter modifiziert und dann freigesetzt (Alberts et al., 1989). Bei der
Infektion von Vero-Zellen mit Poliovirus kommt es zu einem vollstandigen
Zusammenbruch des Golgiapparates der Zielzelle (Sandoval et al., 1997). Wird der
Transport viraler Proteine zwischen Golgiapparat und endoplasmatischem Retikulum
durch die Substanz Brefeldin A inhibiert, so lasst sich bei Poliovirus die Synthese

viraler Partikel inhibieren (Doedens et al., 1994).
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1.8. Ziel der Arbeit

Enteroviren, vor allem Coxsackieviren der Gruppe B, kdnnen bei bestimmten
Patienten nicht nur akute, sondern auch chronische Herzmuskelerkrankungen
auslosen, welche letztlich zum Krankheitsbild der dilatativen Kardiomyopathie flhren.
Bislang ist unklar, Uber welche Mechanismen eine Schadigung der infizierten
kardialen Zellen induziert wird. Insbesondere ist Uber die Interaktion von
Coxsackieviren mit dem Zytoskelett der permissiven Zielzellen bislang nur wenig

bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zum Verstandnis der Virus-Wirt-
Interaktion unter besonderer Berucksichtigung des Zytoskeletts und seiner
Schadigung im Rahmen der CVB3-Infektion zu leisten. Hierbei sollen die
Auswirkungen der CVB3-Replikation auf die spezifischen Kompartimente des
Zytoskeletts untersucht werden. Der Zeitpunkt, das Muster sowie die Spezifitat der
beobachteten Schadigungen werden hierzu mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
untersucht. Die Untersuchungen werden primar an CVB3-infizierten HelLa-Zellen
durchgefuhrt, da sie in der Literatur bereits als Modellsystem gut etabliert sind. Die
Ergebnisse sollen dann auf das in vivo Mausmodell der CVB3-Myokarditis

Ubertragen werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung zur Bedeutung einzelner
Zytoskelettbestandteile fir die virale Replikation. Hierbei soll die Replikationsrate von
CVB3 ermittelt werden, nachdem einzelne Zytoskelettanteile durch verschiedene
Substanzen spezifisch zerstort wurden. Ferner soll die Frage geklart werden, ob

CVB3 den Weg der zytoskelettabhangigen Proteinsynthese nutzt.

Weiterhin soll Uberprift werden, inwieweit der Calciumeinstrom in die Zelle fur den
zytopathischen Effekt von CVB3 entscheidend ist und ob durch die Blockierung der

Calciumkanale eine Senkung der viralen Replikationsrate erreicht werden kann.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit stellt die Untersuchung der Rolle des Golgi-Apparates
bei der Replikation von CVB3 dar. Durch eine gezielte chemische Inhibierung des
Golgiapparates soll uberpruft werden, ob CVB3 den Golgikomplex der Zielzelle im
Rahmen seiner Infektion benutzt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Agarose Seakem

Agarose Seaplaque
3-Aminopropyltriethoxysilan
Ammoniumacetat
Bacto-Trypton

Bovines Serumalbumin
Bovines Serumalbumin, RNase-und DNase frei
Bromphenolblau
Dextransulfat
Diethylpyrocarbonat
Dithiotreitol

Ethanol (EtOH)

Eosin G

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Entellan

Extran MA 01

Faramount

Ficoll

Formamid

Hamatoxylin

Hefeextrakt

Kristallviolett

Maxi-Prap Isolationskit
MRNA Isolationskit
Natriumdodecylsulfat

Neu Fuchsin-Substratsystem

Biozym
Biozym
Sigma
Merck
Difco
Merck
Pharmacia
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Dako
Sigma
Merck
Shandon
Serva
Merck
Qiagen
Dynal
Sigma
Dako
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OCT compound
Orange-G
Paraformaldehyd
PermaFIluor
Polyvinylpyrrolidon
Saponin

Sephadex G 50 Saulen
Silikonlésung
StreptAB/AP-Komplex
Xylencyanol FF

Alle weiteren Chemikalien wurden von Merck bezogen.

2.1.2. Zellkulturmedien und Zusatze

DMEM (suppl. mit Glucose, Glutamin und NaHCO3)

Foetales Rinderserum
Hepes
Penicillin-Streptomycin

Quadripermschalen

2.1.3. Enzyme

DNase |, RNase frei
Proteinase K
Restriktionsenzyme

RNAguard

SP6-und T7-RNA-Polymerasen
RNase A, DNase-frei

TissueTek
Sigma
Merck
Immunotech
Sigma
Sigma
Roche
Serva

Dako

Sigma

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Heraeus

Roche
Merck
Roche
Pharmacia
Roche

Roche
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2.1.4. Nukleotide und Nukleinsauren

Desoxyribonukleotide
Ribonukleotide
®S-UTP

Rabbit Liver t-RNA
Salmon Sperm DNA
Low range RNA-Marker
ox / Haelll

M Eco RI - Hindlll

2.1.5. Plasmide

pCVB3-R1

pSPT 18-Neo

2.1.6. Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a

2.1.7. Antikorper

Anti-Zytokeratin (Klon KL1)

Anti-Vimentin (Klon 3By)

Anti-a-Tubulin

Anti-CVB3 VP1 vom Kaninchen

Anti-CVB3 VP423 vom Kaninchen

Anti CVB3-Polymerase vom Kaninchen

Cy3-konjugierter anti-Maus 1gG-Antikorper aus der Ziege

Biotinylierter anti-Kaninchen-Antikérper

Perkin-Elmer
Pharmacia
NEN-Dupont
Sigma
Pharmacia
peglab

MBI Fermentas

MBI Fermentas

C. Hohenadl, MPI flr
Biochemie, Martinsried

Roche

Stratagene

Immunotech
Amersham
Amersham

K. Klingel, Tubingen
K. Klingel, Tubingen
K. Klingel, Tubingen
Amersham

Amersham
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Cy2-konjugiertes Streptavidin Amersham

Rhodamin-konjugiertes Phalloidin Sigma

2.1.8. Sonstiges

Blotting paper Whatman
Bottle-Top Filter Falcon
DAKO-Pen Dako
Deckglaschen Langenbrinck
Entwickler D19 Kodak
Fixogum Klebstoff Marabou
Filmemulsion NBT-2 Kodak
Fixierer Kodak
Objekttrager Langenbrinck
Roéntgenfiime NEN Dupont
2.1.9. Viren

cDNA generiertes CVB3 (Nancy strain), R. Kandolf, Tubingen

3x herzpassagiert

2.2. Methoden

2.2.1. Herstellung eines Virusstocks

Zur Herstellung eines Virusstocks wurden HelLa-Zellen in Kulturflaschen mit 1 plaque
forming unit (pfu) CVB3 infiziert und bis zur Zelllyse belassen. AnschlieRend wurden
die Kulturen 3x bei -20°C eingefroren und aufgetaut, um eine vollstandige Lyse der
Zellen zu erreichen und die Viruspartikel freizusetzen. Durch Zentrifugation bei 2500
U/min in einem Sorvall® RT 6000 D Rotor wurden Zelltriimmer vom virushaltigen
Uberstand abgetrennt, welcher bei —20°C eingefroren wurde. Der Titer des

virushaltigen Uberstandes wurde im Plaque-Test (s.u.) bestimmt.
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2.2.2. Zellkultur

2.2.2.1. Allgemeines zur Zellkultur

Es wurden zwei Zelllinien in dieser Arbeit verwendet: Die HeLa-Zelllinie ist eine in
der Virusforschung sehr haufig verwendete Zelllinie. Es handelt sich hierbei um
kultivierte humane Cervixcarcinom-Zellen. Bei Vero-Zellen, ebenfalls eine in der
Wissenschaft sehr gebrauchliche Linie, handelt es sich um kultivierte
Affennierenzellen. Beide Zelllinien sind CVB3-permissiv.

Hela- sowie Vero-Zellen wurden in Dulbeccos® MEM (DMEM) mit 10% Fotalem
Kalberserum, das mit Penicillin-Streptomycin versetzt war, gehalten und zweimal pro
Woche 1:7 (HelLa) bzw. 1:5 (Vero) gesplittet. Der Brutschrank hatte eine Temperatur

von 37°C, einen CO,-Gehalt von 5% und eine relative Luftfeuchtigkeit von 90%.

2.2.2.2. Splitten der Zellen

Das Splitten der Zellen fand unter einer sterilen Werkbank statt. Zum Splitten wurden
die Zellen nach dem Waschen mit 1xPBS mit einer 0,25% Trypsin / 0,01% EDTA-
Lésung bei 37°C fur 2 Minuten (min) von der Oberflache der Kulturflasche abgelost
und in 10 ml 1xPBS aufgenommen. Die Zellen wurden 5 min bei 1000 U/min
abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und die Zellen je nach Verdinnung in 7-9
ml DMEM® aufgenommen. 1 ml dieser Suspension wurde in eine neue Kulturflasche

gegeben, die 10-12 ml frisches Medium enthielt.

2.2.2.3. Anzucht der HelLa-Zellen auf Objekttragern

Zur Anzucht der Hela-Zellen auf Objekttragern wurden sterile, silanisierte Objekt-
trager (s.u.) verwendet, auf die 35 ul der 1:7 gesplitteten Zellen aufpipettiert wurden.
Die Zellen wurden 20-30 min zum Absetzen im Brutschrank inkubiert, anschliel3end
wurde Medium in die Quadriperm®-Schalen gegeben (5 ml pro Objekttrager) und die

Zellen Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.
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2.2.3. Invitro Infektion mit CVB3

2.2.3.1. CVB3-Infektion der auf Objekttrdgern angeziichteten Zellen

Am néchsten Morgen wurde der Zellspot mit einem DAKO®-Pen umrandet und 250l
Viruslésung mit einem Titer von 10" Viren/ml aufpipettiert, was einer Infektion mit 30
pfu entspricht. Die Viruslésung wurde 1 h zur Absorption auf den Zellen belassen
(Brutschrank), anschlieBend wurden pro Objekttrager 5 ml Medium (10% FCS, kein
Antibiotikum) dazugegeben und wiederum im Brutschrank inkubiert. Die Zeitangaben

post infectionem (pi) beziehen sich jeweils auf den Beginn der Inkubation mit Virus.

2.2.3.2. Fixierung der Zellen

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Objekttrager aus den Quadriperm®-
Schalen genommen und in Kivetten 3x5 min in 1xPBS gewaschen. Anschliel}end
erfolgte die Fixierung je nach Verwendungszweck mit:

- Aceton bei -20°C flr 4 min oder

- Methanol bei -20°C fur 5 min oder

- 2% Paraformaldehyd in PBS bei 4°C fur 15 min, anschlieRend kurzes Eintauchen in
destilliertes Wasser.

Die fixierten Zellen wurden luftgetrocknet und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4. Immunhistochemische Farbungen

2.2.4.1. Antikdrper, Chemikalien und Losungen

Folgende Antikdrper, Chemikalien und Lésungen fanden bei der Darstellung durch

Immunfluoreszenzmikroskopie Verwendung:

1) Primarantikorper

a) monoklonale Antikrper gegen Zytoskelettstrukturen:

- anti-Zytokeratin (Klon KL1, Immunotech®)

- anti-Vimentin (Klon 3B4, Amersham®)

- anti-a-Tubulin (Amersham®)

b) polyklonale Antikérper gegen CVB3-Hullproteine (VP1, VP432)
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- anti-CVB3 VP1 vom Kaninchen (K. Klingel, Tlbingen)
- anti-CVB3 VP423 vom Kaninchen (K. Klingel, Tibingen)
c) polyklonale Antikorper gegen CVB3-Polymerase

- anti-CVB3-Polymerase vom Kaninchen (K. Klingel, Tubingen)

2) Sekundarantikorper:

a) Cy3-konjugierter anti-Maus IgG-Antikdrper aus der Ziege (Amersham®)

b) biotinylierter anti-Kaninchen-Antikdrper (Amersham®)

3) Cy2-konjugiertes Streptavidin (Amersham®)

zur Detektion der biotinylierten Antikorper (CVB3 Proteindarstellung)

4) Rhodamin-konjugiertes Phalloidin (Sigma®)

zur F-Aktin-Darstellung, Fixierung der Zellen mit Aceton

5) Saponin (Sigma®)

zur Permeabilisierung der Zellen
6) TBS (Tris-buffered Saline) Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,6
150 mM NaCl

2.2.4.2. Protokoll zur immunhistochemischen Darstellung von zellularen und viralen

Proteinen

a) Die Farbung zum Nachweis der Zytoskelettproteine Keratin, Vimentin und

o-Tubulin  sowie viraler Hdullproteine im Doppelmarkierungsverfahren wurde

folgendermalden durchgeflhrt:

1.
2.

Nach dem Auftauen der Zellen 5 minutige Rehydratation mit TBS
Vorinkubation (20 min) in TBS mit 2% bovinem Serumalbumin, 0,1% Saponin
und 3% normalem Ziegenserum

Verdunnung und zeitgleiche Inkubation der Primarantikorper in TBS mit 2%
bovinem Serumalbumin und 0,1% Saponin

- anti-Zytokeratin 1:300 (Fixierung Aceton, Inkubationszeit 1h) oder

- anti-Vimentin 1:200 (Fixierung Aceton, Inkubationszeit 1h) oder
-anti-a-Tubulin 1:200 (Fixierung Methanol, Inkubationszeit 1h)

sowie

-anti-CVB3-VP1oder anti-CVB3-VP423 (jeweils 1:400, Fixierung Aceton oder

Methanol, Inkubationszeit 1h)
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4. 3x waschen jeweils 5 min in TBS mit 0,1% Saponin

5. Verdinnung der Sekundarantikérper (Cy3-konjugierter anti-Maus IgG

Antikorper aus der Ziege, 1:400 zur Darstellung der Zytoskelettproteine;

biotinylierter anti-Kaninchen-Antikorper, 1:200 zur Darstellung viraler

Hullproteine) in TBS und 2% bovinem Serumalbumin und 0,1% Saponin

6. Inkubation der Sekundarantikérper, Inkubationszeit 1h.

7. 3x waschen jeweils 5 min in TBS mit 0,1% Saponin

8. Biotin-Detektion mit Cy2-konjugiertem Streptavidin 1:100 verdinnt in TBS mit
2% BSA und 0,1% Saponin, Inkubationszeit 30 min

9. 2x waschen jeweils 5 min in TBS mit 0,1% Saponin

10. Einbetten der Zellen mit PermaFluor®

b) Protokoll der Darstellung des F-Aktingerustes mit Rhodamin-Phalloidin:

1. Nach dem Auftauen der Zellen 5 minitige Rehydratation mit TBS.

2. Vorinkubation (20 min) in TBS mit 2% bovinem Serumalbumin, 0,1% Saponin

und 3% normalem Ziegenserum

3. Verdunnung und Inkubation des Rhodamin-Phalloidin in TBS mit 2% bovinem

Serumalbumin und 0,1% Saponin 1:1200 (Fixierung in Aceton, 20 min)

4. 2 x waschen jeweils 5 min in TBS mit 0,1% Saponin

5. Einbetten der Zellen mit PermaFIluor®

Tabelle 2:  Ubersicht iber die verwendeten Primér- und Sekundarantikérper
Priméarantikorper |Sekundaranti- Tertidrmarkierung
korper
Anti-Zytokeratin Cy3-Anti-Maus-IgG
Keratin
Anti-Vimentin Cy3-Anti-Maus-1gG
Vimentin
o-Tubulin Anti-a-Tubulin Cy3-Anti-Maus-IgG
Rhodamin-
F-Aktin Phalloidin
Anti-CVB3-VP1/ Biotinyliertes  anti- | Cy2-konjugiertes
CVB3-Proteine VP423 bzw. anti-|Kaninchen-1gG Streptavidin

CVB3-Polymerase
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2.2.5. Ein-Schritt-Wachstumskurven

2.2.5.1. Anzucht, Infektion und Virusgewinnung

Zur Erstellung der Ein-Schritt-Wachstumskurven wurden Hela-Zellen in 24-well
Kulturschalen Uber Nacht angezuchtet. Nach Abnahme des Mediums und
einmaligem Waschen mit PBS wurden 50 ul der Viruslésung (20 pfu) auf die Zellen
gegeben und 1 h zur Absorption bei Raumtemperatur unter sanftem Schwenken auf
dem Zellrasen belassen. Anschliellend wurde die Viruslosung abgenommen, 1x mit
PBS gewaschen, 300 pl Medium dazugegeben und im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

2.2.5.2. Virustiterbestimmung aus Uberstand

Nach definierten Zeitpunkten wurde Medium abgenommen und durch kurzes Zentri-
fugieren von Zelltrimmern befreit. Aus diesem Medium wurde mittels Plaque-Test

(s.u.) die Virusfreisetzung bestimmt.

2.2.5.3. Intrazellularer Virusgehalt

Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, von der Kulturschale abgeschabt und
anschlie3end in 200 ul PBS aufgenommen. Nach Abzentrifugieren der Zellen wurde
das PBS abpipettiert und die Zellen in Medium resuspensiert. Um das intrazellulare
Virus freizusetzen wurden die Suspension dreimal bei —20°C gefroren und aufgetaut,
die Zelltrtmmer abzentrifugiert und der intrazelluldre Virusgehalt aus dem Uberstand

durch Plaque-Test (s.u.) bestimmt.

2.2.5.4. Bestimmung des Virustiters im Plaque-Test

Mit dem Plaque-Test (Kandolf et al., 1985) laldt sich der Virustiter in einer Losung
bestimmen. Hierzu wurden Vero-Zellen in 6er Kulturschalen ausgesat und bei 80-
90% Konfluenz fur den Plaque-Test verwendet. Die Viruslosung wurde in 1x

DMEM® in den Verdiinnungsstufen 10" bis 10 verdiinnt.

Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und die Zellrasen mit je 200 pl einer
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Verdlinnungsstufe der zu titrierenden Virusldsung Uberschichtet. Nach 45 min
Inkubationszeit unter sanftem Schwenken wurden die Zellrasen mit 2 ml Plaque-

Assay-Medium DMEM®/1% low melting Sea-Plaque-Agarose {iberschichtet.

Plague-Test-Medium

Mischung 1:1 aus
2x DMEM® 37°C und 2% Sea-Plaque-Agarose® (low melting)
10% FCS 30 mM MgCl,

autoklaviert und auf 55°C vorgewarmt

Nach 48h Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden die Zellen durch Zugabe von

2ml eiskalter 5% Trichloressigsaure fur 1h bei 4°C fixiert.

Nach dem Fixieren wurde die Agaroseschicht mit Wasser ausgespult und die Zellen

mit Kristallviolett gefarbt. Da Kristallviolett nur lebende Zellen anfarbt, sind die

Bereiche mit den durch die Virusinfektion abgetdteten Zellen als klare Plaques auf

dem violetten Zellrasen zu erkennen (siehe Abb. 3). Jeder Plaque ist auf ein

infektioses Partikel zurtickzufihren und die Konzentration der Viruslésung kann nun

durch Multiplikation der Plaqueanzahl mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor

errechnet werden. Da man nur 200 pl der Virusverdinnung auf die Zellrasen

pipettiert hatte, mul} das Ergebnis noch mit dem Faktor 5 multipliziert werden, um die

Einheit pfu/ml zu erhalten (pfu = plaque forming unit).

Kristallviolettldsung

1. 5 g Kiristallviolett werden in 100 ml Formalin und
200 ml Ethanol gel6st

2. Dazugegeben werden 700 ml dH,0
35 ml 2M Tris-Base
10 g CaCl,
3. Die Lésung wird mit dH.O auf 2000 ml aufgefillt.
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Abb. 3: Plaque-Test: Dargestellt ist die Plaguemorphologie der cDNA-generierten,
3xherzpassagierten CVB3-Variante auf Vero-Zellen (A), Negativkontrolle (B).

2.2.6. Nachweis von CVB3 RNA durch in situ Hybridisierung

2.2.6.1. Vorbehandlung der Objekttréager

Glasobjekttrager wurden 24 h in 10% wassriger Extran® MA 01-Lésung belassen und
anschlieBend mit destillietem Wasser gespult bis keine Schaumbildung mehr
erfolgte. Danach wurden die Objekttrager einmal in bidestilliertes, autoklaviertes
Wasser getaucht und 8 h bei einer Temperatur von 180°C gebacken. Nach dem
vollstandigen Abkuhlen wurden die Objekttrager fur 10 Sekunden (sec) in 2%ige,
wassrige 3-Aminopropyltriethoxysilanlésung getaucht. Das Uberschissige Silan
wurde anschlie®end durch zweimaliges Waschen mit Aceton entfernt, daran schloss
sich ein letztes Spulen mit bidestilliertem, autoklavierten Wasser an. Die silanisierten

Objekttrager wurden bei 40°C getrocknet und anschlieRend staubfrei aufbewahrt.

2.2.6.2. Vorbehandlung der Deckglaschen

Nach 30minitigem Waschen in 2%iger Essigsaure wurden die Deckglaschen mit
bidestilliertem, autoklaviertem Wasser gespult, kurz in 100%igem Ethanol
geschwenkt und dann auf einem Filterpapier ausgelegt. Nach dem Trocknen folgte
das Eintauchen in eine Silikonldsung und das Auslegen in einer grof3en, mit
gebackener Alufolie ausgelegten Glasschale. In dieser wurde das Silikon bei 100°C
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1h lang eingebrannt. Die Deckglaschen wurden trocken und staubfrei aufbewahrt.

2.2.6.3. Herstellung der CVB3-RNA-Hybridierungssonde

Zum Nachweis viraler Plusstrang-RNA von CVB3 mittels in situ Hybridisierung
wurde eine strangspezifische CVB3-RNA-Sonde verwendet. Hergestellt wurde diese
durch in vitro Transkription mit SP6 RNA Polymerase des mit Smal linearisierten
Plasmides pCVB 3-R1, welches 7128 Nukleotide des CVB3 Genomes enthalt, was
98% des Gesamtgenomes entspricht (Hohenadl et al., 1991). Zum Nachweis
unspezifischer Bindungen wurde als Kontrollsonde das mit Smal linearisierte Plasmid
pSPT 18-Neo, dessen 760 bp umfassendes Insert fur die Neomycin-Resistenz
kodiert, mit SP6 RNA-Polymerase transkibiert. Hierdurch erhalt man 760 Nukleotide
umfassende Minusstrang-Transkripte des Neomycin-Resistenzgens, welche, als

Kontrollsonde eingesetzt, keine spezifischen Bindungen eingehen.

2.2.6.4. Radioaktive Markierung der RNA-Sonden

Um radioaktiv markierte CVB3-Minusstrang-Transkripte zum Nachweis von CVB3-
Plusstrang-RNA zu erhalten, wurden fiir die Transkription jeweils 250 uCi **S-UTP
mit einer Aktivitat von 1300 Ci/mmol in einer Vakuumzentrifuge eingedampft. Das
Pellet wurde in 10 ul Transkriptionslésung aufgenommen. Nach Zugabe von 1 pg
linearisierter Plasmid DNA und 20 Einheiten SP6 RNA-Polymerase wurde alles
gemischt und und Ansatz bei 37°C 90 min inkubiert.

Transkriptionsansatz (Endkonzentrationen)

40 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mM DTT

6 mM MgCl,

2 mM Spermidin

100 mg/ml BSA (RNAse-und DNAse-frei)
500 uM ATP

500 uM CTP

500 uM GTP
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25 M *S-UTP
1 U RNAguard

Nach Inkubation wurde der Ansatz mit Diethylpyrocarbonat behandeltem,
bidestilliertem Wasser (depc-Wasser) auf 50 ul aufgeflllt und die Plasmid-DNA mit
20 Einheiten DNAse | bei 37°C 20 Min verdaut. AnschlieRend wurden die nicht
eingebauten Nukleotide durch Sephadex® G50 Saulenzentrifugation abgetrennt und
eine Phenolextraktion durchgefihrt, um Proteinverunreinigungen zu entfernen (s.u.).
Nach Fallung der RNA mit 1/10 Volumen 8mM LiCl und 3 Volumen absolutem
Ethanol folgte eine alkalische Hydrolyse der RNA (s.u.). Anschliellend wurde die
RNA in depc-Wasser geldst, dem 10mM DTT als Oxidationsschutz zugegeben
wurde. Die Aktivitat der Proben wurde in einem Szintillationszahler (Packard Tri-Carb
1600 TR®) bestimmt. Die Lange der RNA-Fragmente wurde durch Agarose-

gelelektrophorese und anschliel3ender Autoradiographie bestimmt.

2.2.6.5. Sephadex® G50 Saulenzentrifiugation

Nicht eingebaute Nukleotide kdnnen aus einem in vitro Transkriptionsansatz mit Hilfe

von ,Sephadex® G50 Quick spin columns® von Boehringer entfernt werden. Die
Saulen wurden unten und oben gedffnet, so dass der Puffer, in dem das Sephadex®
aufgenommen ist, ablaufen kann. Es folgte eine zweiminutige Zentrifugation mit 3200
rpm in einem Sorvall® H1000B-Rotor. AnschlieBend wurden die Proben auf die Saule
aufgetragen und 4 min bei 3200 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde phenolisiert, die

Saule mit den nicht eingebauten Nukleotiden verworfen.

2.2.6.6. Limitierte alkalische Hydrolyse der radioaktiv markierten RNA

RNA kann durch Inkubation in alkalischen Losungen partiell hydrolysiert werden.
Hierzu erfolgte eine Inkubation in 40 mM NaHCO; (pH 10,2) bei 60°C. Dadurch
wurde die in nahezu voller Lange transkribierte CVB3-antisense-RNA (7128 bp) in
100-500 Nukleotide umfassende Fragmente zerlegt. Nach einer Inkubationszeit von
von 20 Min wurde der Ansatz durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natriumacetat pH
4,9 neutralisiert und mit 3 Volumen absolutem Ethanol gefallt. Nach zweimaligem

Waschen des RNA-Pellets mit 70%igem Ethanol und dem Trocknen in einer
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Vakuumzentrifuge wurde die RNA in 50ul depc-Wasser mit 10mM DTT als

Oxidationsschutz aufgenommen.

2.2.6.7. RNA-RNA in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung ermdglicht es, virale RNA in einem Gewebeschnitt oder
einer kultivierten Zelle zu markieren und somit nicht nur nachzuweisen, sondern auch
zu lokalisieren. Die Hybridisierung mufy unter RNAse-freien Bedingungen stattfinden.
Alle Lésungen, die bei der in situ Hybridisierung verwendet wurden, waren deshalb
mit RNAse-freien Chemikalien unter Verwendung von bidestilliertem, autoklavierten
Wasser hergestellt worden. Ebenso wurden samtliche Glaser zuvor bei 180°C 8h
lang gebacken. Bei allen Vorbereitungsarbeiten wie auch wahrend der Hybridisierung
mussten puderfreie Handschuhe getragen werden, um eine Kontamination mit

RNAsen zu verhindern.

Puffer und Losungen:

20 X SSC: 3 M NacCl
0,35 M tri-Natriumcitrat

Puffer fur den
Proteinase K Verdau: 20 mM Tris-HCI, pH 7.4
2 mM CacCl,

Puffer fir den
RNAse A Verdau: 0,5 M NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

2.2.6.8. Permeabilisierung der Zellen

Die Zellen wurden einer enzymatischen und chemischen Denaturierung unterzogen.
Damit sollte der Eintritt der radioaktiv markierten RNA-Sonden ins Gewebe erleichtert

werden.
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Zur Permeabilisierung werden die Zellen folgendermal3en behandelt:

20 sec bidestilliertes, autoklaviertes Wasser

20 min 0,2 N Salzsaure

20 sec bidestilliertes autoklaviertes Wasser

30 min 2 x SSC bei 70°C

20 sec bidestilliertes, autoklaviertes Wasser

15 min Puffer fur 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

Nach dieser Behandlung wurden die Zellen bei 37°C ca. 30 min getrocknet.

2.2.6.9. Hybridisierung der Zellen

Die permeabilisierten Zellen wurden nach dem Trocknen mit 14 ul Hybridisierungs-
[6sung Uberschichtet und anschlieRend mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die
Deckglaschen wurden mit Fixogum® abgedichtet und bei 42°C 18 h im Dunkeln
inkubiert.

Hybridisierungslésung

3 x 10° cpm/Zellspot in vitro transkribierte, hydrolysierte CVB3-*S-RNA-Sonde

oder

3 x 10° cpm/Zellspot in vitro transkribierte **S -Kontroll-RNA

50% deionisieres Formamid

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

1 mM EDTA, pH 7,2

200 ug sonifizierte Salmon Sperm DNA/mI

100 ng t-RNA (Kaninchenleber)/ml

Es erfolgte eine grundliche Mischung der Bestandteile, anschlielend wurde das
Gemisch 5 Min auf 100°C erhitzt und sofort fir 10 min auf Eis gestellt. Hiernach
wurden folgende Bestandteile zugegeben und erneut grindlich gemischt:

600 mM NaCl
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10% Dextransulfat

0,05% bovines Serumalbumin, RNAse- und DNAsefrei
0,02% Ficoll

0,02% Polyvinylpyrrolidon

0,02% Dithiotreitol

0,1% Natriumdodecylsulfat

2.2.6.10. Posthybridisierung

Nach der 18stundigen Inkubationszeit wurden die Deckglaschen durch Abziehen des
Fixogums® vorsichtig abgeldst. Die Reste der Hybridisierungslésung wurden durch
folgende Waschschritte von den Zellen entfernt:

2 x 10 Min SSC

30 Min 2 x SSC/50% Formamid bei 42°C

30 Min RNAse Verdau Puffer mit 20 ug/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

Nach diesen Waschschritten wurden die Zellen erneut bei 37°C getrocknet.

2.2.6.11. Autoradiographie

Mittels Autoradiographie erfolgte der Nachweis der 3°S-markierten Hybride
bestehend aus viraler RNA und RNA-Sonde. Da diese Arbeiten mit Filmemulsion
durchgefuhrt werden, mussten sie in der Dunkelkammer erfolgen.

Die Filmemulsion wurde vor Gebrauch in einem Wasserbad bei 43°C verflissigt,
dann mit Ammoniumacetat (300mM) in einem Verhaltnis von 3:1 gemischt und durch

einen Gazestreifen filtriert. Die Objekttrager wurden durch Eintauchen in die
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Filmemulsion befiimt und anschlieRend in einen Objekttragerkasten eingeordnet, die
zur Aufnahme von Restfeuchtigkeit je ein Sackchen Silikatgel enthielten. Die Objekt-
tragerkasten wurden lichtdicht verpackt und die Zellen zwei Tage bei Raum-

temperatur exponiert und anschlieend 4 Wochen bei 4°C aufbewahrt.

2.2.6.12. Entwicklung der Autoradiographien

Die Entwicklung fand in der Dunkelkammer unter Rotlichtbeleuchtung statt. Hierzu
wurden die Objekttrager in Objekttragerstander umsortiert und wie folgt behandelt:

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

20 sec destilliertes Wasser

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

5 min destilliertes Wasser

2.2.6.13. Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Zur lichtmikroskopischen Auswertung wurden die entwickelten Praparate mit

Hamatoxilin und Eosin G unter Verwendung des folgenden Protokolls angefarbt:

2 min destilliertes Wasser

4 min Hamatoxilinlésung

10 sec destilliertes Wasser

4 min flielendes Leitungswasser

10 sec destilliertes Wasser

30 sec 1%ige, wassrige Eosin G-Lésung

3 x 15 sec destillieres Wasser

2 x 15 sec 70% Ethanol

2 x 15 sec 90% Ethanol 2 x 15 sec 100% Ethanol
3 x 5 min Xylol

Nach der Farbung wurden die Zellen mit Entellan® eingedeckt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Virusspezifische Verdnderungen des Zytoskeletts im Verlauf der
CVB3-Infektion

Wie elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt haben, geht die Replikation
von CVB3 im Herzmuskel infizierter Mause einher mit einer schweren Schadigung
des kontraktilen Apparates der Myozyten (Klingel et al. 1998). Im Verlauf der
Infektion kommt es in Herzmuskelzellen zu einer ausgepragten Rarefizierung des
kontraktilen Apparates, welche vermutlich entscheidend ist flr die hamodynamische

Dysregulation bei der enteroviralen Myokarditis.

. -4 'f}-ﬁ,. 200 N

ST T S 1)

Abb. 4: CVBS-infizierte murine Myozyten weisen einen ausgedehnten Verlust an
Myofibrillen auf wie elektronenmikroskopisch gezeigt (K. Klingel, nicht publiziert).

Auch andere CVB3-permissive Zellen wie z.B. HelLa-Zellen oder Vero-Zellen zeigen
eine fiir die Enterovirusinfektion typische Anderung der Morphologie, welche in
kultivierten Zellen mikroskopisch durch Abrundung gekennzeichnet ist (=
zytopathischer Effekt, CPE) (Cordell-Stewart & Tylor, 1971). Zur Identifikation
derjenigen Kompartimente des Zytoskeletts, welche mit der Replikation von CVB3
interferieren, wurden zunachst CVB3-infizierte HelLa-Zellen mittels immunhisto-
chemischen  Doppelmarkierungsverfahren  untersucht, wobei jeweils ein
Zytoskelettbestandteil und parallel hierzu virale Proteine markiert wurden. Dargestellt
wurden die Intermediarfilamente Keratin und Vimentin, a-Tubulin als Bestandteil der

Mikrotubuli sowie F-Aktin als Bestandteil der Mikrofilamente.
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3.1.1. Immunhistochemische Darstellung von Intermediarfilamenten in uninfizierten
und CVB3-infizierten HelLa-Zellen

a) Keratin

Nicht-infizierte HelLa-Zellen erscheinen in der Immunfluoreszenzmikroskopie nach
Anfarbung des Keratins als teils rautenformige, teils vieleckige, flach anmutende
Zellen. Die Keratinfilamente stellen sich als feine Faden dar, welche die ganze Zelle
durchziehen und ein komplexes Geflecht bilden, das sich teilweise in der Zellmitte
etwas zu verdichten scheint (Abb. 5). Die infizierten Zellen hingegen zeigen nicht
mehr die klassische HelLa-Zellform, sondern imponieren als deutlich kleineres,
kugelformiges Gebilde (Abb. 6). Zwar sind die Keratinfilamente noch zu erkennen,
sie scheinen jedoch nicht mehr so geordnet und gegenuber der uninfizierten HelLa-
Zelle in ihrer Struktur verdichtet zu sein. Auf der rechten Seite von Abb. 6 sind die

viralen Hullproteine (CVB3 VP423) im Doppelmarkierungsverfahren dargestellt.

Abb. 5: Keratingerust nicht-infizierter Hela-Zellen.

Abb. 6: Darstellung des Keratingerusts (linke Abb.) und simultaner Nachweis von
CVB3-Hullproteinen (VP432) (rechte Abb.) in HeLa-Zellen 5 h pi.
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b) Vimentin

Auch bei der Darstellung des Vimentingerusts uninfizierter HeLa-Zellen fallt zunachst
die fur diese Zelllinie typische Form auf. Das Vimentingerust selbst erscheint in der
immunhistochemischen Darstellung nicht so klar strukturiert wie z.B. das
Keratingerust. Einzelne Filamente sind nicht deutlich voneinander abzugrenzen, eine
eindeutige Anordnung des Vimentingerusts lasst sich nicht klar erkennen (Abb. 7).
Nach Infektion mit CVB3 zeigt sich auch in der Anfarbung der Vimentinfilamente eine
deutliche Abrundung und eine scheinbare Verkleinerung der HelLa-Zellen, die mit
einer ungerichteten Verdichtung des Vimentins im Vergleich zu den uninfizierten
Zellen einhergeht (Abb. 8).

Abb. 7: Vimentingerust nicht-infizierter HeLa-Zellen.

Abb. 8: Darstellung des Vimentingerusts (linke Abb.) und Nachweis von CVB3-
Hullproteinen (VP432) (rechte Abb.) in HeLa-Zellen 5 h pi.
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3.1.2. o-Tubulin

Das Gerust bestehend aus a-Tubulin stellt sich in den uninfizierten HelLa-Zellen als
aulerst feines Geflecht aus Filamenten dar, welches die typische Rautenform der
HelLa-Zelle exzellent zum Vorschein bringt. Im Bereich des Zellkernes findet sich
eine deutliche Aussparung der Filamente (Abb. 9).

Die CVB3-infizierten Zellen zeigen wiederum eine deutliche Abrundung. Die feine
Struktur des o-Tubulins verdichtet sich zu einer fast homogenen Masse. Auch die
Aussparung des Zellkernes ist nicht mehr so deutlich wie bei uninfizierten Zellen zu
erkennen (Abb. 10).

Abb. 9: Das a-Tubulingerust nicht-infizierter HeLa-Zellen.

Abb. 10: Darstellung des a-Tubulingerusts (linke Abb.) und Nachweis von CVB3-
Hullproteinen (VP432) (rechte Abb.) in HeLa-Zellen 5 h pi.
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3.1.3. F-Aktin

Das F-Aktingerust reflektiert die Darstellung der Mikrofilamente der uninfizierten
HelLa-Zelle. Einzelne F-Aktinfilamente lassen sich deutlich voneinander abgrenzen
und das F-Aktin erscheint relativ strukturiert Uber die ganze Zelle verteilt (Abb. 11).

Ein ganzlich anderes Bild findet sich bei CVB3-infizierten Zellen. Das Zellinnere wirkt
ausgehohlt, das Aktingerust scheint vollkommen zusammengebrochen zu sein. Die
wenigen F-Aktinfilamente finden sich verklumpt am Zellrand, eine deutliche Form der
Zelle ist nicht mehr zu erkennen; aus den anderen Zytoskelettdarstellungen wissen

wir aber, dass sie zu diesem Zeitpunkt eine Kugelform angenommen hat (Abb. 12).

Abb. 11: Das F-Aktingerist uninfizierter HeLa-Zellen.

Abb. 12: Das F-Aktingerust infizierter HeLa-Zellen 5 h pi (Zellen rechts). Die Pfeile
deuten auf zwei nicht-infizierte HeLa-Zellen mit erhaltener Struktur.
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3.2. Differenzierung zwischen Stress- und Virus-spezifischen

Verdnderungen des Zytoskeletts im Rahmen der CVB3-Infektion

Um bei den in 3.1. beschriebenen Veranderungen des Zytoskeletts zwischen
unspezifischen zellularen ,Stressreaktionen® und Veranderungen im Rahmen der
viralen Replikation unterscheiden zu koénnen, wurden uninfizierte Hela-Zellen
osmotischen und thermischen Stressbedingungen ausgesetzt.

Zur Erzeugung einer osmotischen Stressreaktion wurden die Zellen fir 45 min in
10xPBS inkubiert. 10xPBS hat eine deutlich héhere lonenkonzentration im Vergleich
zu normalem Inkubationsmedium und wirkt somit stark osmotisch. Nach der
45minatigen Inkubation wurden die Zellen fixiert.

Der thermische Stress wurde bei 42°C im Wasserbad (45 min) erzeugt.
Normalerweise erfolgte die Inkubation der Zellen bei 37°C, somit ergibt sich eine
Temperaturdifferenz von 5°C, wobei die Temperatur von 42°C der fiir humane Zellen

kritischen Temperatur entspricht.

3.2.1. Intermediarfilamente unter osmotischem und thermischem Stress

Sowohl in der Darstellung von Keratin als auch von Vimentin lie3 sich unter
osmotischem und thermischem Stress die beschriebene Abrundung der Zellen sowie
eine Verdichtung der Filamente beobachten, die mikroskopisch derjenigen bei der
CVB3-Infektion entsprach (vgl. Abb. 6 und 8). Die Veranderungen des Keratin- und
des Vimentingerlsts der HelLa-Zellen reflektieren somit keine virusspezifische
Reaktion, sondern stellen vielmehr zellspezifische Reaktionen auf Stressoren

verschiedener Genese dar.

3.2.2. a-Tubulin unter osmotischem und thermischem Stress

Auch das Tubulingerust zeigte unter osmotischem und thermischem Stress die schon
bei der Infektion beobachtete Abrundung der Zelle und eine primar perinukleare
Verdichtung der Filamente (vgl. Abb. 10). Somit deuten auch die Veranderungen im
a-Tubulingerist eher auf eine zellspezifische Stressreaktion als auf eine

virusspezifische Reaktion hin.
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3.2.3. F-Aktin unter osmotischem und thermischem Stress

Das Aktingerust zeigte unter osmotischem und thermischem Stress zwar eine leichte
Formveranderung der Zelle (Abb. 13), die bei der Infektion mit CVB3 beobachtete
Aushohlung der Zellen, der vollstandige Zusammenbruch des Aktingerusts sowie die

Verklumpung der Filamente an den Zellrandern blieb jedoch aus (vgl. Abb. 12).

Abb. 13: Darstellung der Aktinfilamente nach thermischem Stress. Die HelLa-Zellen
wurden vor der Fixation 45 min lang bei 42°C inkubiert.

Auch entsprachen die sichtbaren strukturellen Veranderungen des Aktingerusts nach
Inkubation mit aktinschadigenden Substanzen wie Cytochalasin D den in Abb. 13
gezeigten und nicht denjenigen, wie sie im Rahmen der CVB3-Infektion gesehen
wurden. Die unter 3.1.3. dargestellten Veranderungen im Aktingerist scheinen
demzufolge einen Befund zu reprasentieren, der spezifisch im Rahmen der

Virusreplikation auftritt.

3.3. Zeitlicher Verlauf der Schadigung des Aktingeriists im Rahmen der
Infektion mit CVB3

3.3.1. Darstellung von Aktinfilamenten im Verlauf der Infektion

Um den zeitlichen Verlauf der zellularen Aktinschadigung durch CVB3 darstellen zu

konnen, wurden Praparate im stindlichen Abstand nach CVB3-Inkubation
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angefertigt. Im Zeitraum zwischen 2 und 4 h pi wurden zusatzlich nach jeder weiteren
halben Stunde Praparate angefertigt.

Wahrend 1.5 h pi noch keine und auch 2.5 h pi noch keine deutliche Anderung des
Aktingerusts zu erkennen ist, lassen sich 3 h pi bereits ausgepragte strukturelle
Veranderungen darstellen, welche sich in der Fragmentierung der Aktinfilamente
prasentieren (Abb. 14). Diese Veranderungen schreiten weiter fort und resultieren
letztlich in einer volligen Verklumpung der Filamente an den Zellrandern (5 h pi). Es
ist also davon auszugehen, dass die Aktinschadigung zwischen 2 und 3 h pi beginnt,
wobei dieser Zeitraum mit der Synthese der viralen Proteine im Rahmen des

Replikationszyklus korreliert (Rueckert, 1996).

Abb. 14: Das Aktingerust von CVB3-infizierter HeLa-Zellen 1.5 h (links oben), 2.5 h pi
(rechts oben), 3 h pi (links unten) und 5 h pi (rechts unten).

3.3.2. Nachweis viraler RNA in HeLa-Zellen wahrend der friihen Phase der Infektion

Mittels in situ Hybridisierung lasst sich bereits 2 h pi intrazellulare virale RNA
nachweisen, die 3 h pi noch deutlich zunimmt (Abb. 15). Da zu diesem Zeitpunkt
noch keine Schadigung des Aktingerusts sichtbar wird, kann man davon ausgehen,

dass das Aktingerust weder bei der Virusaufnahme noch wahrend der frihen Phase
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der RNA Synthese zerstort wird, sondern erst spater wahrend der Synthese viraler
Proteine (3 h pi).

Abb. 15: Nachweis viraler RNA 2 h pi (linke Abb.) und 3 h pi (rechte Abb.) mittels
radioaktiver in situ Hybridisierung.

3.4. Einflull von CVB3 auf das Zytoskelett von Myozyten

Um einen moglichen Zusammenhang der von uns in CVB3-infizierten HelLa-Zellen
gezeigten spezifischen Veranderungen des Aktingerusts mit der durch Enteroviren
induzierten Kardiomyopathie aufzuzeigen, gingen wir der Frage nach, ob CVB3-

infizierte Myozyten ebenfalls einen Zusammenbruch des AktingerUsts zeigen.

3.4.1. Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an kultivierten

Rattenmyozyten

Rattenmyozyten zeigen im uninfizierten Zustand in der Darstellung mittels Phalloidin

eine deutliche und gerichtete Aktinstruktur (Abb. 16).

Nach einer 12-stindigen Infektion mit CVB3 lassen sich folgende Veranderungen im

Aktingerust feststellen:

—> die gerichtete Aktinstruktur ist nicht mehr erkennbar, einzelne Filamente lassen
sich in ihrem Verlauf nicht mehr verfolgen.

- das AktingerUst erscheint fraktioniert.

- die einzelnen Filamente des Aktingerusts scheinen sich stellenweise zu
verklumpen (Abb. 17).
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Somit lassen sich die in HeLa-Zellen beobachteten Veranderungen des Aktingerusts

auf kultivierte Rattenmyozyten Ubertragen, auch in Myozyten finden sich die flr eine

Infektion mit CVB3-spezifischen strukturellen Schadigungen des Aktingerusts.

Abb. 16: Das Aktingerust kultivierter Rattenmyozyten in der Immunfluoreszenzdar-
stellung mittels Phalloidin zeigt eine gerichtete Struktur.

Abb. 17: Das Aktingerust kultivierter CVB3-infizierter Rattenmyozyten erweist sich
12 h pi als fragmentiert und unkoordiniert.
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3.4.2. Untersuchung der Aktinstruktur in Herzmuskelzellen in vivo am Mausmodell
der CVB3-Myokarditis

Zur Untersuchung der Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse aus der Zellkultur auf in
vivo Modelle haben wir Myokardschnitte von ABY/SnJ-Mausen 4 Tage pi mit CVB3
auf strukturelle Veranderungen untersucht. Zu diesem Zeitpunkt nach
Virusinokulation ist virale RNA in Myozyten bereits nachweisbar, allerdings finden
sich histologisch noch keine mononukledren Entzindungszellinfiltrate (Klingel et al.,
1992), so dass eine potentielle Schadigung der Myozyten ausschliellich durch den
virusinduzierten zytopathischen Effekt bedingt sein kann. In der Aktindarstellung der
Mausherzschnitte finden sich zwischen scheinbar intakten Myozyten Areale, die in
ihrem Gehalt an F-Aktinfilamenten deutlich reduziert erscheinen und fast wie Locher
im Myokard anmuten (Abb. 18, linke Seite). Den Beleg, dass es sich bei diesen
Aktin-reduzierten Bezirken um Myozyten und nicht um Infiltrate oder Bindegewebe
handelt, konnten wir mittels eines Doppelmarkierungsverfahrens zur Darstellung von
Desmin und Aktin erbringen. Die aktinarmen Bezirke wurden durch die Anti-Desmin-
Antikdrper deutlich angefarbt. Es handelt sich demnach um geschadigte Myozyten,
da Desmin sich primar in Myozyten findet (Abb. 18, rechte Seite). Beim simultanen
Nachweis von Aktin (rot) und einem Antikérper, der gegen die CVB3 Polymerase 3D
gerichtet ist, konnten wir in den Aktin-reduzierten Bezirken des Myokards virale
Polymerase (griin) nachweisen (Abb. 19). Die infizierten Myozyten weisen demnach

auch in vivo den Zusammenbruch des Aktingerusts wahrend der CVB3-Infektion auf.

R e L
S
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Abb. 18: Simultane Darstellung von Aktin (linke Abb.) und Desmin (rechte Abb.) im
Herzmuskel einer ABY/SnJ-Maus 4 Tage pi mit CVB3.
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Abb. 19: Darstellung von Aktin (rot) und CVB3 Polymerase 3D (grin) durch
Doppelmarkierung im murinen Myokard 4 Tage pi mittels Laserscanmikroskopie.

3.5. EinfluR des Calciums auf Veranderungen des Aktinskeletts bei der
CVB3-Infektion

Wie unter 1.6. beschrieben kann Calcium im Rahmen von Infektionen eine
entscheidende Rolle in der Atiologie des zytopathischen Effekts zukommen. Zur
Untersuchung des Einflusses von Calcium hinsichtlich der Schadigung zellularer
Strukturen im Rahmen der CVB3-Infektion kamen folgende Reagenzien zum

Einsatz:

Verapamil: wird in der Medizin als Calciumkanalblocker eingesetzt. Verapamil
blockiert den Calciumeinstrom Uber die potentialabhangigen Calciumkanale vom
L-Typ. Wie unter 1.6. beschrieben lasst sich die Replikation einiger Viren, darunter

auch diejenige des Cytomegalievirus, durch Verapamil inhibieren.

Thapsigargin: entleert die Calciumspeicher des endoplasmatischen Reticulums.
Diese Speicher sind die groten Calciumreservoire der Zelle (Carafoli, 1987).
Thapsigargin ist ein spezifischer Inhibitor der Ca**-ATPase des endoplasmatischen
Reticulums (Lytton et al., 1991). Diese Ca**ATPase transportiert Ca?* vom

Zytoplasma ins endoplasmatische Reticulum, um den kontinuierlichen Verlust des
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gespeicherten Calciums Uber Kandle der Membran des endoplasmatischen

Reticulums auszugleichen (Carafoli, 1987).

3.5.1. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Verapamil

HelLa-Zellen wurden nach der unter 2.2.3. angegebenen Methode mit CVB3 infiziert,
wobei dem Medium ab der Virusinkubation 1 pg/ml bzw. 5 pg/ml Isoptin® (Verapamil)
zugegeben wurde.

Funf Stunden nach Infektion zeigten sich in der Immunfluoreszenz die typischen
Veranderungen des Aktingerusts in Form einer Fragmentierung. Bei manchen Zellen
schien die Verklumpung der Filamente an den Zellrandern nicht so ausgepragt wie
unter verapamilfreien Bedingungen, die Zerstérung des Aktingerists konnte aber
nicht verhindert werden. Die von uns beobachtete Aktingerustzerstorung im Rahmen
der CVB3-Infektion erscheint somit unabhangig von einem Einstrom von Calcium

durch die L-Calciumkanale.

3.5.2. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter calciumfreien Bedinqungen

Zum Ausschlufd des Calciumeinstroms durch Kanale vom nicht L-Typ wahrend der
Infektion wurden Hela-Zellen unter calciumfreien Bedingungen infiziert. Die
Virussuspension wurde aus einem calciumfreien Medium hergestellt und die Zellen
wurden 1 h vor Infektion in calciumfreien Medium ohne FCS gehalten und in
demselbigen nach Infektion inkubiert.

Auch unter diesen Infektionsbedingungen konnte die Zerstickelung des Aktingerists
nicht verhindert werden und entspricht weitestgehend den Befunden wie sie in Abb.
12 dargestellt sind. Hieraus kann geschlossen werden, dass Calciumeinstrome von
aullen in die Zelle flir die von uns beobachteten Veranderungen im Aktingerust

keine Rolle spielen.

3.5.3. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Thapsigargin

Sowohl das endoplasmatische wie auch das sarkoplasmatische Retikulum enthalten
Calciumspeicher. Zur Uberprifung inwieweit das in diesen Speichern vorhandene

Calcium zum zytopathischen Effekt im Rahmen der CVB3-Infektion beitragt,
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entleerten wir vor Infektion diese Speicher mit Thapsigargin und infizierten die HelLa-
Zellen anschlieBend unter calciumfreien Bedingungen. Die Untersuchung mittels
Immunfluoreszenz zeigte wiederum die fur die CVB3-Infektion typischen
Veranderungen im Zytoskelett. Das Aktingeriust war zusammengebrochen und
fraktioniert vergleichbar den Befunden wie sie in Abb. 12 gezeigt sind. Die alleinige
Entleerung der Calciumspeicher unter calciumhaltigen Bedingungen ohne Infektion
zeigte keinen zytopathischen Effekt auf das Aktingerust.

Es kann somit geschlossen werden, dass die von uns beobachteten Veranderungen
des Aktingerusts bei der CVB3-Infektion nicht auf einer Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration durch Einstrom des extrazellularen Calciums oder auf der

Entleerung intrazellularer Calciumspeicher beruhen.

3.6. Untersuchungen zur Abhéangigkeit der CVB3-Replikation von einzelnen

Zytoskelettkompartimenten

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Virusreplikation von einzelnen Zytoskelett-
kompartimenten wurden die jeweiligen Zytoskelettstrukturen durch Zugabe
verschiedener Substanzen spezifisch zerstort. Samtliche Substanzen wurden zum
Zeitpunkt der Infektion in der jeweils unten angegebenen Konzentration dem Medium
zugegeben. Die Zellen wurden anschlieffiend mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
zum Nachweis viraler Proteine sowie auf mdgliche Zytoskelettveranderungen hin
untersucht. Zusatzlich wurde eine Ein-Schritt-Wachstumskurve zum Nachweis der
Virusreplikation erstellt sowie die intrazellulare Produktion viraler RNA mittels in situ

Hybridisierung untersucht.

3.6.1. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Zugabe von Nocodazol

Nocodazol fuhrt einen unmittelbaren Zusammenbruch des VimentingerUstes
herbei, zusatzlich kommt es zu einer Depolymerisation der Mikrotubuli
(Klymkowski et al., 1989). Nocodazol wurde in einer Endkonzentration von 10

ug/ml wahrend der Inkubation mit CVB3 dem Medium gegeben.
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3.6.1.1. Immunfluoreszenz zum Nachweis viraler Hillproteine unter Nocodazol

In der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte sich keine Inhibition der Synthese viraler
Hullproteine unter Nocodazol. Die Zytoskelettveranderungen der Intermediarfila-
mente bei CVB3-Infektion unter Nocodazol waren vergleichbar mit denjenigen ohne
Zusatz von Nocodazol und bestanden in einer Abrundung der Zelle, entsprechend
der unter 3.2. beschriebenen zellularen Stressreaktionen. Das Aktingerust zeigte
auch unter Nocodazol seine fur die CVB3-Infektion typischen Veranderungen mit

Fragmentierung der Filamente wie in Abb. 12 dargestellt.

3.6.1.2. Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Nocodazol

Die Ein-Schritt-Wachstumskurve liel3 keine Inhibition der Synthese viraler Partikel
erkennen. Der Titerverlauf, welcher durch Plaque-Tests ermittelt wurde, entsprach
auch unter Nocodazol dem Titerverlauf einer CVB3-Infektion in HelLa-Zellen ohne

Zusatz von potentiellen Inhibitoren (Abb. 20).
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Abb. 20: Virustiter in HeLa-Zellen 0-9 h pi CVB3 mit und ohne Zugabe von Nocodazol.
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3.6.1.3.  In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA unter Nocodazol

Mittels in situ Hybridisierung zeigte sich keine Abnahme der viralen RNA in den
Zellen unter Zusatz von Nocodazol im Vergleich zu einer CVB3-Infektion ohne
Nocodazol. Die Synthese viraler RNA wird durch den Zusammenbruch des
Vimentingertstes und durch die Depolymerisation der Mikrotubuli offensichtlich nicht
inhibiert.

Abb. 21: In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA 5 h pi ohne (linke Abb.)
und unter Zugabe von 10 ug/ml Nocodazol (rechte Abb.).

3.6.2. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Zugabe von Taxol

Taxol ist ein in der Onkologie vielfach eingesetztes Zytostatikum mit Angriffspunkt an
den Mikrotubuli. Diese werden durch Taxol stabilisiert (de Brabander et al., 1981),
wodurch eine antimitotische Wirkung auf die Zelle erzielt wird. Taxol lag in einer

Endkonzentration von 20 ng/ml wahrend der Virusinkubation im Medium vor.

3.6.2.1.  Immunfluoreszenz zum Nachweis viraler Hullproteine unter Taxol

In der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte das AktingerUst unter Taxol die fur die
CVB3-Infektion typische Schadigung. Die Mikrotubuli zeigten auch ohne Infektion mit
CVB3 unter Zugabe von Taxol einen deutlichen Strukturverlust bei Abrundung der
Zelle vergleichbar dem Befund, welcher in Abb. 13 gezeigt wird. Diese Abrundung ist
am ehesten auf eine Stressreaktion der Zelle bedingt durch die Gabe von Taxol
zuruckzufihren. Dieselben Veranderungen traten auch dann auf, wenn die Zellen
zusatzlich infiziert waren. Eine Inhibition der Synthese viraler Hullproteine war nicht

zu verzeichnen.
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3.6.2.2. Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Taxol

In der Ein-Schritt-Wachstumskurve zeigte sich unter Taxol keine Anderung der
Produktion infektidser Viren im Vergleich zu einer CVB3-Infektion ohne Taxolgabe

vergleichbar den in Abb. 20 gezeigten Befunden.

3.6.2.3. In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA unter Taxol

Auch in der in situ Hybridisierung fand sich mit und ohne Zugabe von Taxol eine
vergleichbare Signalstarke der Silberkorner, welche die Menge der viralen RNA in
den infizierten Zellen reprasentieren und entsprechen somit den Befunden wie sie in
Abb. 21 dargestellt sind.

3.6.3. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Zugabe von Cytochalasin D

Cytochalasin D zerstort unmittelbar die Aktinorganisation der Zelle (Miranda et al.,
1974). Es wird als wirkungsvolle Substanz eingesetzt, um den Einfluy von Aktin auf
verschiedene Zellfunktionen zu untersuchen. Zudem ist bekannt, dass Cytochalasin
D mRNA vom Zytoskelett ablost, wobei die mRNA allerdings in ihrer Struktur nicht
verandert wird und in ihrer Translationsfahigkeit erhalten bleibt. Die Ablésung der

MRNA vom Zytoskelett stellt einen reversiblen Prozess dar (Ornelle et al., 1986).

3.6.3.1. Immunfluoreszenz zum Nachweis viraler Hillproteine unter Cytochalasin D

Auch bei einer Infektion unter Cytochalasin D fanden sich in der
Immunfluoreszenzfarbung virale Hullproteine, wobei die Menge viraler Proteine im
Vergleich zu unbehandelten infizierten Zellen als geringgradig reduziert erscheint.
Das Keratingerust erscheint verdichtet und weniger strukturiert und entspricht somit
dem Bild nicht-behandelter CVB3-infizierter Zellen (Abb. 22).
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Abb. 22: Darstellung des Keratingerusts (linke Abb.) und simultaner Nachweis von
CVB3-Hullproteinen (VP432) (rechte Abb.) in HeLa-Zellen 5h pi unter Zugabe von 10
ug/ml Cytochalasin.

Das Aktingerust zeigte erwartungsgemal® unter Zugabe von Cytochalasin D eine
Umstrukturierung mit Fragmentierung der Filamente (Abb. 23, linke Abb.). In CVB3-
infizierten HelLa-Zellen blieb die typische randstandige Konzentration der
Aktinfragmente unter Cytochalasin D bei den meisten Zellen aus (Abb. 23, rechte
Abb.)

Abb. 23: Darstellung der Aktinflamente in HelLa-Zellen unter Zugabe von

Cytochalasin D (10ug/ml) ohne Infektion (Abb. links) und 5 h nach CVB3-Infektion
(Abb. rechts).

3.6.3.2. Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Cytochalasin D

Die Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Cytochalasin D unterschied sich in zweierlei
Hinsicht von der Ein-Schritt-Wachstumskurve ohne Cytochalasin D. Zum einen zeigte
sich ein verzogerter Titeranstieg um ca. 3 h, zum anderen lag der Titer unter
Cytochalasin D in der oben angegebenen Konzentration 1-1,5 log-Stufen unter
demjenigen ohne Cytochalasin D (Abb. 24).
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Abb. 24: Ein-Schritt-Wachstumskurve in CVB3-infizierten HelLa-Zellen mit und ohne
Zugabe von 10ug/ml Cytochalasin D.

3.6.3.3. In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA unter Cytochalasin D

In der in situ Hybridisierung konnte 5 h pi in HelLa-Zellen unter Cytochalasin D im
Vergleich zu derjenigen ohne Zusatz von Cytochalasin D keine signifikante Abnahme
derjenigen Signalstarke verzeichnet werden, welche die Menge der neu

synthetisierten viralen RNA reflektiert.

3.7. Untersuchungen zur Abhangigkeit der CVB3-Replikation in HeLa-Zellen

vom Calciumeinstrom durch L-Calcium-Kanéle

3.7.1. CVB3-Infektion von HeLa-Zellen unter Verapamil

Verapamil wird in der Medizin als Calciumkanalblocker eingesetzt. Verapamil
blockiert den Calciumeinstrom Uber die potentialabhangigen Calciumkanale vom
L-Typ (siehe 3.5). Verapamil wurde dem Medium in einer Konzentration von 1 bzw. 5

ug/ml zum Zeitpunkt der Infektion zugegeben.
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3.7.1.1. Immunfluoreszenz zur Darstellung von Aktin und viralen Hullproteinen

unter Verapamil

In der Immunfluoreszenzdarstellung fand sich sowohl bei einer Konzentration von
1 ug/ml Verapamil als auch bei einer Konzentration von 5 pug/ml die fur die CVB3
typische Zerstuckelung des Aktingerustes in Hela-Zellen entsprechend Abb. 12.
Virale Hullproteine waren in der Immunfluoreszenzdarstellung in vergleichbarer

Menge wie in denjenigen Zellen ohne Verapamil nachweisbar.

3.7.1.2. Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Verapamil

In der Ein-Schritt-Wachstumskurve fand sich bei einer Konzentration von 5 ug/ml
Verapamil keine Abnahme des Virustiters im Vergleich zu dem Titer ohne Zugabe

des Calciumantagonisten, vergleichbar den Befunden, die in Abb. 20. gezeigt sind.

3.7.1.3. In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA unter Verapamil

Die in situ Hybridisierung an HeLa-Zellen, welche unter einer Konzentration von 5 pug
/ml Verapamil mit CVB3 infiziert worden waren, zeigte keine Abnahme der Synthese
viraler RNA im Vergleich zu HelLa-Zellen, die nicht unter Zugabe von Verapamil

infiziert wurden, vergleichbar der Darstellung in Abb. 21.

3.8. Untersuchung der Abhangigkeit der CVB3-Replikation vom Golgiapparat

3.8.1. CVB3-Infektion von HelLa-Zellen unter Brefeldin A

Brefeldin A ist ein Makrolid-Antibiotikum, welches an verschiedenen Stellen im

vesikularen Transport angreift und den Membrantransport zwischen cis- und trans-

Golgiapparat hemmt.

3.8.1.1. Immunfluoreszenz zum Nachweis viraler Hiillproteine unter Brefeldin A

In der Immunfluoreszenzdarstellung von Hela-Zellen, die in der Anwesenheit von

Brefeldin A infiziert wurden, waren virale Hullproteine nicht nachweisbar (Abb. 25,
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rechte Abb.). Das Zytoskelett der Zellen erschien in der Darstellung von Keratin (Abb.
25, linke Abb.), Vimentin und a-Tubulin nicht modifiziert oder signifikant restrukturiert
im Vergleich zu uninfizierten Zellen. Auch war keine Abrundung der Zellen zu
erkennen. Die Fragmentierung des Aktingerlstes blieb ebenso wie die anderen fir
die CVB3-Infektion typischen Zytoskelettveranderungen aus, wenn Brefeldin A vom

Beginn der Inkubationszeit an dem Medium zugesetzt war (Abb. 25).

Abb. 25: Simultane Darstellung von Keratin (linke Abb.) und viralen Hullproteinen
VP423 (rechte Abb.) in HelLa-Zellen 5 h pi unter Anwesenhelt von Brefeldin A
wahrend der gesamten Infektionsdauer.

Wurde Brefeldin A 1.5 h pi dem Medium zugesetzt, so konnte ein groRer Teil der
Zellen vor einer Schadigung weitgehend bewahrt werden und das Aktingerust zeigte
in den meisten Zellen 5 h pi eine normale Konfiguration (Abb. 26, linke Abb.). Wurde
Brefeldin A 2.5 h pi, also kurz vor dem Auftreten der initialen, durch Immunfluores-
zenz nachweisbaren Aktinschadigung zugesetzt, so konnte der vollige Zusammen-
bruch des Aktingerlstes nicht verhindert werden und es bot sich 5 h pi das gleiche
Bild hinsichtlich der Aktinschadigung wie ohne Brefeldin A (Abb. 26, rechte Abb.)

Abb. 26: HelLa-Zellen 5 h pi bei Zugabe von Brefeldin A 1.5 h nach Infektion. Die
Aktinfilamente erscheinen weitestgehend normal konfiguriert (linke Abb.). Dagegen
ist die regelrechte Aktinstruktur ist in den meisten Zellen 5 h pi aufgehoben, wenn
Brefeldin erst 2.5 h pi dem Medium zugegeben wurde (Abb. rechts).
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3.8.1.2. Ein-Schritt-Wachstumskurve unter Brefeldin A

Schon bei einer Konzentration von 0.25 ug/ml Brefeldin A war eine vollstandige
Inhibition der Synthese viraler Partikel zu beobachten. Die Ein-Schritt-
Wachstumskurve zeigte keinen Anstieg des Virustiters in einem Zeitraum von 9 h pi.
Der Titer blieb auf Niveau des Ausgangswertes (Abb. 27).
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Abb. 27: Ein-Schritt-Wachstumskurve einer CVB3-Infektion ohne und mit Zugabe von
Brefeldin A (0.25 pg/ml).

3.8.1.3 In situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA unter Brefeldin A

In der in situ Hybridisierung zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 0.25
ug/ml Brefeldin A eine Inhibierung der viralen RNA Synthese, wenn Brefeldin A von
Beginn der Infektion an dem Medium zugesetzt war. Interessanterweise gab es
einzelne CVB3 RNA-positive Zellen zwischen offensichtlich uninfizierten Zellen. Ob
es sich hierbei um Brefeldin A-resistente Zellen handelt, ist unklar.

Gab man Brefeldin A 1.5 h pi dem Medium hinzu, so konnte bei dem gréf3ten Teil der

untersuchten Zellen eine Inhibition der viralen RNA Synthese verzeichnet werden.
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Wurde Brefeldin A hingegen 2.5 h pi dem Medium zugesetzt, so war keine Inhibition

der viralen RNA Synthese in der in situ Hybridisierung mehr nachzuweisen (Abb. 28).

Abb. 28: Nachweis viraler RNA durch in situ Hybridisierung in HelLa-Zellen, wenn
Brefeldin A (0.25 ug/ml) 1,5 h pi (linke Abb.) bzw. 2,5 h pi zugegeben wurde (rechte
Abb.).

Tabelle 3 zeigt die Zusammenfassung des Einflusses der oben aufgefihrten
Substanzen auf die Zerstérung des Aktingerusts sowie auf die Generierung viraler
Proteine (Ergebnisse der Immunfluoreszenz), auf die Generierung infektioser
Viruspartikel (Ergebnisse der Ein-Schritt-Wachstumskurve) und auf die Synthese der
viralen RNA (Ergebnisse aus der in situ Hybridisierung) in CVB3-infizierten HelLa-
Zellen. Alle Experimente wurden in zwei voneinander unabhangigen Versuchsreihen

durchgefuihrt und zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Wirkung der getesteten Substanzen auf den
viralen Replikationszyklus und die Zytoskelettschadigung

Inhibierung der |Inhibierung der |Inhibierung der |Inhibierung der
Aktinzerstorung | Synthese Virusreplikation | viralen RNA-
(Nachweis viraler Proteine |(Wachstums- |Synthese
durch Immun- | (5h pi) kurve) (Nachweis
fluoreszenz) (Nachweis durch in situ
durch Immun- Hybridisierung)
fluoreszenz)
Nocodazol nein nein nein nein
Taxol nein nein nein nein
Cytochalasin D nein nein um 1-1.5log nein
Verapamil nein nein nein nein
Brefeldin A ja ja ja ja
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3.9. Zusammenfassung der Ergebnisse

Anhand CVB3-infizierter HeLa-Zellen konnte belegt werden, dass die Virusreplikation
mit grundlegenden Veranderungen des Zytoskeletts der permissiven Zielzelle
einhergeht. Die Intermediarfilamente Keratin und Vimentin weisen im Rahmen der
Infektion keine geordnete Struktur mehr auf, sondern es findet sich vielmehr eine
Verklumpung der Filamente im Bereich der Zellmitte. Das im uninfizierten Zustand
sehr feine a-Tubulingerust der HelLa-Zellen verdichtet sich im Verlauf der Infektion
mit CVB3 zu einer undifferenzierten Masse. Das F-Aktingerlst erfahrt die
eindrucksvollste Veranderung bei der CVB3-Infektion. Die infizierten HelLa-Zellen
erscheinen im Zellinneren bis auf wenige Filamentbundel ausgehohlt, die F-
Aktinfilamente finden sich vollkommen fragmentiert und verklumpt am Zellrand
wieder.

Untersucht man diese Zytoskelettveranderungen hinsichtlich ihrer Spezifitat fur die
virusinduzierten Schadigungen, so zeigt sich, dass nur der Zusammenbruch des F-
Aktingerustes ein spezifisches Phanomen im Rahmen der CVB3-Replikation
darstellt, wahrend die Veranderungen des Keratins, Vimentins und a-Tubulins
vielmehr als virusinduzierte Stressreaktionen der Zelle zu interpretieren sind, da sie
sich in vergleichbarer Form auch durch thermische oder chemische Reize induzieren
lassen.

Bezlglich des zeitlichen Verlaufes der F-Aktinschadigung erkennt man den initialen
Zusammenbruch des F-Aktingerlsts 2 bis 3 h pi, d.h. in einem Zeitraum, in dem v.a.
die Synthese viraler Proteine stattfindet. In der in situ Hybridisierung zeigt sich bereits
nach 2 h ein deutlicher Anstieg der viralen RNA Synthese. Da zu diesem Zeitpunkt
noch keine Schadigung des Zytoskeletts zu beobachten ist, kann davon
ausgegangen werden, dass das F-Aktingertst weder bei der Virusaufnahme, noch
bei der initialen Transkription viraler RNA, sondern vielmehr im Rahmen der viralen
Proteinsynthese geschadigt wird.

Zur Ubertragung der beobachteten Veranderungen des F-Aktingeriists in CVB3-
infizierten HelLa-Zellen auf das in vivo Modell der CVB3-Myokarditis wurden zudem
Untersuchungen an kultivierten Rattenmyozyten vorgenommen. Auch in Myozyten
konnte ein Zusammenbruch des F-Aktingerusts im Rahmen der Infektion mit CVB3
durch Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

Untersuchungen am Modell der CVB3-infizierten ABY/SnJ-Maus haben zudem den
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Nachweis von Aktin-reduzierten Bezirken im Myokard 4 d pi erbracht. Diese Areale
korrelieren im immunhistochemischen Doppelmarkierungsverfahren raumlich mit
dem Nachweis der viralen Polymerase 3D in Myozyten, wodurch die Veranderungen
im F-Aktingerust in Assoziation mit der Virusreplikation eindrucksvoll nicht nur in
HelLa-Zellen, sondern auch am Mausmodell belegt werden konnte.

Zur Uberpriifung, ob ein Calciumeinstrom in die Zelle oder eine Entleerung der
intrazellularen Calciumspeicher den zytopathischen Effekt im Rahmen der CVB3-
Infektion induziert, wurden HelLa-Zellen einerseits unter calciumfreien Bedingungen
mit und ohne vorherige Entleerung der intrazellularen Calciumspeicher durch
Thapsigargin und andererseits unter Blockade der L-Calcium-Kanale durch
Verapamil mit CVB3 infiziert. In keinem Fall konnte der Zusammenbruch des F-
Aktingerusts verhindert werden. Somit erscheint die Zerstorung des F-Aktinskeletts
bei der CVB3-Infektion weder abhangig vom Calciumeinstrom in die Zelle noch von
der Entleerung der intrazellularen Calciumspeicher.

Zur Uberpriifung der Assoziation der viralen Replikation vom Zytoskelett der
infizierten Zelle wurden einzelne Zytoskelettanteile durch verschiedene Substanzen
spezifisch zerstort und die virale Replikation mittels einer Ein-Schritt-
Wachstumskurve, in situ Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA sowie durch
Immunfluoreszenz zum Nachweis viraler Proteine sowie der Zytoskelettanteile
Uberpruft. Bei der Zerstorung des F-Aktingerusts mittels Cytochalasin D konnte ein
vergleichsweise niedrigerer Virustiter sowie ein verzogerter Titeranstieg in der Ein-
Schritt-Wachstumskurve nachgewiesen werden. Die Zerstérung des Keratin-, und
Vimentingerusts sowie des a-Tubulingerusts hingegen hatte keinen nachweisbaren
Einfluss auf die Virusreplikation.

In weiteren Untersuchungen wurde die Abhangigkeit der Virusreplikation von
Transportmechanismen des Golgiapparats der Zielzelle Uberpriuft. Hierzu wurde
der Membrantransport im Golgiapparat mittels Brefeldin A blockiert. Erfolgt die
Zugabe von Brefeldin A zu Beginn der Infektion, kommt es zu einer nahezu
vollstandigen Inhibition der Synthese viraler RNA, folglich lieRen sich auch keine
viralen Proteine nachweisen und auch die Schadigung des Zytoskeletts blieb aus.
Demzufolge zeigte sich auch in der Ein-Schritt-Wachstumskurve kein Titeranstieg.
Gibt man Brefeldin A erst 2.5 h pi dem Medium zu, so ist keine Inhibition der
Synthese viraler RNA mehr zu beobachten und die Schadigung des Aktinskeletts

ist dann vergleichbar mit derjenigen bei der Infektion ohne Brefeldin A.
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Zusammenfassend lasst sich folgern, dass dem Aktingerist der Zielzelle eine
wichtige funktionelle Bedeutung flr die Replikation von CVB3 zukommt und hierbei
spezifisch zerstort wird. Diese Schadigung des Aktinskeletts korreliert zeitlich mit der
viralen Proteinsynthese. Diese Beobachtung wurde auch in vivo anhand des
Mausmodells der CVB3-Myokarditis bestatigt. Durch die Zerstérung des F-
Aktingerusts mittels Cytochalasin D lasst sich die Virusreplikation deutlich inhibieren.
Eine vollstandige Inhibierung der Virusreplikation kann durch die Blockierung des
Golgiapparats mittels Brefeldin A erreicht werden, welcher fur die virale RNA

Synthese offensichtlich eine entscheidende Rolle spielt.

60



4. DISKUSSION

Uber die Veranderungen des Zytoskeletts und dessen Bedeutung im Rahmen der
CVB3-Infektion ist nur wenig bekannt, wahrend die Interaktionen des Zytoskeletts mit
verschiedenen anderen Viren wie dem Poliovirus (Lenk & Penman, 1978; Doedens
et al., 1994), Herpesviren (Avitable et al., 1995) oder dem HIV (Sasaki et al.,1995;
Pearce-Pratt et al., 1994) relativ gut untersucht sind.

Im Folgenden wird die Interaktion von CVB3 mit Zytoskelettanteilen der Zielzelle
erlautert, die Rolle von Calcium bezuglich der Zytoskelettschadigung und die
Bedeutung des Golgiapparats im Rahmen der CVB3-Replikation diskutiert und mit
anderen Virusinfektionen verglichen. Ferner werden die Ergebnisse der in vitro
Versuche im Hinblick auf deren Ubertragbarkeit auf das in vivo Mausmodell der
CVB3-Myokarditis diskutiert.

4.1. Zytoskelettverdnderungen bei der Infektion mit CVB3 im Vergleich

mit anderen Virusinfektionen

4.1.1. Intermediarfilamente

Bei der Untersuchung der Veranderungen der Intermediarfilamente im Rahmen der
Infektion von HelLa-Zellen mit CVB3 zeigte sich sowohl im Keratin- wie auch im
Vimentingerust ein deutlicher Strukturverlust. Die regelhafte Ordnung des Keratin-
gerusts sowie auch des Vimentingerlsts war nach Infektion mit CVB3 nicht mehr zu
erkennen, die Zelle stellte sich als verkleinertes, kugelférmiges Gebilde dar, welches
sich deutlich von der uninfizierten, rautenformigen Hela-Zelle unterschied. Dieses
Ergebnis entspricht Beobachtungen, die bei der Infektion mit Poliovirus, einem
weiteren Vertreter aus der Gruppe der Picornaviren, gemacht wurden. Auch bei der
Infektion mit Polioviren kommt es zu einem ausgepragten Strukturverlust der
Intermediarfilamente, welcher als Reorganisation des Zytoskeletts im Rahmen der
Replikation beschrieben wurde. Desweiteren wurde aufgrund der Kolokalisation
viraler Proteine mit den Intermediarfilamenten die Hypothese aufgestellt, dass diese
Filamente einen Hauptort der viralen Proteinsynthese darstellen (Doedens et al.,
1994).
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Unsere Untersuchungen mit CVB3 bieten bezlglich der Kolokalisation viraler
Hullproteine mit dem Zytoskelett ein anderes Bild. So konnte keine eindeutige Ko-
lokalisation viraler Proteine mit den Intermediarfilamenten der infizierten Zelle
nachgewiesen werden, vielmehr fanden sich die viralen Hullproteine homogen Uber
die ganze Zelle verteilt.

Zur Klarung der Frage, ob die beobachtete Reorganisation der Intermediarfilamente
bei der viralen Infektion ein spezifisches Phanomen der CVB3-Infektion darstellt,
wurden die HeLa-Zellen anderen Stressoren ausgesetzt, wie z.B. einem osmotischen
oder thermischen Reiz. Vergleicht man die Zytoskelettveranderungen der Hela-
Zellen unter unphysiologischen thermischen bzw. osmotischen Bedingungen mit den
Veranderungen im Rahmen der CVB3-Infektion, so zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Organisation der Intermediarfilamente. Daraus lasst sich folgern,
dass es sich bei den beobachteten Veranderungen nicht um einen Umbau der
Intermediarfilamente im Rahmen der Virusreplikation, sondern vielmehr um
stre3spezifische Reaktionen handelt, die im Verlauf der Infektion auftreten.

Die Abhangigkeit der Replikationsrate von CVB3 von den Intermediarfilamenten der
infizierten Zelle wurde am Beispiel des Vimentins untersucht. Hierzu wurden Hel a-
Zellen unter der Zugabe von Nocodazol, einer Substanz, welche die Organisation
des Vimentingerusts zerstort, ohne jedoch den Zelltod zu bewirken, mit CVB3
infiziert. In der in situ Hybridisierung konnte keine Abnahme der viralen RNA
Synthese nachgewiesen werden und in der Immunfluoreszenz lie3 sich keine
Abnahme der Expression viraler Hullproteine belegen. Demzufolge zeigte auch die
mittels Plaque-Test ermittelte Wachstumskurve keine Abnahme der Synthese
infektioser Viruspartikel.

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Virusaufnahme von den Intermediarfila-
menten wurde das Vimentingertst der HeLa-Zellen vor Infektion mit CVB3 mittels
Nocodazol zerstort. Auch hier zeigte sich keine Inhibition der viralen Replikation in
den obengenannten Untersuchungsverfahren. Es kann somit davon ausgegangen
werden, dass ein intaktes Vimentingerlist weder fur die Aufnahme noch fir die
CVB3-Replikation von entscheidender Bedeutung ist. Diese Ergebnisse wiederum
entsprechen Beobachtungen bei der Infektion mit Poliovirus. Obwohl fir dieses Virus
eine Reorganisation der Intermediarfilamente beschrieben ist, zeigt Nocodazol
keinen Effekt auf die Replikationsrate von Poliovirus (Doedens et al., 1994).

Nicht alle Vertreter der Klasse der Picornaviren sind hinsichtlich ihrer Replikation
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unabhangig von den Intermediarfilamenten. So konnte bei dem neurotropen murinen
Theiler’'s Enzephalomyelitis Virus, welches wie CVB3 und Poliovirus zur Familie der
Picornaviren gehort, im Verlauf seiner Replikation in BHK-21-Zellen eine Bindung
von Virionen an zwei 60kDa-Proteine, die als Vimentin und Desmin identifiziert
werden konnten, nachgewiesen werden (Nedellec et al., 1998). Untersucht wurde
die Interaktion zwischen zwei Stammen des Theiler’s-Virus, GDV2 und DA, und den
Zytoskelettproteinen der infizierten Zelle. Es konnte gezeigt werden, dass Anti-
Vimentin- und Anti-Desmin-Antikdrper an GDV2 und DA-Virionen binden, die aus
BHK-21-Zell-Extrakten gewonnen worden. Zusatzlich wurde die Lokalisation der
viralen Proteine und des Desmins bzw. Vimentins mittels konfokaler
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierbei fand sich in Folge der Infektion
eine muschelartige Anordnung der Intermediarfilamente, die einen Einschlul3 viraler
Partikel aufwies. Eine enge raumliche Assoziation von GDV2-Viruspartikeln und
10nm dicken Intermediarfilamenten konnte auch elektronenmikroskopisch gezeigt
werden (Nedellec et al., 1998). Dem VimentingerUst wird demzufolge eine wichtige

Rolle bei der Replikation des Theiler’s Virus zugeschrieben.

4.1.2. o-Tubulin

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, verandert sich auch die Struktur der Mikrotubuli
im Verlauf der CVB3-Infektion. Das in uninfizierten Zellen sich als duferst feines
Geflecht reprasentierende a-Tubulin verdichtet sich bei der CVB3-Infektion zu einer
strukturlosen Masse. Versuche, bei denen die Zelle anderen schadlichen Reizen, wie
Hitze oder osmotischer Stress, ausgesetzt wurde, zeigten jedoch, dass es sich auch
bei diesen Veranderungen analog zu den Veranderungen der Intermediarfilamente
wohl um stressinduzierte Reaktionen der HelLa-Zellen handelt und nicht um eine
Restrukturierung der Mikrotubuli im Rahmen der CVB3-Replikation.

Der Einsatz von Taxol, einem in der Onkologie eingesetztem Agens, welches die
Mikrotubuli stabilisiert, zeigte keine inhibierende Wirkung auf die Replikation von
CVB3. Unter Taxoleinfluss lie} sich ebenfalls keine Inhibition der Synthese viraler
RNA noch der viralen Hullproteine noch des Virustiters nachweisen. Auch die
Inkubation mit Taxol vor Infektion zur Uberprifung der Abhangigkeit der
Virusaufnahme von Mikrotubuli in die permissive Zelle fuhrte zu keiner Inhibition der

Virusreplikation. Bei der Infektion von BHK- und Vero-Zellen mit Herpes simplex
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Virus Typ 1 (HSV-1) hingegen kommt es zu einer grundlegenden Reorganisation der
Mikrotubulistruktur der infizierten Zelle, welche aus einer Fragmentation und
anschlieBenden Neuanordnung der Filamente besteht. Das Mikrofilamentgerust
hingegen bleibt wahrend der Infektion mit HSV-1 intakt. Durch die Zugabe von Taxol
wahrend der HSV-1-Infektion Iasst sich die Fragmentation der Mikrotubuli verhindern
und das Mikrotubuligerist gleicht auch nach der Infektion dem uninfizierter Zellen
(Avitabile et al., 1995).

Im Gegensatz zu unseren Befunden bei CVB3 fuhrt z.B. beim Junin-Virus eine
Zerstorung der Mikrotubuliordnung zu einer Reduktion der Virusproduktion. So
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Nocodazol, das neben seinem
Effekt auf das Vimentingerust auch die Mikrotubuli depolymerisiert, eine deutliche
Abnahme der Virusproduktion bei der Infektion von Vero-Zellen mit dem Junin-Virus
zur Folge hatte (Candurra et al.,1999).

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass sowohl die Aufnahme als auch
die Replikation von CVB3 unabhangig von einem intakten zellularen

Intermediarfilament- oder Mikrotubulisystem ist.

4.1.3. Mikrofilamente

Das F-Aktingerust von Hela-Zellen zeigt nach Infektion mit CVB3 sehr
charakteristische Veranderungen. Auffallig ist der vollkommene Zusammenbruch der
des F-Aktinskeletts, das sich nach der Infektion mit CVB3 fragmentiert und an den
Zellrandern verklumpt darstellt. Vergleicht man dieses Bild mit dem F-Aktingerust von
HelLa-Zellen, die unter osmotischen oder thermischen Stress gesetzt wurden, so
zeigt sich, dass diese typische Fragmentierung nur unter Infektion mit CVB3 auftritt
und durch die anderen untersuchten Reize auf die Zelle nicht zu provozieren ist.
Diese Virus-induzierten Veranderungen unterscheiden sich somit deutlich von der als
Stressreaktion interpretierten strukturellen Reorganisation der Intermediarfilamente
und der Mikrotubuli.

Anderungen der F-Aktinstruktur sind ein haufig beschriebenes Phanomen bei viralen
Infektion. Bei der Infektion mit dem Autographa californica polyhidrosis Virus kommt
es bereits im Rahmen der Virusaufnahme 30 min pi zur Bildung von spezifischen F-
Aktinstrangen (Charlton & Volkmann, 1993). Diese Strangbildung wird durch die

frlhe Expression des viralen Genes arif-1 ausgelost (Roncarati & Knebel-Mdrsdorf,
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1997). Das Rabiesvirus dagegen I6st in der spaten Phase der Infektion eine
deutliche Signalabnahme von F-Aktin aus, wie unter Verwendung der konfokalen
Laserscanmikroskopie beschrieben wurde (Ceccaldi et al., 1997).

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, beginnen die Veranderungen in der F-
Aktinorganisation bei der CVB3-Infektion nach 2,5-3 h pi sichtbar zu werden und
resultieren in einer vollkommenen Fragmentierung und Verklumpung der Aktinfila-
mente am Zellrand 4-6 h pi. Aus der zeitlichen Korrelation des Infektionszyklus mit
den Anderungen der Aktinstruktur kann gefolgert werden, dass es sich nicht um
Veranderungen im Rahmen der Virusaufnahme in die Zielzelle, sondern vielmehr um
ein Geschehen im Rahmen der Virusreplikation handeln muf3. Zur naheren
Untersuchung der Rolle des AktingerUsts im Rahmen der viralen Replikation wurden
die HelLa-Zellen unter Zugabe von Cytochalasin D, einer Substanz, welche
unmittelbar die Aktinorganisation der Zelle zerstort, kultiviert. Hierbei fand sich eine
Abnahme des Virustiters in der Wachstumskurve um 1-1,5 log-Stufen im Vergleich
zur Wachstumskurve ohne Cytochalasin D-Zugabe. In der Immunfluoreszenz-
mikroskopie zeigte sich unter Zugabe von Cytochalasin D in den infizierten Zellen
zwar eine Fragmentierung des Aktingerusts, die typische CVB3-induzierte
Verklumpung am Zellrand blieb jedoch aus. Eine Inkubation mit Cytochalasin D vor
Infektion erbrachte keine starkere Inhibition der viralen Replikation, ein Hinweis
darauf, dass das Aktingerust nicht fur die Virusaufnahme in die permissive Zelle
bedeutsam ist, wie es z.B. vom murinen ekotropen Leukamievirus bekannt ist. Die
Aufnahme dieses Viruses lasst sich durch eine Zerstérung des Aktingerusts vor
Infektion signifikant senken (Kizhatil & Albritton, 1997). Auch Untersuchungen an
HIV-infizierten Zellen zeigten, dass eine Inkubation von peripheren mononuklearen
Zellen mit Cytochalasin D die Aufnahme von HIV in diese Zellen und somit deren
Infektion verhindert. Diese Inhibierung wird offensichtlich Uber eine Stérung
aktinabhangiger Korezeptoren, welche fir die Virusaufnahme von Bedeutung sind,
erreicht (lyengar et al., 1998). Hingegen zeigt das ,Black Creek Canal Virus®, ein
Vertreter der Hantaviren, eine Abhangigkeit der Virusausschleusung vom
Aktingerust. Eine Inkubation von Vero-Zellen mit Cytochalasin D wahrend der
Infektion flhrt zu einer Abnahme der freigesetzten viralen Partikel um 94%. Dagegen
erbrachte die Inkubation mit Cytochalasin D vor Infektion keinen weiteren
inhibierenden Effekt auf die Virusreplikation. Auch konnte fur dieses Virus eine

Kolokalisation des viralen Nukleokapsidproteins N mit den aktinhaltigen
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Mikrofilamenten nachgewiesen werden (Ravkov et al., 1998).

Von Cytochalasin D ist bekannt, dass es nicht nur die F-Aktinstruktur zerstort,
sondern auch mRNA vom Zytoskelett ablost, ohne sie in ihrer Translationsfahigkeit
zu verandern, wobei diese Abldsung einen reversiblen Prozess darstellt (Ornelles et
al., 1986). Die zytoskelettabhangige Translation ist ein im Zellzyklus haufig genutzter
Weg der Proteinsynthese, wobei den aktinhaltigen Mikrofilamenten eine
Verankerungsfunktion fur die mRNA zugesprochen wird (Yisraeli et al., 1990). Dieser
aktinabhangige Translationsweg ist bei der Infektion durch das humane
Parainfluenzavirus Typ 3 (HPIV3), einem Vertreter der Gruppe der Paramyxoviren,
bekannt. HPIV3 bendtigt Aktin zur mRNA-Synthese sowie auch fir die Translation
seiner mRNA. Durch Inkubation der infizierten Zellen mit Cytochalasin D lasst sich
eine Inhibierung der viralen RNA Synthese erreichen, so dass geschlossen werden
kann, dass dem Aktingerist eine wichtige Rolle in der Replikation von HPIV3
zukommt (Gupta et al., 1998; De & Banerjee, 1999).

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde lie3 sich in der Immunfluoreszenzmikroskopie bei
der Infektion mit CVB3 erst ein Zusammenbruch des Aktingerusts und nachfolgend
eine Verklumpung der Aktinfragmente an den Zellrandern darstellen. Unter der
Annahme, dass das AktingerUst als Ort der CVB3-Replikation genutzt wird, wie
unsere Untersuchungen mittels Cytochalasin D implizieren, koénnte die
Konzentrierung der Aktinflamente am Zellrand zur Ausbreitung des Virus durch
direkte Infektion von Nachbarzellen dienen. Unterstutzt wird diese Hypothese durch
die Untersuchungen von Klingel et al., (1998), in denen durch elektronenmikros-
kopische in situ Hybridisierung gezeigt wurde, dass CVB3 bei der akuten Infektion
mit Filamenten des Zytoskeletts assoziiert ist und hierdurch eine Ausbreitung direkt
von Zelle zu Zelle erreicht (,cell-to-cell spread®). Eine interzellulare Virusausbreitung
unter Einbeziehung des Zytoskeletts ist auch von anderen Viren wie z.B. dem HTLV-
1 bekannt (lgakura et al., 2003). Eine Beteiligung des F-Aktins wird auch flr die
direkte Zell-zu-Zell-Ausbreitung von HIV angenommen und als ein wichtiger Grund
fur eine Infektion des menschlichen Organismus Uber die Schleimhaute diskutiert.
(Pearce-Pratt et al.,1994).
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Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein intaktes Mikrofilamentsystem, bzw.
dessen virusspezifische Veranderungen die CVB3-Replikation fordert, nicht aber fir
dessen Aufnahme in die permissive Zelle relevant ist. Aufgrund des zeitlichen
Verlaufes der Schadigung des Aktingerusts, welche ca. 3 h pi manifest wird, liegt die
Vermutung nahe, dass die Mikrofilamente im Rahmen der viralen Proteinsynthese
zerstort werden. Als Ursache fur den Zusammenbruch des Aktingertsts im Rahmen
der CVB3-Infektion durfte die virale Proteinase 2A eine entscheidende Rolle spielen.
Wie Badorff et al. (1999) zeigen konnten, schneidet die virale Proteinase 2A im
Rahmen der Infektion das zellulare Molekul Dystrophin. Die N-terminale Domane des
Dystrophins wie auch die ,Rod“- Domane binden an Aktin, so dass die virale
Proteinase 2A-Aktivitat vermutlich die beiden aktinbindenden Domanen von der f3-
Dystroglycan-bindenden Doméane trennt und so den Zusammenbruch des
Aktingerusts induziert. Hierbei wird angenommen, dass diese Trennung einer
Konformationsanderung im Aktingertst vorausgeht. Ferner wird von Badorff et al.,
1999 postuliert, dass durch den Zusammenbruch des Dystrophinskelettes das
gesamte Zytoskelett der infizierten Zelle reorganisiert wird und hierdurch die
Virusausbreitung fordert (Badorff et al., 1999; Badorff et al. 2000).

Eine Zerstorung der Dystrophinordnung im Rahmen der viralen Infektion konnte im
Zusammenhang mit der Pathogenese der postinfektiosen Kardiomyopathie stehen.
Im Mausmodell der CVB3-Myokarditis konnte gezeigt werden, dass der Dystrophin-
Glykoprotein-Komplex in infizierten Myozyten zerstort wird (Xiong et al., 2002). Auch
konnte in einem humanen Herzpraparat eines Patienten, bei dem sich in Folge einer
CVB2-Myokarditis eine dilatative Kardiomyopathie entwickelt hat, ein Untergang vom
Myozyten beobachtet werden. Im Bereich dieser nekrotischen Myozyten konnte das
virale Hullprotein VP1 nachgeweisen werden. Des Weiteren fand sich in diesen
Bereichen eine Zerstérung der Dystrophinordnung (Badorff & Knowlton, 2004). Auf
die Bedeutung von Stérungen in der Struktur des Dystrophins fur die Entstehung
einer Kardiomyopathie weisen auch Befunde bei hereditaren Kardiomyopathieformen
hin, bei denen genetische Dystrophindefekte beschrieben wurden (Berko et al.,
1989).
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Abb. 29: Schematische Darstellung der Interaktion myozytarer Zytoskelettproteine
mit dem Zellkern, dem Sarkolemm und der extrazellularen Matrix (Fatkin & Graham,
2002).

4.2. EinfluR von Calcium auf die Zerstérung der Mikrofilamente bei der CVB3-

Infektion

Calciumionen spielen in der eukaryonten Zelle eine wichtige regulatorische Rolle bei
der Organisation des Aktingerusts. Diese Regulation wird Uber die Bindung von
Tropomyosin und dem calciumabhangigen Caldesmon vermittelt, welche zur
Stabilisierung der Aktinfilamente dienen (Shariff & Luna,1992; Shariff et al., 1993).

Der Einstrom von Calciumionen kann im Rahmen von Infektionen zu zytopathischen
Effekten fuhren. Clostridium difficile (Cl. difficile), der Erreger der in Folge von
Breitbandantibiotikabehandlung auftretenden pseudomembranésen Colitis, ist ein
Bakterium, dessen schadigende Wirkung auf Zellen zum grof3en Teil durch Toxine
vermittelt wird. Fur das Toxin B des Clostridium difficile wurde nachgewiesen, dass
es einen Calciumeinstrom in die Zelle auslost, der wiederum die Zerstérung des
Aktingerusts der betroffenen Zelle einleitet (Gilbert et al., 1995). Aber auch bei viralen
Infektionen sind einstromende Calciumionen in die infizierte Zelle als Ausloéser
zytopathischer Effekte bekannt. Infiziert man Zellen mit Rotavirus unter calciumfreien

Bedingungen, so bleibt der sonst beobachtete zytopathische Effekt aus (Michelangeli
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et al., 1991).

Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration werden haufig im Rahmen
viraler Infektionen beobachtet. Das Poliovirus induziert 2 bis 3 h pi einen Anstieg der
Calciumkonzentration der infizierten Zelle, so dass die virale Translation 6 h pi unter
drastisch veranderten Calciumbedingungen stattfindet. Blockiert man die virale RNA-
Synthese, so bleibt dieser Calciumanstieg aus (Irurzun et al., 1995).

Der Einstrom von Calciumionen in die infizierte Zelle wurde auch im Verlauf der
CVB3-Infektion von van Kuppeveld et al., (1997) beschrieben. Etwa 2 h pi steigt der
Calciumgehalt der Zelle an, wobei der Anstieg sein Maximum zwischen 6 und 14 h pi
erreicht. Korreliert man den Calciumgehalt der Zellen mit dem Schweregrad des
zytopathischen Effektes, so zeigen jene Zellen, welche die hochste Calciumkonzen-
tration haben, die schwersten Schadigungen. Das virale Protein 2B von CVB3 gilt als
Promotor flr den Calciumeinstrom in die infizierte Zelle. Es wird angenommen, dass
die erhdhte intrazellulare  Calciumkonzentration Uber eine  verstarkte
Membranpermeabilitat die Ausschleusung neu gebildeter viraler Partikel begunstigt
(van Kuppeveld et al., 1997).

Zur Untersuchung der Rolle des Calciums fur die beschriebene Desorganisation der
Aktinstruktur wahrend der CVB3-Infektion wurden die HelLa-Zellen zum einem unter
Zugabe des Calciumantagonisten Verapamil, zum anderen unter calciumfreien
Bedingungen infiziert. Verapamil ist ein in der Kardiologie gebrauchlicher
Calciumantagonist, welcher die L-lonenkanale fur Calcium blockiert. Durch Zugabe
von Verapamil konnte weder der zytopathische Effekt hinsichtlich der Zerstérung der
Mikrofilamente verhindert werden, noch konnte eine Abnahme der Virusreplikation
festgestellt werden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass der
Calciumeinstrom Uber die L-Calciumkanale nicht die Ursache der beobachteten
Mikrofilamentveranderungen bei der CVB3-Infektion ist. Im Vergleich dazu konnte
gezeigt werden, dass durch Verapamil die Replikationsrate des Influenzavirus Typ A
gesenkt wird (Nugent & Shanley, 1984). Auch die Replikationsrate von Vaccinia-
bzw. Masernviren konnte durch Verapamil um 97% bzw. 76% gesenkt werden
(Shainkin-Kestenbaum, 1993).

Zur weiteren Klarung der Rolle von Calcium hinsichtlich seiner zytotoxischen
Bedeutung wurden die HelLa-Zellen unter calciumfreien Bedingungen infiziert. Vor
und wahrend der CVB3-Infektion wurden die Zellen in einem calciumfreien

Medium gehalten und die zellinternen Calciumspeicher des endoplasmatischen

69



Retikulums durch Zugabe von Thapsigargin entleert. Unter diesen Bedingungen
fand sich bei der CVB3-Infektion weiterhin der beschriebene Zusammenbruch der
Mikrofilamente, die Fragmentierung des Aktingerusts trat in gleichem Mal} auf wie

in calciumhaltigem Medium. Der von van Kuppeveld et al., (1997) beschriebene
Calciumeinstrom ist somit nicht als ursachlich fur den in dieser Arbeit
beschriebenen zytopathischen Effekt anzusehen. Im Vergleich dazu konnte fir
Rotavirus, einem der wichtigsten Gastroenteritiserreger im Kleinkindesalter
gezeigt werden, dass der Calciumeinstrom mit Veranderungen des Aktins in den
Mikrovilli assoziiert ist und eine wichtige Rolle im Infektionszyklus der Rotaviren
spielt (Brunet et al., 2000a,b).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Calcium weder fur den beschriebenen
zytopathischen Effekt ursachlich ist, noch beeinflussen Veranderungen der Calcium-

konzentration in der Wirtszelle die Replikationsrate von CVB3.

4.3. Interaktion von CVB3 mit dem Zytoskelett von Myozyten

CVBa3 stellt einen kardiotropen Vertreter der Enteroviren dar, welcher als wichtigster
Erreger viraler Herzerkrankungen, insbesondere der viralen Myokarditis, gilt (Kandolf
& Hofschneider, 1989). Zur Klarung der Frage, ob sich der in den letzten Kapiteln
beschriebene Zusammenbruch des Aktingerusts nicht nur an HelLa-Zellen, sondern
auch in infizierten Myozyten beobachten lalt, wurden primare Rattenmyozyten
kultiviert und mit CVB3 infiziert. Auch in Rattenmyozyten konnte gezeigt werden,
dass die CVB3-Replikation mit einer massiven Storung der Aktinorganisation
einhergeht. Zur Untersuchung der Fragestellung, ob die in vitro beobachteten
Veranderungen des AktingerUsts auch bei einer CVB3-Infektion in vivo auftreten,
wurden ABY/SnJ-Mause (Klingel et al., 1992) mit CVB3 infiziert und die Herzen 4 d pi
untersucht. Aus den Befunden, dass sich 4 d pi sich im Herzmuskel noch keine
zellularen Entzundungszellinfiltate nachweisen lassen, kann geschlossen werden,
dass eine potenziell auftretende Zytotoxizitat in Myozyten bei der Infektion nicht
durch die reaktive Immunantwort, z.B. durch CD8'T-Zellen, bedingt sein.
Andererseits sind die Myozyten 4 d pi aber bereits infiziert und virale RNA bzw. virale
Proteine lassen sich mittels in situ Hybridisierung bzw. durch Immunfluoreszenz

nachweisen, so dass die zu diesem Zeitpunkt vorhandene Zytotoxizitat durch die
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Virusreplikation bedingt sein muf3.

Bei der Untersuchung der murinen Herzpraparate fanden sich Areale, in denen die
Struktur des Aktins nicht mehr erkennbar war, in welchen sich aber in der
immunhistochemischen Doppelmarkierung virale Polymerase nachweisen liel3. Wir
konnten zeigen, dass es sich bei den zerstorten Arealen um infizierte Myozyten
handelt, da in Folgeschnitten in diesen Arealen Desmin nachweisbar war, ein
Intermediarfilament vom Typ 2, welches sich primar in Muskelzellen findet (Alberts et
al.,1994).

Die beschriebenen Veranderungen der CVB3-infizierten Rattenmyozyten als auch
der murinen Myozyten in vivo sind insofern von groRer Bedeutung, als bekannt ist,
dass CVB3 als kardiotropes Virus in besonderem Male Myozyten infiziert. Beim
Menschen kann sowohl im akuten Stadium der Infektion wie auch in der Phase der
persistierenden Infektion der Herzmuskel irreversibel geschadigt werden. Der
Viruspersistenz wird hierbei eine wichtige atiopathogenetische Rolle bei der
Entstehung der dilatativen Kardiomyopathie zugeschrieben (Kandolf et al., 1993;
Kandolf, 1998). Der genaue Mechanismus, welcher nach einer Virusinfektion zur
dilatativen Kardiomyopathie flhrt, ist bis heute nicht vollstandig geklart. Zum einen
wird die Erkrankung als Reaktion des Immunsystems im Sinne einer
Autoimmunreaktion diskutiert (Huber et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass bei der
Infektion von Mausen mit CVB3 bereits 7 d pi Antikdrper gegen Herzmuskelgewebe
auftreten. Hierbei konnten IgG-Antikdrper gegen die schwere Kette des Myosins
sowie gegen Tropomyosin und Aktin gefunden werden (Latif et al., 1999). Zum
anderen wird als schadigender Mechanismus die direkte Zytopathogenitat durch
CVB3 diskutiert (Chow et al., 1991; Klingel et al., 1998).

CVB3AVPO cDNA ist eine replikationsrestringierte CVB3 cDNA-Mutante, bei der die
Bildung infektidser Viruspartikel verhindert wird, aber eine Expression viraler Proteine
auf niedrigem Niveau aufrechterhalten wird. Transfiziert man CVB3AVPO cDNA in
kultivierte Rattenmyozyten, so lalt sich trotz Abwesenheit infektidser Partikel ein
zytopathischer Effekt in den transfizierten Zellen beobachten (Wessely et al., 1998a).
Die herzmuskelspezifische Expression von CVB3AVPO cDNA in transgenen Mausen
schlieBlich fuhrt zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie innerhalb des
ersten Lebensjahres der Tiere. Die Prasenz infektioser Viren ist zur Induktion der
dilatativen Kardiomyopathie im Mausmodell offensichtlich nicht notwendig, sondern

es reicht hier die Produktion viraler Proteine auf niedriger Ebene aus (Wessely et al.,
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1998b). Insbesondere die Expression der viralen Proteinase 2A kdnnte hierbei eine
entscheidende Rolle spielen, da Uber sie ein Zusammenbruch des Dystrophin-
Glykoprotein-Komplexes induziert wird und dadurch in der Entstehung der dilatativen
Kardiomyopathie relevant sein konnte (Badorff & Knowlton, 2004). Der
Zusammenbruch des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes kdnnte auch den von uns
bei der CVB3-Infektion beobachteten Zusammenbruch des Aktingerusts erklaren, da
Aktin Uber Dystrophin mit membranstandigen Glykoproteinen verbunden ist (Fatkin &
Graham, 2002). Interessanterweise ist die Virusreplikation im Herzmuskel verstarkt
und die Entwicklung der Kardiomyopathie beschleunigt, wenn Dystrophin-defiziente
Mause mit CVB3 infiziert werden, als Hinweis daflr, dass eine Dystrophindefizienz
fur eine Enterovirus-induzierte Kardiomyopathie pradisponierend wirkt (Xiong et al.,
2002).

Aktin ist als kontraktiles Protein ein wichtiger Bestandteil der kardialen Myozyten. Bei
der Untersuchung von Herzmuskelgewebe, das von Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie gewonnen wurde, konnte eine Abnahme des Aktingehaltes der
Myozyten gezeigt werden (Hein et al., 2000). Hieraus lasst sich ersehen, dass das
Aktin als Strukturprotein des Herzens und dessen potentielle Schadigung durch ein
virales Agens eine pathogenetisch wichtige Rolle bei der Entstehung einer dilatativen
Kardiomyopathie spielen konnte.

Zusammmenfassend kann gefolgert werden, dass CVB3 Uber eine Zerstorung des
Aktingerusts einen direkten zytopathischen Effekt auf die infizierte Zelle ausubt und
somit bei der Induktion der dilatativen Kardiomyopathie als Komplikation der

enteroviralen Myokarditis bedeutsam ist.

4.4. Die Rolle des Golgiapparates im Rahmen der CVB3-Replikation

Im Rahmen der Infektion von Vero-Zellen mit Poliovirus kommt es zu einem
vollstandigen Zusammenbruch des Golgikomplexes der Zielzelle (Sandoval et al.,
1997). Wichtige Schritte hierbei sind die Zerstérung des cis-Golgi-Netzwerkes,
welches in Fragmente aufgespalten wird, die Freisetzung des an den Golgikomplex
gebundenen und fur den Membrantransport relevanten Proteins -COP sowie der
Zusammenbruch der Golgizisternen. Bei der Poliovirusinfektion konnte gezeigt

werden, dass eine transiente Expression des viralen Proteins 2B in COS-7-Zellen zu
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einer Zerstorung des Golgikomplexes fuhrt (Sandoval et al., 1997).

Brefeldin A, ein Metabolit, der aus Pilzen gewonnen wird und den Transport von
Vesikeln zwischen Golgiapparat und endoplasmatischem Retikulum blockiert und die
Anordnung der Golgiproteine zerstort, inhibiert die RNA Synthese von Poliovirus und
somit die Synthese viraler Partikel Uberaus effizient (Doedens et al., 1994). Als
moglicher Mechanismus der Inhibierung wurde die Blockade der GTP-abhangigen
Synthese sekretorischer Transportvesikel diskutiert, welche in der RNA Synthese im
Rahmen der Replikation von Poliovirus eine wichtige Rolle spielen konnte (Cuconati
et al., 1998). Fur das humane Cytomegalievirus (HCMV) konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass eine Zugabe von Brefeldin A im frihen Infektionszyklus die Synthese
von HCMV DNA inhibiert (Eggers et al., 1992).

Auch im Rahmen der CVB3-Infektion zeigte sich unter Zugabe von Brefeldin A zu
Beginn der Infektion eine vollstandige Inhibition der Virusreplikation. In der
Immunfluoreszenzmikroskopie liel sich kein virales Protein nachweisen und in der
Ein-Schritt-Wachstumskurve konnte kein Anstieg der viralen Titer im Vergleich zum
Ausgangswert verzeichnet werden. Auch das Zytoskelett zeigte in Anwesenheit des
Brefeldin A keine Schadigung durch CVB3. Gibt man Brefeldin A erst 2,5 h nach
Beginn der Inkubationszeit dem Kulturmedium zu, einem Zeitpunkt, zu dem sich
initial noch keine zytopathischen Effekte am Zytoskelett zeigen, so lasst sich 5 h pi
sowohl virale RNA wie auch virale Proteine nachweisen, zudem finden sich die
typischen CVB3-induzierten Zytoskelettveranderungen. Zusammenfassend kann
geschlossen werden, dass Brefeldin A die Replikation von CVB3 vollstandig
inhibieren kann, ein Befund, der nahelegt, dass CVB3 entsprechend dem Poliovirus

den Golgikomplex im Rahmen seiner RNA Synthese nutzt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Coxsackievirus B3 (CVB3) ist ein kardiotropes Enterovirus aus der Familie der
Picornaviren. Es qilt als wichtigster Erreger viraler Herzerkrankungen, insbesondere
der viralen Myokarditis. Besonders bei Sauglingen ist die Virusmyokarditis mit einer
sehr hohen Letalitatsrate von Uber 50% behaftet. Wird die akute Erkrankung
Uberstanden, besteht die Moglichkeit der Entstehung einer chronischen Myokarditis.
Dieser chronische Verlauf kann Uber bisher nicht vollstandig geklarte Mechanismen
zum klinischen Bild einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und einer folgenden
Herzinsuffizienz fuhren.

Von vielen Viren ist bekannt, dass das Zytoskelett der infizierten Zelle im Rahmen
der viralen Replikation in seiner Struktur grundlegend verandert wird. Beispielsweise
kommt es wahrend der Infektion von HelLa-Zellen mit Poliovirus, einem weiteren
Mitglied der Familie der Picornaviren, zu grundlegenden Veranderungen des
Zytoskeletts. Es gibt Hinweise daflr, dass bei der Poliovirusinfektion das Zytoskelett
modifiziert wird und ein grundlegendes zellulares Kompartiment der Virusreplikation
darstellt. Im Gegensatz zu Poliovirus ist Uber die Interaktion von CVB3 mit dem
Zytoskelett der permissiven Zielzelle bislang nur sehr wenig bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstandnis der Virus-Wirt-
Interaktion unter besonderer Berucksichtigung des Zytoskelettes bei der CVB3-

Infektion zu leisten.

Anhand CVB3-infizierter HeLa-Zellen konnten folgende Befunde erhoben werden:
e Die Intermediarfilamente Keratin und Vimentin zeigen nach Infektion keine
geordnete Struktur mehr, sondern eine Verklumpung im Bereich der Zellmitte.
e Das im uninfizierten Zustand sehr feine a-Tubulingertist der HelLa-Zellen
verdichtet sich im Verlauf der Infektion mit CVB3 zu einer homogenen Masse.
e Das F-Aktingertst erfahrt bei der CVB3-Infektion die eindrucksvollste
Veranderung. Die infizierten HeLa-Zellen erscheinen im Zellinneren bis auf
wenige Filamentbindel ausgehohlt, das F-Aktingerist wird vollig fragmentiert

und findet sich verklumpt am Zellrand wieder.

Untersucht man diese Zytoskelettveranderungen hinsichtlich ihrer Spezifitat fur die
Virusinfektion, so zeigt sich, dass nur der Zusammenbruch des F-Aktingerlsts ein
spezifisches Phanomen im Rahmen der Virusreplikation darstellt, wahrend die
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Veranderungen der Organisation des Keratins, Vimentins und a-Tubulins vielmehr
als virusinduzierte Stressreaktionen der Zelle anzusehen sind, welche sich in
ahnlicher Form auch nach Behandlung der Zellen mit thermischen oder chemischen
Reizen induzieren lassen.

Bezuglich des zeitlichen Verlaufes der F-Aktinschadigung findet man den
Zusammenbruch des F-Aktingerusts erst 2 bis 3 Stunden pi, einem Zeitraum, der mit
der Synthese viraler Proteine korreliert. Wie durch in situ Hybridisierung, einem
Verfahren zur Darstellung viraler RNA, gezeigt wurde, geht die Synthese viraler RNA
derjenigen der Proteinsynthese um ca. 1 Stunde voraus, da bereits 2 Stunden pi
grolle Mengen neu synthetisierter viraler RNA nachzuweisen sind. Da zu diesem
Zeitpunkt noch anndhernd keine Desorganisation des Zytoskeletts zu beobachten ist,
kann davon ausgegangen werden, dass das F-Aktingerist weder bei der
Virusaufnahme noch bei der Synthese viraler RNA, sondern vielmehr im Rahmen der
viralen Proteinsynthese geschadigt wird. Unterstutzt wird diese Beobachtung durch
Untersuchungen von Badorff et al., die zeigen konnten, dass die virale Proteinase 2A
von CVB3 das zellulare Dystrophin spaltet und vermutlich hierdurch den
Zusammenbruch des Aktingerusts induziert.

Zur Ubertragung der anhand CVB3-infizierter Hela-Zellen beobachteten
Veranderungen des F-Aktins auf das in vivo Modell der CVB3-Myokarditis wurden
zunachst Untersuchungen an kultivierten Rattenmyozyten vorgenommen, da CVB3
im Herzmuskel vornehmlich Myozyten infiziert. Auch hier konnte ein Zusammenbruch
des F-Aktingertsts nach CVB3-Infektion gezeigt werden. In weiterflhrenden
Untersuchungen anhand des Mausmodells der CVB3-induzierten Myokarditis der
ABY/SnJ-Maus konnten wir 4 Tage pi deutlich aktinreduzierte Bezirke als infizierte
Myozyten im Myokard der Tiere identifizieren. Die in der Zellkultur gezeigten F-Aktin-
Strukturveranderungen kénnen somit auch auf das in vivo Mausmodell der CVB3-
induzierten Myokarditis Ubertragen werden.

Zur Uberpriifung der Abhangigkeit der viralen Replikation vom Zytoskelett der
infizierten Zielzelle wurden einzelne Zytoskelettanteile durch verschiedene
Substanzen spezifisch zerstort und die Effizienz der viralen Replikation mittels in situ
Hybridisierung, Immunfluoreszenzmikroskopie sowie durch Ein-Schritt-Wachstums-
kurven udberpruft. Infolge der gezielten Zerstorung des F-Aktingeristes durch
Cytochalasin D konnte ein verzogerter Titeranstieg sowie ein erniedrigter Virustiter in

der Ein-Schritt-Wachstumskurve nachgewiesen werden. Die Zerstérung des Keratin-,
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Vimentin- oder a-Tubulingertsts hingegen hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf
die Virusreplikation.

Der Einstrom von Calciumionen in die Zelle im Rahmen von Infektionen kann zum
zytopathischen Effekt beitragen, wie dies z.B. von Clostridium difficile oder Rotavirus
bekannt ist. Ein Anstieg der Calciumkonzentration der infizierten Wirtszelle kann
auch bei der Infektion mit Poliovirus und CVB3 zwei bis drei Stunden pi beobachtet
werden. Inwieweit ein Calciumeinstrom in die Zelle oder eine Entleerung der
intrazellularen Calciumspeicher den viralen zytopathischen Effekt induziert, wurde
zum einen durch Infektion unter calciumfreien Bedingungen mit und ohne vorherigen
Entleerung der intrazellularen Calciumspeicher durch Thapsigargin und zum anderen
durch Blockade der L-Calciumkanale durch Verapamil Uberpruft. Unter keiner dieser
Untersuchungsbedingungen konnte der Zusammenbruch des F-Aktingerusts
verhindert werden. Somit ist weder ein Calciumeinstrom in die infizierte Zelle noch
eine Entleerung der intrazellularen Calciumspeicher im Rahmen der Infektion als
ursachlich fir den Zusammenbruch des F-Aktins anzunehmen.

In weiteren Untersuchungen wurde die Abhangigkeit der CVB3-Replikation vom
Golgiapparat der Zielzelle uberpruft. Hierzu wurde die Funktion des Golgiapparates
mittels Brefeldin A blockiert. Unter Brefeldin A Zugabe kommt es zu einer
vollstandigen Inhibierung der Synthese viraler RNA, es lief3 sich kein virales Protein
nachweisen und auch die Schadigung des Zytoskeletts blieb aus. Gibt man Brefeldin
A erst 2.5 Stunden pi dem Medium zu, so ist keine Inhibierung der Synthese viraler
RNA mehr zu beobachten und auch die Aktinschadigung ist vergleichbar mit
derjenigen bei CVB3-Infektion ohne Zugabe von Brefeldin A.

Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass bei der CVB3-Infektion das
Aktingerust der Zielzelle eine wichtige Funktion im Rahmen der Virusreplikation
Ubernimmt und hierbei spezifisch zerstort wird. Calcium ist fur die Zytopathogenitat
allenfalls von sekundarer Bedeutung. Die Zerstérung des Aktingerists kann auch in
vivo am Mausmodell der CVB3-Myokarditis nachgewiesen werden und erfolgt im
Rahmen der viralen Proteinsynthese vermutlich durch die Proteinase 2A von CVB3.
Durch eine chemische Zerstérung des F-Aktingerists wird die virale Replikation
deutlich vermindert, jedoch nicht vollstandig inhibiert. Eine vollstandige Inhibierung
der Virusreplikation lasst sich aber durch die Blockierung des Golgiapparats

erreichen, welcher fur die virale RNA Synthese eine entscheidende Rolle spielt.
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