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3. Einleitung

3.1 Die Arenaviren

3.1.1 Die Familie der Arenaviridae

Die Familie der Arenaviridae umfasst 19 unterschiedliche Virusspezies, wobei sechs Spezies
als humanpathogen gelten (CLEGG et al., 2002, MCCORMICK et al., 2002). Die Einteilung der
Arenaviren erfolgt aufgrund ihres geografischen Vorkommens in Altwelt und Neuwelt-Viren. Zu
den Altwelt-Viren gehoren das Lassa-Virus und das Lymphocytare Choriomeningitis Virus
(LCMV), zu den Neuwelt-Viren u.a. Pichinde-, Junin-, Machupo- und Guanoritovirus. Der Name
"Arenavirus" resultiert von den im Elektronenmikroskop kdrnig oder sandig (lat., arenosus)
erscheinenden, pleomorphen Partikeln. Die granuldre Struktur wird vermutlich von Ribosomen
gebildet, die bei der Morphogenese inkorporiert werden. Arenaviren persistieren in chronisch
und asymptomatisch infizierten Nagetieren und koénnen von diesen auf den Menschen
Ubertragen werden. Das zuerst isolierte Arenavirus war 1933 LCMV. In den 60er Jahren folgten
dann weitere Viren, die die gleiche Morphologie und &hnliche immunologische Eigenschaften
besalRen. Auffallig war, dal’ einige dieser Viren schwere Hamorrhagien mit einer Letalitat von
bis zu 30% verursachten, andere hingegen fir den Menschen nicht pathogen zu sein schienen
(PETERS et. al., 1996; CLEGG, 2002).

3.1.2 Molekularbiologie der Arenaviren

Arenaviren sind umhillte Viren mit einem mittleren Durchmesser von 92 nm (62 bis 150 nm)
(BUCHMEIER, 2002). Das RNA-Genom besteht aus zwei einzelstrangigen RNA-Molekulen. Die
S-RNA (small)- und L-RNA (large)-Molekile enthalten jeweils zwei Gene, die in ambisens-
Orientierung vorliegen und nicht Uberlappend sind. Innerhalb eines Virions und in infizierten
Zellen liegen beide Fragmente nicht in gleichen Mengen vor, das L- zu S-RNA Verhaltnis
betragt rund 1 zu 2,5. Die Ladnge der RNA-Genomsegmente kann bei den unterschiedlichen
Arenavirus-Spezies variieren, die generelle Organisation der S- und L-genomischen-RNA ist
hingegen innerhalb der Arenaviridae konserviert (MEYER et al., 2002). Die durchschnittliche
Lange des S-RNA Segments ist 3,4 kb. Es codiert am 5'-Ende fir das Glykoprotein-
Vorlaufermolekul (GP-C) in positiver Orientierung sowie am 3'-Ende fir das Nukleoprotein (NP)
in negativer Orientierung. Das L-RNA Segment ist rund 7,2 kb lang und codiert fir die virale
Polymerase (am 3'-Ende in negativer Orientierung) und das Z-Protein (am 5'-Ende in positiver

Orientierung).
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Das Nukleoprotein ist das am haufigsten vorkommende Protein (70% der viralen Proteine bei
Pichinde-Virus). Es hat ein Molekulargewicht von 60 bis 68 kDa, bei Lassa-Virus rund 61 kDa.
Das NP liegt mit der viralen RNA assoziiert vor und bildet so das Nukleocapsid. GPC ist ein 70
bis 80 kDa groRes Polyprotein, welches posttranslational in GP-1 (40 bis 46 kDa) und GP-2
(35 kDa) gespalten wird. Im Virion sind equimolare Mengen beider Glykoproteine vorhanden.
Das GP-1 ist ein peripheres Membranglykoprotein, das sich Uber Disulfidbriicken zu
homotetrameren Komplexen zusammenlagert. Es bildet den globuldren Kopfteil der
elektronenmikroskopisch sichtbaren Glykoprotein-"Spikes". Das GP-2 ist ein integrales
Membranprotein, das sich ebenfalls zu Homotetrameren zusammenlagert und den Stiel des
Glykoprotein-"Spike" bildet. Die beiden Homotetramere GP-1 und GP-2 binden Uber ionische
Interaktionen aneinander. Das L (large)-Protein hat die Funktion der viralen RNA-abh&angigen
RNA-Polymerase. Es hat ein Molekulargewicht von rund 200 kDa und ist Teil des
Nukleocapsids. Das kleinste von Arenaviren codierte Protein ist das Z-Protein mit einem
Molekulargewicht von 11 kDa. Es enthélt ein RING-Finger-Motif welches Zink bindet. Die
genaue Funktion dieses Proteins ist bisher nicht vollstandig aufgeklart, vermutlich besitzt es
regulatorische Funktionen. In LCMV infizierten Zellen konnte das Z-Protein im Zytoplasma, aber
auch im Zellkern nachgewiesen werde (BUCHMEIER, 2002).

Die Gene jedes Genomsegmentes werden durch eine stem-loop-Struktur voneinander getrennt,
die sich in der intergenic noncoding region befinden (Abbildung 1A). Diese stem-loop-Struktur
ist eventuell fur die Regulation der transkriptionellen Termination verantwortlich.
Modellvorstellungen zufolge kénnte die virale Polymerase aufgrund dieser stem-loop-Struktur
von der Matrizen-RNA dissoziieren und somit die Transkription beenden (MEYER et al., 2002).
Die Replikation der genomischen RNA erfolgt durch Umschreibung in eine komplementére
RNA-Kopie. Diese antigenomische RNA dient einerseits als Matrize fur die Synthese der
genomischen RNA (Replikation) und andererseits fur die Synthese von mRNA (Transkription)
(Abbildung 1B). Die ambisense Orientierung der Gene und ihre Expression vom RNA-Genom
bzw. Antigenom ermdglicht eine zeitliche Regulation der Genexpression in infizierten Zellen
(MEYER et al., 2002).

Die absoluten 3'-und 5'-Enden der beiden RNA Segmente weisen eine Kkonservierte
Nukleotidsequenz von 19 Basen auf. Das 5'-Ende ist reverse-komplementér zu der Sequenz
am 3'-Ende und 17 der ersten 19 Nukleotide sind zwischen der S- und der L-RNA homolog.
Daher ist die Bildung von intramolekularen Duplexen bei der Hybridisierung der Enden eines
RNA-Molekils bzw. intermolekularer Duplexe bei Hybridisierung der Enden von S- und L-RNA
moglich (MEYER et al., 2002).
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Abbildung 1: Genomorganisation und Genexpression der Arenaviren.

A. Schematische Darstellung der L-RNA und S-RNA von Arenaviren.

B. Die GP-mRNA (und auch Z-mRNA) Transkription erfolgt Giber die in komplementérer Orientierung
synthetisierte RNA-Kopie als Matrize.

Die 5'-Enden der subgenomischen mRNA enthalten ein bis sieben zuséatzliche Basen (NN) und eine
7-Methyl-Guanosin-Cap-Struktur.

Die stem-loop-Struktur representiert die intergenic noncoding region. (nach MeYER et al., 2002)

Der Lebenszyklus der Arenaviren findet im Zytoplasma der infizierten Zelle statt. Die
Freisetzung neu synthetisierter Viruspartikel erfolgt innerhalb von 12 bis 24 Stunden nach
Infektion Uber das Budding der Plasmamembran in den extrazellularen Raum. Da Arenaviren im
natrlichen Wirt nicht cytopathogen sind, ist eine Uber einen langeren Zeitraum anhaltende
Infektion mdglich. Arenaviren weisen einen breiten Zell- und Wirtstropismus auf. Der einzige
bisher bekannte zellulare Rezeptor, a-Dystroglycan, weist ebenfalls ein nahezu universelles
Vorkommen auf (CAO et al., 1998; SMELT et al., 2001).
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3.1.3 Transmission von Arenaviren

Arenaviren werden fast ausschlief3lich von persistierend infizierten Nagetieren Gbertragen. Die
angeborene Infektion bewirkt eine lang andauernde oder gar lebenslange Infektion des
natirlichen Wirtes, der zumindest keine offensichtlichen Symptome zeigt. Uber den Urin werden
hohe Virustiter (bei Pichinde Virus rund 10° pfu / ml) ausgeschieden, so dafRk eine Ubertragung
auf den Menschen durch z.B. kontaminierte Nahrungsmittel oder ber Aerosole denkbar ist.
Aus diesem Grund werden in den vom NIH und CDC herausgebrachten Richtlinien (Biosafety in
Micobiological and Biomedical Laboratories (BMBL)) Arbeiten mit LCMV infizierten Nagetieren
in die Sicherheitsstufe BSL-3 eingestuft (PETERS et. al., 1996).

Bisher wurden erst wenige Studien bezuglich der Transmission der Arenaviren innerhalb ihres
Wirtes durchgefuhrt. Vermutlich wird das Virus berwiegend transovariell vom Muttertier auf das
ungeborene Nachkommen tbertragen. Eine horizontale Ubertragung ware tber Nasalsekrete,
Speichel, Urin sowie direkt Gber BiRwunden denkbar. Die horizontale Virusibertragung von
LCMV (Uber Mundschleimhdute, Bindehaute oder intakter Haut ist experimentell gezeigt
(PETERS et. al., 1996).

3.14 Die LCMV-Infektion des Menschen

LCMV wurde 1933 als erstes Arenavirus von C. ARMSTRONG und R.D. LILLIE beschrieben. Der
naturliche Wirt von LCMV ist Mus domesticus, Mus musculus und Mus castaneus. Beim
Menschen ist das klinische Bild einer Infektion durch eine aseptische Meningitis charakterisiert,
in schweren Verlaufen erfolgt auch eine Beteiligung des zentralen Nervensystems. Eine fiebrige
Erkrankung ohne neurologische Beteiligung ist das haufigste Krankheitsbild. Diese wird jedoch
selten diagnostiziert. Die Letalitat der LCMV-Infektion liegt bei unter einem Prozent (PETERS et
al., 1996).

Die initiale Phase der LCMV-Infektion ist durch Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen,
Photophobie, Ubelkeit und Erbrechen gekennzeichnet. Rund 10 Tage nach Beginn des Fiebers
sind meningeale Symptome zu beobachten - haufig sogar nach einer vorlaufigen Besserung.
Normalerweise bleiben die Symptome auf eine aseptische Meningitis beschrénkt.
Encephalitiden konnten in 5 bis 34% der diagnostizierten LCMV-Infektionen beobachtet werden
(PETERS et al.,, 1996). Daruberhinaus ist eine LCMV-Infektion von Schwangeren stark
fruchtschadigend und fiihrt entweder zum Tod des F6tus oder zu schweren Behinderungen des
Neugeborenen (STEINBERGAS, 1976; METS, 1999; PEARCE et al., 2000).

LCMV-Infektionen sind entsprechend der geographischen Verteilung des natirlichen Wirts, der
Hausmaus [Mus domesticus (Westeuropa, Afrika, Mittlerer Osten, Arabische Halbinsel), Mus

musculus (Danemark, Deutschland, Osterreich, Jugoslavien bis zum Schwarzen Meer) und Mus
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castaneus (von Russland bis nach Tibet)] weit verbreitet (SALAZAR-BRAVO, 2002). In den 30er
Jahren in den USA durchgefihrte Studien zeigten eine Seroprevalenz von 11% gegeniber
LCMV in der Bevilkerung (ARMSTRONG, 1941). Anhand neuerer Daten konnte eine
innerstadtische Pravalenz in Baltimore von 4,7% und in Birmingham von 5% gezeigt werden
(CHIELDS et al., 1991; STEPHENSEN et al., 1992). In Norddeutschland findet man in I&ndlichen
Gegenden eine Rate von 9,1%, in Suddeutschland hingegen von nur 1,2%. Entsprechend
konnten im Sutden weniger infizierte Mause beobachtet werden. In den kalteren Wintermonaten
nehmen LCMV-Infektionen deutlich zu, denn Mause dringen dann vermehrt in den Lebensraum
des Menschen ein und erhéhen damit die Wahrscheinlichkeit einer Virusubertragung (PETERS
et al., 1996).

Weitere Ubertrager von LCMV sind Hamster, die als Haustiere gehalten werden. Im Zeitraum
von Dezember 1973 bis April 1974 wurden in den USA 181 derart vermittelte LCMV-Infektionen
beschrieben (BRIGGAR et al., 1975; DEIBEL et al., 1975; GREGG, 1975) in Deutschland waren es
von 1968 bis 1971 47 Falle (ACKERMANN et al., 1972; BLECHSCHMIDT et al., 1977). Dabei sind
nicht nur Personen erkrankt, die direkten Kontakt zu den Tieren hatten, sondern auch solche,
die sich im gleichen Wohnumfeld aufgehalten hatten, d.h. das Virus wurde offenbar tber
Aerosole innerhalb einer Wohnung tbertragen (PETERS et al., 1996).

Von LCMV sind nur relativ wenig Sequenzinformationen bekannt, die meisten beschréanken sich
auf die Laborstamme Armstrong und Western (WE), deren komplette S und L RNA Sequenzen
in den Datenbanken zuganglich sind (ROMANOWSKI et al., 1985; SALVATO et al., 1988, 1989;
DJAVANI et al., 1998).

Die LCMV-Laborstamme Armstrong und WE unterscheiden sich in der Pathogenese im
Meerschweinchen-Modell. Wahrend Infektionen mit weniger als 10 PFU des Stammes WE zu
einem todlichen Krankheitsverlauf in adulten Meerschweinchen fiihren, ist die Infektion mit
Stamm Armstrong mit bis zu 10° PFU nicht letal (DJAVANI et al., 1998).

3.1.5 Die LCMV-Infektion der Callitrichidae - Callitrichid-Hepatitis

Die Familie der Callitrichidae gehért zu den Neuwelt-Primaten. Spezies dieser Familie sind
unter anderem Goeldi-Springtamarine (Callimico goeldii) und Zwergseidenaffen (Cebuella
pygmaea). Goeldi-Springtamarine leben auf Baumen und sind rund 360 Gramm schwer. Sie
ernahren sich hauptsachlich von Friichten, fangen jedoch auch Insekten oder kleinere Tiere.
Die Flussigkeitsaufnahme erfolgt am Boden und nicht wie bei vielen anderen Arten der
Callitrichiden durch Lecken an feuchten Blattern (ANONYMUS, 2003a). Die Tiere der ebenfalls
baumlebenden Art Zwergseidenaffen sind nur 100 Gramm schwer und bilden die kleinste Art
der Neuwelt-Primaten. Sie ernahren sich hauptséachlich von Friichten, jedoch auch von Insekten
(ANONYMUS, 2003Db).
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LCMV kann neben dem Menschen auch die Neuwelt-Primaten der Callitrichidae infizieren.
Nach einer Inkubationszeit von ein bis zwei Wochen kdnnen Symptome wie erhghte
Leberenzymwerte, Gelbsucht und Hamorrhagien auftreten. Sie sind Anzeichen eines schweren,
oft letalen Krankheitsverlaufs. Im Gegensatz zum Menschen verursacht LCMV in Callitrichiden
eine Multiorganerkrankung unter Beteiligung von Leber, Milz, Nebennierendriisen,
Bauchspeicheldrise und des zentralen Nervensystems. Histopathologisch und klinisch &hnelt
diese LCMV-Infektion dem Lassa-Fieber beim Menschen. Aufgrund der charakteristischen
Leberbeteiligung bei dieser Spezies (Callitrichidae) bezeichnet man diese LCMV vermittelte
Infektion als Callitrichid-Hepatitis (CH) (MONTALI et al., 1989, 1993, 1995; RAMSY et al., 1989).
Bis in die frhen 80er Jahre wurden mehrere Ausbriiche von CH in nordamerikanischen Zoos
beobachtet (RAMSAY et al., 1989), wobei die Krankheit erst 1991 mit LCMV in Verbindung
gebracht wurde (STEPHENSEN et al., 1991, 1995). Diese CH-Ausbriiche wurden unwissentlich
durch infizierte Zuchtméause verursacht, die den Affen verfittert wurden (MONATLI et al., 1993).
Fir die CH-vermittelnden LCMV-Stdmme sind kaum Sequenzinformationen bekannt. Bisher
wurde nur ein Teilstick des S-RNA Segmentes eines einzigen CH-LCMV-Stammes
vergffentlicht (STEPHENSEN et al., 1995).

3.1.6 Die Lassa-Virusinfektion des Menschen - das Lassa-Fieber

Das Lassa-Fieber wurde erstmals 1969 beschrieben. Im Nordosten Nigerias in dem Ort Lassa
(Koordinaten: 10°16'N 13°18'E) erkrankten amerikanische Missionare an einer Lassa-
Virusinfektion (FRAME et al., 1970). Das Endemiegebiet ist auf LaAnder West Afrikas wie Guinea,
Sierra Leone, Liberia und Nigeria beschrankt. Das klinische Bild einer Lassa-Virusinfektion ist
durch Symptome einer schweren systemischen Erkrankung gekennzeichnet, die in schweren
Verlaufen mit Blutungen assoziiert ist. Die Letalitat von hospitalisierten Patienten liegt bei rund
16% (PETERS et al.,1996). Jedoch wurden bei einzelnen Ausbriichen in Nigeria 50% und bei
zwei nosokomialen Ausbriichen sogar eine Letalitat von 70% beobachtet (HOLMES et al., 1990).
Zwischen 1996 und 1997 wurden im 0Ostlichen Teil Sierra Leones tber 1000 Félle mit 148 Toten
von Lassa-Fieber beobachtet (McCoRrwmick et al., 2002). Eine saisonale Haufung der
Krankheitsfélle ist in den Trockenmonaten von April bis Mai zu erkennen, die durch eine hohere
Stabilitat des Virus bei Trockenheit und der vermehrten Anndherung des Wirtes (Nagetiere) an
den Menschen erklart werden kénnte (MCCORMICK et al., 2002). Fir gesamt Westafrika werden
pro Jahr 100.000 bis 300.000 Lassa-Fieber Falle mit bis zu 10.000 Toten geschatzt (CLEGG,
2002, McCoRMICK et al., 2002). In Sierra Leone liegt die Seroprevalenz gegeniber dem Lassa-
Virus in kuistennahen Regionen bei rund 5% und im Landesinnern bei bis zu 40% (MCCORMICK,
1987).
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Nach einer Inkubationszeit von durchschnittlich 10 Tagen (5 bis 21 Tage) beginnt das Lassa-
Fieber mit allgemeinem Unwohlsein und Fieber. Bei schweren Verlaufsformen steigt das Fieber
stark an, in Uber 50% der Falle ist es von Muskel- und Gliederschmerzen begleitet (KNOBLOCH
et al., 1980). Ein Drittel der hospitalisierten Lassa-Fieber-Patienten zeigen starke
Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen sowie Durchfalle. Sehr starke Halsschmerzen
werden in zwei Dritteln aller Patienten beobachtet und gehen mit einer Pharyngitis einher.
AulRRerdem treten haufig retrosternale Schmerzen und in zwei Drittel der Falle starker Husten
auf. Schleimhaut-, gastrointestinale- oder vaginale Blutungen sind bei 15% bis 20% der
erkrankten Patienten zu beobachten und geben den Hinweis auf eine schlechte Prognose.
Ebenfalls wurden in einzelnen Féallen neurologische Manifestationen beobachtet: aseptische
Meningitis, Encephalitis oder eine globale Encephalopathie mit Krampfen (KNOBLOCH et al.,
1980, MCCORMICK et al., 2002; PETERS et al.,1996).

Bei Uberlebenden Patienten dauert die Erkrankung 2 bis 3 Wochen an. Im Serum dieser
Patienten konnten hohe IgM und IgG Antikorpertiter nachgewiesen werden. Bei schweren
Krankheitsverlaufen sterben die meisten Patienten vor der Antikérperbildung (MCCORMICK et
al., 2002; PETERS et al.,1996). Nach Entfieberung ist das Virus im Blut nicht mehr nachweisbar,
die Virusausscheidung tber Urin, Sperma und Muttermilch konnte hingegen noch 6 Wochen
nach einer akuten Infektion beobachtet werden. Als Spéatfolge der Lassa-Virusinfektion konnte
bei 29% der untersuchten Patienten ein unilateraler bzw. bilateraler Horverlust beobachtet
werden (CUMMINS et al., 1990).

Der natirliche Wirt des Lassa-Virus sind Nagetiere, und zwar Mastomys, die sudlich der Sahara
vorkommen und mehrere Subspezies einer noch ungeklarten Taxonomie umfassen. Welche
davon die naturlichen Wirte des Lassa-Virus sind und in welchen Gegenden sie vorkommen ist
bisher nicht genau bekannt. Eine Vorhersage Uber Endemiegebiete des Lassa-Virus ist somit
nicht genau mdoglich (PETERS et al., 1996; ROBBINS et al., 1989). Mastomys natalensis wird als
der naturliche Wirt des Lassa-Virus angesehen. Die Nagetiere leben direkt in den
Wohnhausern. Bei Untersuchungen in Sierra Leone waren durchschnittlich 2,4 Nagetiere pro
Haus zu finden, wovon 5 bis 10% mit Lassa-Virus infiziert waren. In einigen Hausern wurden
sogar 50 bis 75 Nagetiere gefunden, von denen ungefahr die Halfte Lassa-Virus ausschieden
(McCoRMiICK et al., 2002). Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt vermutlich tiber Aerosole
oder Uber direkten Kontakt mit Ausscheidungen, z.B. uber Urinkontaminationen auf
Nahrungsmitteln, Schlafstellen, Tischen und Ful3bdden. Aulerdem kdnnte eine Infektion Gber
direkten Blutkontakt beim Jagen und Toéten der Mastomys zu Nahrungszwecken erfolgen
(PETERS et al.,1996; Salazar-Bravo et al., 2002, TER MEULEN et al., 1996). Eine Mensch-zu-
Mensch Ubertragung des Virus erfolgt besonders innerhalb der Familie und durch schlechte
hygienische Zustdnde im Krankenhaus. Das Virus wird dabei weniger Uber Aerosole als

vielmehr Uber direkten Kontakt mit kontaminierten menschlichen Ausscheidungen oder Uber
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nicht sterilisierte medizinische Instrumente tbertragen (FRAME et al., 1970; MCCORMICK et al.,
2002).

Wahrend der langen Inkubationszeit von bis zu 3 Wochen kann das Lassa-Virus durch
Reisende auch in andere Regionen der Welt verbreitet werden. Dennoch ist das Risiko einer
Mensch-zu-Mensch Ubertragung auRerhalb von Endemiegebieten sehr gering. Bei rund 20
importierten  Lassa-Viruserkrankungen weltweit konnte nur in einem Fall eine

Sekundaribertragung gezeigt werden (HAAS et al., 2003).

3.2 Cytokine

Cytokine sind sekretorische Proteine, die den Zustand anderer Zellen Uber die Bindung an
deren Rezeptoren und der daraus resultierenden Aktivierung von Signalkaskaden beeinflussen
konnen. Sie sind Teil der unspezifisch wirkenden, nichtadaptiven Immunabwehr. Die
Cytokinwirkung erfolgt haufig bevor spezifische Antikdrper oder cytotoxische T-Zellen
vorhanden sind. Cytokine werden Uberwiegend von immunologisch aktiven Zellen gebildet und
sezerniert. Zu den Cytokinen gehoéren z.B. Interferone, Interleukine, Tumornekrosefaktoren und
Chemokine (CHELBI-ALIX et al., 1998; SAMUEL, 2001).

Cytokine kdnnen eine antivirale Aktivitat besitzen, wie Interferon-alpha (IFN-a) und Interferon-
beta (IFN-b). IFN-a kann von allen infizierten Zellen synthetisiert werden, hauptsachlich jedoch
von Makrophagen, Monocyten und Granulocyten. IFN-b hingegen wird hauptsachlich von
infizierten Fibroblasten sezerniert und wirkt immunregulatorisch. Es bewirkt eine erhéhte major
histocompatibility complex (MHC)-Expression und eine Aktivierung von Makrophagen. IFN-a
und IFN-b sind saurestabil und werden als Typ-I-Interferone bezeichnet. Die Expression dieser
Cytokine wird in infizierten Zellen direkt durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren initiiert.
Waéhrend einer Infektion wird meist mehr IFN-a als IFN-b gebildet (SAMUEL, 2001)

IFN-g ist saurelabil und zahlt zum Typ-ll-Interferon. Eine Homologie zu den Typ-I-Interferonen
besteht nicht. IFN-g wird von stimulierten T-Helferzellen, aktivierten Makrophagen und
natdrlichen Killerzellen gebildet (SAMUEL, 2001; SEN, 2001).

Durch die Bindung der Interferone an Rezeptoren (IFN-a und IFN-b an Typ-I-Rezeptoren bzw.
IFN-g an Typ-ll-Rezeptoren) werden diese konformationell veréndert, was zu einer Aktivierung
von Proteinkinasen der Jak-Familie fuhrt. Dies fuhrt zur Phosphorylierung von STAT-1 (signal
transducers and activators of transcription) und STAT-2-Proteinen. Die STAT-Proteine kénnen
dann Komplexe bilden, die in den Zellkern wandern und mit zusatzlichen Regulatorproteinen an
die transkriptionellen Kontrollelemente ISRE (interferon stimulated regulatory elements) binden.

ISRE regulieren die Expression von interferon stimulated genes (ISG) wie die 2'5'-
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Oligoadenylatsynthetase, MHC-Klasse-lI und -1l Molekiile, Mx-Proteine (SAMUEL, 2001; SEN,
2001).

Der Tumor-Necrose-Faktor-alpha bzw. -beta (TNF-a bzw. TNF-b) wird von Makrophagen,
Monocyten und B- und T-Lymphocyten gebildet. Induziert wird die TNF-a Expression durch
Lipopolysaccharide, durch Aktivierung von Interleukin-Rezeptoren oder durch phagozytierte
Mikroorganismen. Die Rezeptoren von TNF-a und TNF-b sind identisch, vermutlich auch ihre
biologische Aktivitat. In Endothelzellen induzieren die Tumornekrosefaktoren u.A. die Synthese
von Cytokinen und NO-Synthetasen. Des weiteren regulieren Tumornekrosefaktoren die
Aktivitat von Makrophagen. AuRerdem findet eine Aktivierung von neutrophilen Granulocyten
und B-Lymphocyten statt. Durch seine vielseitige Wirkung ist TNF an der Abwehr von viralen,
bakteriellen und parasitaren Infektionen beteiligt (SAMUEL, 2001; SEN, 2001).

3.2.1 Cytokininduzierte Proteine: Protein der Promyelozytenleuk&mie
(PML) und Sp100

Bisher sind mehr als 100 verschiedene Gene bekannt, die durch Interferone induzierbar sind.
Ihre physiologische Aufgabe ist oft unbekannt. Eine antivirale Aktivitat konnte bisher nur bei
wenigen der interferoninduzierten Proteine gezeigt werden. Zu ihnen gehéren die p68
Proteinkinase, die 2',5'-Oligoadenylat-Synthetase und einige Mx-Proteine (CHELBI-ALIX et al.,
1998). Mx-Proteine sind Polypetide und durch Typ-I-Interferone induzierbar. Sie besitzen
GTPase Aktivitdt und hemmen die Transkription z.B. von VSV und Influenza-Virus. Auf3erdem
gehdren zu den interferoninduzierbaren Proteinen das Protein der Promyelozytenleukamie
(PML) und das Spl100-Protein, die Teil der im Folgenden beschriebenen Zellkernstruktur sind
(STERNSDORF et al., 1997b). Diese Strukturen werden als ND (nuclear domain), ND10 oder
PML oncogenic domains (PODs) bezeichnet (AscoLl et al., 1991; DycK et al., 1994). Die zuerst
beschriebenen Bestandteile sind das PML- und das Sp100-Protein. Ein PML-Fusionsprotein
wurde bei Patienten mit einer akuten Promyelozytenleuk&mie und Sp100 als Autoantigen bei
Patienten mit einer primér-bilidren Zirrhose (PBZ) isoliert (STERNSDORF et al., 1997b).

Innerhalb des Zellzyklus variieren Anzahl und Gré3e der NDs: in der Go-Phase sind die
wenigsten, in der G1-Phase mehr und in der S-Phase die meisten NDs zu erkennen. In der
S-Phase sind die NDs in der Nahe der Replikationsorte zu finden. Im gesamten Zellzyklus
liegen PML und Sp100 co-lokalisiert vor, nur wahrend der Mitose dissoziieren beide Proteine
voneinander. PML bildet grof3e Aggregate in der Peripherie der mitotischen Zelle und Sp100 ist
diffus verteilt. Schwermetalle und Stressfaktoren kénnen eine Anderung der ND-Morphologie
verursachen (STERNSDORF et al., 1997a).

Das Spl00-Protein ist ein 53 kDa grol3es Protein, welches durch alternatives Splicen in

unterschiedlichen Isoformen vorkommen kann. Im ND ist Sp100 mit der nuklearen Matrix
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verbunden. Transkriptionell transaktiviert es unterschiedliche Promotoren, die genaue
Wirkungsweise ist jedoch unklar. Am N-Terminus besitzt Sp100 Sequenzhomologien mit der
peptidbindenden Doméane der MHC Klasse | Molekile. In der zentralen Region des Sp100
konnte eine transkriptionelle Transaktivatordomaine lokalisiert werden, die Sequenzhomologien
zu verschiedenen viralen transaktivierenden Proteinen (z.B. zum HIV-1 Nef) aufweist. Einige
Splicevarianten des Spl00 enthalten Domanen, die interferoninduzierbaren, humanen
nuklearen Phosphoproteinen (HNPP1/2) entsprechen (STERNSDORF et al., 1997a).

Vom PML-Protein ist ebenfalls ein Teil mit der nukledren Matrix verbunden. Funktionelle
Studien mit PML weisen in APL-Zellen (APL = acute promyelocytic leukemia) und anderen
Zellen auf eine Suppression des Zellwachstums hin (AHN et al., 1995; LE et al., 1996; Mu et al.,
1994). AuBerdem wird PML eine transkriptionelle Repressorfunktion zugeschrieben
(STERNSDORF et al., 1997a). Der N-Terminus enthalt drei cysteinreiche Metallbindungsstellen,
die wahrscheinlich Zink komplexieren. Diese Doménen sind fur die Lokalisation des PML in den
NDs wichtig und lassen die Vermittlung von Protein-Protein Interaktionen vermuten. Bei der
ersten Domaine handelt es sich um ein weit verbreitetes RING-Finger-Motif, welches von zwei
ebenfalls Zink bindenden B-Boxen und einer coiled-coil Domaine gefolgt wird. Dieses RING-B-
Box-coiled-coil (RBCC) Muster bzw. auch als "TRIpartite Motif" (TRIM) bezeichnete Motif
(JENSEN et al., 2001) ist fiur eine Untergruppe der RING-Finger-Proteine charakteristisch. Dem
sich anschlieBenden serinreichen Bereich wird eine regulatorische Funktion zugeschrieben.
Unterschiedliche Splicevarianten des PML haben ein Molekulargewicht von 47 bis 160 kDa
(STERNSDORF et al.,, 1997a). Die Isoformen des PML werden in sieben unterschiedliche
Gruppen auf der Basis von C-terminalen Sequenzunterschieden eingeteilt (JENSEN et al., 2001).
Die Spl100- und PML-Genexpression wird durch Typ-l (a,b)- und Typ-ll (g-Interferone
hochreguliert. Hierfur sind Interferon-stimulated response elements (ISRE) und Interferon-g
activation sites (GAS) in der Promotorregion der Gene verantwortlich. Bei Sp100 sind beide
Elemente fir eine Induktion durch IFN-a/b notwendig. Hingegen sind in Promotoren anderer
Interferon-induzierter Gene entweder ISRE- oder GAS-Elemente fur die Aktivierung notwendig
(STERNSDORF et al. 1997a). Somit hat Sp100 einen bisher einmaligen Interferon-induzierbaren
Promotor. Auch der PML-Promotor enthalt ein ISRE- und ein GAS-Element, wobei das ISRE-
Element alleine ausreicht, um eine Interferon Typ-l vermittelte Genexpression zu induzieren.
Die Wirkungsweise des PML-GAS Elements wurde bisher nicht weiter untersucht. In Interferon-
stimulierten Zellen nimmt aul3erdem die Halbwertszeit der Spl100-mRNA gegeniber nicht-
stimulierten Zellen zu. Auch treten einige Spl100- und PML-Isoformen ausschlie3lich in
Interferon-stimulierten Zellen auf (STERNSDORF et al., 1997a).

Weil die Expression der PML- und Spl100-Proteine Interferon-induzierbar ist, stellt sich die
Frage, ob auch virale Infektionen NDs beeinflussen kdnnen. So konnte gezeigt werden, daf3

verschiedene DNA-Viren (z.B. Adenovirus) eine Modifikation der ND-Morphologie verursachen
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kénnen (CARVALHO et al., 1995; Doucas et al., 1996). Unbekannt ist allerdings, ob dies daran
liegt, dal3 das Virus die zellulare Maschinerie nutzt, oder ob die Zelle sich im Zuge antiviraler
Aktivitat hierdurch schiitzt (STERNSDORF et al., 1997a).

3.2.2 Einflu3 von PML / Sp100 auf die Virusreplikation

Eine Hemmung der Replikation von VSV erfolgte in stabil PML-transfizierten Hamster-CHO
bzw. Maus-GP+E-86 Zellen. Dabei wurde gegeniber Kontrollzellen eine Reduktion um 2 Log
erreicht. Ahnliche Reduktionen wurden bei Influenza-A-Virus beobachtet. Hingegen konnte PML
den Titer von Encephalomyokarditisvirus (EMCV) nicht beeinflussen. In Sp100 transfizierten
Zellen zeigte sich kein Einflul3 auf alle drei untersuchten Viren (CHELBI-ALIX et al., 1998).

Eine in-vivo Studie zeigte, dal} das Fehlen von PML bei LCMV-infizierten Mausen zu héheren
Virustitern fuhrt (BONILLA et al., 2002). Auch in der Zellkultur besitzt PML eine antivirale Aktivitat
gegeniber LCMV (SALVATO et al., 1999; DJAVANI et al., 2001). Das Arenavirus Z-Protein bindet
am PML-N-Terminus und bewirkt damit eine Relokalisation ins Zytoplasma (BORDEN et al.,
1997, 1998 und 1998a). Ob es einen Zusammenhang zwischen dieser Interaktion und der

antiviralen Wirkung des PMLs gibt, ist nicht bekannt.

3.3 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollten LCMV- und Lassa-Virusstamme aus klinischem Material
isoliert werden. Fur diesen Zweck standen Organ- und Serumproben von Callitrichiden fir die
LCMV-Isolierung, sowie Serum- und Liquorproben fiir die Lassa-Virusisolierung zur Verfligung.
Anhand der Primarisolate sollten quantifizierte Virusstocks angelegt werden, auf deren Basis
die Experimente durchgefiihrt werden sollten.

Zur Quantifizierung infektioser Partikel von VSV-, LCMV- und Lassa-Virus sollten
entsprechende Methoden etabliert werden. Zu diesem Zweck sollte mit einem Methylcellulose-
Overlay fur VSV ein Plaque-Assay und fur die nicht-cytopathogenen Lassa- bzw. LCM-Viren ein
Immunfocus-Assay etabliert werden. Als Alternative sollte eine quantitative real-time RT-PCR
fir Lassa-Virus bzw. fur LCMV etabliert werden. Hierfur sollte eine neue, schnell durchfiuhrbare
und kostengunstige RNA-Extraktionsmethode als Alternative zu gangigen RNA-
Exktraktionsmethoden etabliert und deren VerlaRlichkeit gezeigt werden. Mit Hilfe der neuen
Quantifizierungsmethoden sollte der Einflu® von Cytokinen und Cytokin-induzierten Proteinen
auf die Virusreplikation untersucht werden. Dabei sollte ein Vergleich der Ergebnisse beider

Methoden erfolgen, um Rickschliisse auf das Verhaltnis aus infektiosen Einheiten und RNA-

14



3. Einleitung

Menge ziehen zu kénnen. AuBerdem sollten mogliche virusstamm- und zelltyp-spezifische
Unterschiede, sowie Unterschiede zwischen LCMV und Lassa-Virus hinsichtlich des
Ansprechens auf Cytokine untersucht werden. Anhand dieser Daten sollte geklart werden, ob
die unterschiedliche Virulenz von Arenaviren mit einer unterschiedlichen Empfindlichkeit
gegenlber Cytokinen assoziiert ist.

Als weitergehende Untersuchung sollte geklart werden, ob interferon-induzierbare Proteine, wie

Sp100 und PML, antivirale Aktivitat gegentber Lassa-Virus und LCMV besitzen.
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4.1

41.1

4.

Material und Methoden

Material

Primersequenzen

Die Primernummer gibt die Position des 5'-Nukleotids in der genomischen S-RNA Sequenz von
LCMV-Stamm WE an.

* heterologe Ascl Schnittstelle
** DEMBY et al., 1994; DROSTEN et al., 2002
*** GUNTHER et al., 2001

Target / Name

Sequenz

arena 1+ 5'- CGCACCGDGGATCCTAGGC

arena la+ 5' - tatggcgcgcCGCACCGAGGATCCTAGGCATT *
arena 1b + 5' - tatggcgcgcCGCACCGGGGATCCTAGGCAAT *
arena 1c + 5' - tatggcgcgcCGCACCGGGGATCCTAGGCTT *
Lassa-S 36 E2 5'- ACCGGGGATCCTAGGCATTT **

Lassa-S 80 F2 5' - ATATAATGATGACTGTTGTTCTTTGTGCA **
Lassa-S 80F2CSF | 5' - ATGTAGTGGTGACTAGTTTTTTTGTGCA ***
LCMV-S 13 + 5' - tatggcgcgcCTAGGCTTTTTGGATTGCGCTTT *
LCMV-S 1634+ 5 - GGGTCTTAGAGTGTCACAACATT

LCMV-S 1765 - 5' - ACTGTGCACTCATGGACTGCATCAT

LCMV-S 1920+ 5'- AGTCCAGAAGCTTTCTGATGTCATC

LCMV-S 2325 + 5' - TCGTGTTCTCCCATGCTCTCCCCAC

LCMV-S 2390 - 5' - CAGGTGAAGGATGGCCATACATAGC
LCMV-S 2814 + 5' - GAAGTGATGAGTCCTTCACATCCCA

LCMV-S 2886 - 5' - GTTGGGATGAGAAGRCCTCAGCA

LCMV-S 301 + 5 - AGTCAGTGGAGTTTGAYATGTC

LCMV-S 322 - 5'- GACATRTCAAACTCCACTGA

LCMV-S 3363 - 5 - CCTAGGCATTTGATTGCGCWTTT

LCMV-S 437 - 5' - GTGACTGATGATGGAGTCATTGGTG
LCMV-S 861 - 5'- AGGAGACTTGCAGGCACATTCAC

LCMV-S 966 - 5' - TGAGCTCTGCAGCAAGGATCATCCA
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4.1.2 Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

anti-Affen IgG AK, FITC-markiert

Sigma-Aldriech

anti Lassa-Virus NP (L2F1)

monoklonaler AK (Maus)

Bernhard-Nocht-Institut, Abteilung Virologie, Hamburg

anti Lassa-Virus NP (19.12.02)
polyklonaler AK (Kaninchen)

HalR M., Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg

anti LCMV NP (mAb Nr. 53 Ascites)

monoklonaler AK (Maus)

Dr. Bruns M., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg

anti LCMV (WE3(KN)-12) polyklonaler
AK

Dr. Bruns M., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg

anti LCMV IgG positives humanes

Serum

Labor Prof. Enders und Partner, Stuttgart

anti PML Ratte AK (PML N3y)

Dr. Sternsdorf T., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg

anti Sp100 Ratte AK (Sp26 27.10.84)

Dr. Sternsdorf T., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg

anti Kaninchen AK, HPOD-markiert

Dianova, Hamburg

anti Maus AK, FITC-markiert

Sigma-Aldriech, Taufkirchen

anti Maus AK, HPOD-markiert

Dianova, Hamburg

anti Maus AK, Rhodamine-markiert

Dianova, Hamburg

anti Ratte AK, FITC-markiert

Sigma-Aldriech, Taufkirchen

4.1.3 Plasmide
Plasmid Bezugsquelle
pT-Adv Clontech
pNFkB-Luc Clontech
pTAL-Luc Clontech
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4.1.4 Zellen
Zelllinie Bezugsquelle
HuH7 Heinrich-Pette-Institut, Hamburg
L Dr. Bruns M., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg
HtTA-PML™ Dr. Sternsdorf T., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg
HtTA-Sp100*™* Dr. Sternsdorf T., Heinrich-Pette-Institut, Hamburg
Vero E6 Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere,
Insel Riems
4.1.5 Virusstamme
Virusstamm Ursprung Bezugsquelle
(Titer)
Lassa Stamm AV Mensch, Serum diese Arbeit
(Isolat 15-3: 1,37 x 10° IFU/ml)
Lassa Stamm CSF Mensch, Liquor diese Arbeit
(Isolat 7: 2,5 x 10° IFU/ml)
Lassa Stamm NL Mensch, Serum diese Arbeit

(Isolat 4: 1,3 x 10° IFU/ml)

LCMV-Stamm Armstrong
(Isolat 10-12-99: 1,48 x 10° IFU/ml)

Laborstamm (Mensch)

Dr. Bruns M., Heinrich-Pette-
Institut,Hamburg

LCMV-Stamm CH-5692 Zwergseidenaffe, Milz diese Arbeit
(Isolat 16-11-01: 3 x 10° IFU/ml)
LCMV-Stamm CH-5871 Goeldi-Springtamarin, diese Arbeit

(Titer nicht bestimmt) Serum

LCMV-Stamm WE
(Isolat 18-02-00: 1,33 x 10’ IFU/ml)

Laborstamm (Mensch)

Dr. Bruns M., Heinrich-Pette-
Institut,Hamburg

VSV Stamm Indiana
(Isolat P110: 2,5 x 10° PFU/mI)

Laborstamm Dr.

Pfeffer M., Tierarztliche
Fakultat Miinschen

4.1.6

Priméare Materialien von Tier und Mensch

Material

Bezugsquelle

Affengewebe (Gehirn, Niere, Leber, Milz,
Herz, Lunge, Magen, Dinn- und Dickdarm,
Bauchspeicheldrise, Lymphknoten, Muskeln,
Nebennieren und Geschlechtsorgane) - frisch,
eingefroren, formalin-fixiert oder in Paraffin
eingebettet

Dr. Osmann C., Zoo Dortmund
Dr. Hofmann P., Deutsches Primatenzentrum,
Gottingen

humanes Serum AV 14.01.00 und 15.01.00

Diagnostische Abteilung des Bernhard-Nocht-
Instituts, Hamburg

humaner Liquor 1527/2000 (04.04.2000)

Diagnostische Abteilung des Bernhard-Nocht-
Instituts, Hamburg

humanes Serum NL (22.07.2000)

Diagnostische Abteilung des Bernhard-Nocht-
Instituts, Hamburg
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4.1.7 Kits

Kit

Bezugsquelle

AdvanTAge PCR-Cloning Kit

Clontech, Heidelberg

Big Dye Terminator AmpliTaqg Kit

Applied Biosystems, Lincoln Centre Drive,
USA

Brilliant Single-Step Quantitative RT-PCR

Core Reagent Kit

Stratagene, La Jolla, USA

Expand High Fidelity PCR System

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

FUGENESG Transfection Reagent

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Luciferase Reporter Gene Assay

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

MEGAscript Kit

Ambion, Cambridgeshire, GroRRbritannien

Platinum Quantitative RT-PCR Thermoscript
One-Step System

Life Technologies, Karlsruhe

Plasmid Mini Kit

Machery & Nagel, Diren

QIAamp Viral RNA Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrat

Pierce, Rockford, Illinois, USA

Puffer und Losungen

DMEM

500 ml Dulbeccos Modified Eagles Medium (PAA) wurden mit 50 ml FCS (PAA), 5 ml Penicillin /
Streptomycin (100x, PAA), 10 ml 50x Mix und 5 ml Glutamin (100x, PAA) versetzt.

DMEM +Tetracyclin / -Tetracyclin

DMEM Vollmedium 500 ml
Geniticin (G418; 50 mg/ml, PAA) 5 ml
Hygromycin (50 mg/ml, PAA) 2ml
mit Tetracyclin zusatzlich:

Tetracyclin (5 mg/ml, PAA) 200
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50x Mix

5 ml nicht-essentielle Aminosauren (100x, PAA)

5 ml Pyruvat (100x, Gibco)

10 ml Lésung bei 4°C lagern und pro 500 ml DMEM einsetzen.

Kristallviolett-Lésung
500ml 10x Losung: 10 g Kristallviolett (Merck), 50 ml Formaldehyd 37% p.a. (Carl Roth), 100 ml
Ethanol vergéllt (96%, Carl Roth) und 350 ml ddH,O

1Liter 1x Losung: 100 ml 10x Kristallviolett Stammldsung, 100 ml Formaldehyd 37% p.a. (Carl
Roth) und 800 ml ddH,O

Methylcellulose-Overlay Medium fir Immunfocus- und Plague-Assay
Es werden 8,4 g Methylcellulose (400 cp, Sigma) in 300 ml ddH,O (2,8%) Uber mehrere

Stunden bei Raumtemperatur (RTemp.) im Schittelinkubator geldst. Anschlielend wird die

Losung autoklaviert. Hierbei denaturiert die Methylellulose, die beim Abkuhlen jedoch wieder
renaturiert. Von dieser Losung werden 17 ml mit 33 ml DMEM gemischt, so daf sich eine

0,96%ige Methylcellulose-DMEM-L6sung als Overlaymedium ergibt.

PBS 1 Liter 10x

NaCl 8049
KCI 249
Na,HPO, (Anhydrat) 14,49
KH2PO4 2449
pH 7,4

Triton X-100 Ldsung
1,5 g Triton X-100 (ICN) in 300 ml 1x PBS losen.

SDS Ladepuffer 2 x
100 mM Tris (pH 6,8), 20% Glycerol, 2% SDS, 0,1% Bromphenolblau

Ponceau Rot
0,5% Ponceau Rot (Pulver), 1% Essigsaure (p.a.) in ddH,O
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4.2 Methoden

Die virologischen Arbeiten wurden fiir VSV unter der Sicherheitsstufe 2 (BSL-2), fur LCMV unter
der Sicherheitsstufe 3 (BSL-3) und fir Lassa-Virus unter der Sicherheitsstufe 4 (BSL-4)
durchgefuhrt.

4.2.1 Epidemiologische Basisdaten der Affen-Kolonie

Der CH-Ausbruch wurde im Zoo in Dortmund im Amazonas-Haus in der Zeit von September
1999 bis Juni 2000 beobachtet. Das Amazonas-Haus ist in drei Ebenen aufgeteilt. Auf der
dritten Ebene sind die Zwergseidenaffen (Gehege B) und Goeldi-Springtamarine (Gehege C)
gegeniber von einem Besuchergang separat untergebracht. Die Zwergseidenaffen sind von
den Besuchern durch eine Glasscheibe getrennt. Der mannliche Zwergseidenaffe 5625/99 lebte
zusammen mit einem weiblichen Zwergseidenaffen in einem separaten Gehege (A), welches
nicht fir Besucher zugéanglich ist. Ein Kontakt zwischen den Tieren der einzelnen Gehegen
bestand nicht. Die Affen wurden nicht mit Mausen gefuttert. Mausefallen und Mausegift wurden
auf allen drei Ebenen des Amazonas-Haus ausgebracht, auRer innerhalb der Gehege bzw.

aufRerhalb des Amazons-Haus.

4.2.2 Zellbiologie und Virologie

42.2.1 Zellkultur

HuH7-, L- und Vero-Zellen wurden in DMEM kultiviert. Die Zellen wurden alle 3 bis 4 Tage wie
folgt geteilt: das Medium wurde verworfen, die Zellen ein Mal mit 1x PBS gespuhlt und mit
1x Trypsin-EDTA (PAA) in Lésung gebracht. Fir eine 75 cm®-Flasche wurden 3 ml und eine
25 cm®-Flasche 1 ml Trypsin-EDTA eingesetzt. 600 ul bzw. 200 pl dieser Zellldsung wurden mit
20 ml bzw. 9 ml DMEM versetzt und die Zellen bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

HtTA-PML™ - und HtTA-Sp100™ -Zellen wurden mit tetracyclinhaltigem DMEM in Kultur
gehalten, so daR eine Protein-Uberexpression verhindert wurde. Die Expression des PML- bzw.
Sp100-Proteins erfolgte in DMEM ohne Tetracyclin, jedoch mit den Antibiotika Geniticin und

Hygromycin. Die Zellpassagierung wurde wie zuvor beschrieben durchgefihrt.
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4.2.2.2 Virusisolation

LCMV

Virusisolation aus gefrorenem frischen Geweben

Homogenisation von Geweben wie unter "RNA-Praparation aus gefrorenen Callitrichid-
Organen" beschrieben, jedoch in 600 pl Zellkulturmedium ohne FCS-Zusatz. Die Zelllysat
Lésung wurde fur 2 min. bei 12.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der
Uberstand fir die Virusisolation eingesetzt. L-Zellen (Mausfibroblasten) wurden in einer Dichte
von 1,25 x 10° Zellen pro Kulturschale (Durchmesser 50 mm) ausgeséat. Nachdem die Zellen
adharent waren (ca. 4 h spater) wurde das Medium von den Zellen entfernt und durch 3 ml
verdinntes Homogenat ersetzt (Verdinnung in DMEM, 1:10 bzw. 1:100). Nach 40 min. wurde
das Inokulum durch DMEM ausgetauscht und die Zellen alle 3 bis4 Tage passagiert. Per
indirekter Immunfluoreszenz wurden die Zellen jeweils hinsichtlich einer LCMV-Infektion

untersucht.

Lassa-Virus

Lassa-Virus Primérisolate

Die Lassa-Virus Stamme AV, CSF und NL, mit denen die Versuche dieser Arbeit durchgefihrt
wurden, sind primar aus Patientenseren (Stamm AV, NL) bzw. Liquor (Stamm CSF) isoliert
worden. Die entsprechenden Titer sind der Tabelle "Virusstamme" zu entnehmen. Die Lagerung

der Virusstocks erfolgte bei -70°C.

Lassa-Virus Stamm AV

Vom Serum AV 14.01.00 und 15.01.00 wurden jeweils 20 pl mit 3 ml Medium versetzt. Mit
dieser Lésung wurden in einer 25 cm?-Zellkulturflasche 3 x 10° Vero-Zellen fiir 1 h bei 37°C,
5% CO; infiziert. AnschlieRend wurden weitere 7 ml Medium hinzugefiigt und die Zellen alle 4

bis 5 Tage geteilt. Die Infektion wurde mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz kontrolliert.

Lassa-Virus Stamm CSF

Vorgehen wie Primérisolat Lassa-Virus Stamm AV. Patientenmaterial: Liquor 1527/2000
(04.04.2000) 10 bzw. 20 pl.

Lassa-Virus Stamm NL

Vorgehen wie Primarisolat Lassa-Virus Stamm AV. Patientenmaterial Serum NL (22.07.2000)
20 pl, Inkubation fir 8 Tage, 37°C, 5% CO..
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VSV

Das VSV-Stamm Indiana Lyophilisat (103. Passage auf Vero-Zellen, 29.02.2000) wurde in 2 ml
ddH,O resuspendiert, der Virustiter war unbekannt. Zu 10°Vero-Zellen (25 cm?-
Zellkulturflasche, 9 ml DMEM) wurden 10 pl des VSV-Stocks pipettiert. Die Zellen wiesen nach
der Inkubationszeit von 24 h (37°C, 5% CO,) einen deutlich sichtbaren cytopathischen Effekt
auf. Die am Flaschenbode adhéarenten Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Oberflache
geschabt und mit dem Zellkulturmedium zusammen 10 min. bei 1000 rpm zentrifugiert. Die

Lésung wurde bei -70°C gelagert.

4.2.2.3 Virusassays

Untersuchung der Stabilitdt der Lassa-Virusstocks nach mehrmaligem Auftauen

Je ein Aliquot von Lassa-Virus Stamm AV und NL wurde 1 bis 4 bzw. 1 bis 5 mal aufgetaut und
wieder eingefroren. Anschlie3ed wurde die relative RNA Konzentration per quantitativer RT-

PCR und die Infektiositat per Lassa-Virus Immunfocus-Assay bestimmt.

Thermische Inaktivierung von Lassa-Virus

Zur Bestimmung der Infektiositatsabnahme durch eine thermische Behandlung von Lassa-Virus
Stamm NL wurden 7 mal jeweils 135 pl DMEM mit 15 pl humanem negativ-Serum (thermisch
prainaktiviert: 30 min., 60°C) gemischt (Gesamtvolumen 150 pl). Es wurde im Medium ein Antell
von 10% humanen Serums erreicht. Jeweils ein Aliquot dieser Lésung wurde mit 5 x 10° IFU
von Lassa NL Isolat 4 versetzt. Die Tubes wurden anschlieRend fur 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 60
min. bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Der Inkubationsansatz von 0 min. wurde mit thermisch
pra-inkubierten DMEM (30 min., 60°C) durchgefuihrt, um Effekte durch eventuell entstehende
toxische Substanzen auszuschlieRen. Die Infektiositdtsuntersuchung erfolgte mit Hilfe von
Vero-Zellen. In sieben 25 cm?Zellkulturflaschen wurden jeweils 5 x 10° Zellen ausgesét. 4 h
spater erfolgte die Infektion mit den inaktivierten Proben. Der obige 150 pl Inaktivierungsansatz
wurde hierfuir komplett zu den 8 ml Medium in die Zellkulturflasche pipettiert und fur 4 Tage bei
37°C, 5% CO, inkubiert. Eine weitere Passagierung erfolgte fir 3 bzw. 5 Tage. Fir jede neue
Zellpassage wurden ¥4 der abtrypsinierten Zellen wieder mit 1,5 ml Zellkulturiberstand versetzt
und in 8 ml frischem Medium in eine neue 25 cm?-Zellkulturflasche gegeben. Die Analyse der
Zellkulturberstande erfolgte per quantitativer RT-PCR. Hierfur wurde die virale RNA mit Hilfe der
Diatomeenerde-Extraktionsmethode prapariert.

Kontrolluntersuchung fiur die Inaktivierung: Vom Lassa-Virus Stamm NL Isolat 4 wurden 900 pl
fir 60 min. bei 60°C inaktiviert. Hiervon wurden jeweils 50 ul bzw. 150 ul wie zuvor beschrieben

auf Vero-Zellen passagiert. Nach 3 bis 4 Tagen wurden die Zellen passagiert und hinsichtlich
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einer Infektion mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz und die letzte Passage wurde
zusatzlich per quantitativer RT-PCR untersucht. In der 21 tagigen Inkubationszeit wurden die

Zellen 6 mal passagiert.

Immunfocus-Assay von Lassa-Virus und LCMV

Die gangige Methoden zur Quantifizierung der Infektionsitéat von Viren ist der Plague-Assay.
Aufgrund des geringen oder gar fehlenden cytopathischen Effekts bei Lassa-Virus und LCMV
(McCoRrwmiIcK et al., 2002) kann eine Quantifizierung tUber die Plaque-Ausbildung jedoch nicht
zuverlassig erfolgen. Ein cytopathischer Effekt konnte ausschlie3lich bei dem Primérisolat
Stamm NL beobachtet werden. Um dennoch eine Quantifizierung infektioser Partikel
durchfihren zu kdnnen, wurde eine fir LCMV als Immunfocus-Assay beschriebene Methode
modifiziert (BATTEGAY et al, 1991). Mit Hilfe dieses Assays konnte hier in 24-Well-Platten eine
LCMV und, erstmals mit dieser Methode, auch eine Lassa-Virusquantifizierung vorgenommen
werden. Der infizierte Zellrasen wird mit einem Medium-Methylcellulose-Overlay tberschichtet,
so dal} eine freie Diffusion der freigesetzten Viruspartikel in die Nahrldsung verhindert wird.
Eine Neuinfektion kann nur in unmittelbarer Nachbarschaft von bereits infizierten Zellen
erfolgen. Nach der Inkubationszeit von 5 Tagen ist ein kleiner Infektionsherd rund um die priméar
infizierte Zelle vorhanden. An diese Foci binden virusspezifische Antikorper, an die wiederum
Peroxidase markierte sekundare Antikdrper gebunden werden. Mit Peroxidase-spezifischem
Substrat ist es maoglich, die virusinfizierten Zellfoci als farblichen Niederschlag kenntlich zu
machen und auszuzéhlen. Neben der Vermessung von nicht-cytopatischen Viren bietet diese
Methode den Vorteil, daf? sie auch auf Erreger der BSL-4 Kategorie angewendet werden kann.
Durch die einfache Handhabung des Overlaymediums und der Desinfektionsméglichkeit nach
Ende der Inkubation, ist dieser Assay mit geringem Aufwand auch unter erschwerten
Bedingungen eines Sicherheitslabores durchzufiihren. Die immunologische Detektion kann
dann aufRerhalb des Sicherheitslabores erfolgen.

Die Sensitivitat dieses Assays hinsichtlich der detektierten Infektiositat wird, ahnlich wie bei
LCMV im Vergleich zur direkten intracranialen Inokulation in Mausen oder Meerschweinchen,

eine rund 10 fach geringere Sensitivitat aufweisen (PETERS et al., 1996).

Immunfocus-Assay fiir Lassa-Virus und LCMV auf Vero-Zellen

Vorbereitung und Infektion: 1 x 10° Verozellen wurden in einer 24-Well-Platte ausgesét (pro
Well 4,17 x 10* Zellen) und nach 24 h (100 pl pro Well) infiziert (60 min., 37°C, 5% CO,).
AnschlieRend wurde das Inokulum entfernt und durch ein Methylcellulose-DMEM-Overlay
(0,96%, 2 ml / Well) ersetzt. Die Losung in jedem Well wurde durch horizontales Schwenken
gleichméRig verteilt. Die Inkubation erfolgte fir 5 Tage bei 37°C, 5% CO,. Die Platte wurde

wahrend dieser Zeit nicht bewegt.
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Immundetektion: Der Overlay wurde aus den Wells entnommen und die Zellen wurden zwei Mal
mit 1x PBS gewaschen. Die gesamte 24-Well-Platte wurde dann in ein Gefal3 mit einer 4%-igen
Formaldehyd-Losung (in 1x PBS) gestellt (30 min.), so da3 ein Ausschleusen aus den
Sicherheitslaboren mdglich war. Neben der Zerstorung der Infektiositat werden die Zellen durch
das Formaldehyd fixiert. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit einer 0,5%-igen Triton X-
100 Losung (20 min., RTemp). Die Platte wurde anschlie3end 4 mal mit 1x PBS gewaschen.
Dann wurden die Wells mit Blocking-Reagenz versetzt (FCS 10% in 1x PBS (200 pl / Well).
Inkubation fur 20 min. bei RTemp. Ohne weiteren Waschschritt wurde der primare AK
(200 ul / Well) fur eine Stunde bei RTemp gebunden. Folgende AK wurden eingesetzt: Lassa-
Virusdetektion - monoklonaler Maus AK gegen Lassa NP (L2F1, Hufert et al., 1989), 1:50
verdunnt. LCMV-Detektion - monoklonaler Maus AK (anti LCMV Nukleoprotein Maus mAb Nr.
53 Ascites in 50% Glycerol, Dr. Michael Bruns), 1:800 verdinnt (Antikdrperverdiinnungen in 1x
PBS, 10% FCS). Die Wells wurden 3 mal mit 1x PBS gewaschen. Der sekundare anti-Maus
Antikorper ist Peroxidase markiert (Dianova) und wurde 1:3300 verdiinnt eingesetzt (200 ul /
Well, Verdinnung in 1x PBS, 10% FCS). Bindungsreaktion: 1h bei RTemp. Anschlielend
wurden die Wells 3 mal mit 1x PBS waschen. Die Farbreaktion erfolgte mit prazipitierender
TMB-Substratldsung (Mikrogen, Martinsried, Deutschland) fir 1 h bei RTemp. Die Reaktion wird
gestoppt, in dem das Substrates entfernt wird und die Wells mit 1x PBS gewaschen werden.

AnschlieRend erfolgte das Auszéhlen der Focusforming Units und die Berechnung des Titers.

Immunfocus-Assay auf HtTA-PML*" -Zellen

10° HtTA-PML** -Zellen aus einer Tetracyclin® -Kultur (PML) wurden in eine 24-Well-Platte
ausgesat. 4 h spater wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, u.z. mit Tet" - und Tet -
Medium. Jeweils 1 ml Medium pro Well. Die 24-Well-Platte wurde fiir 4 Tage bei 37°C, 5% CO,
préa-inkubiert. Die Infektion erfolgte in der Verdiinnung 10™ bis 10 der Virusstammlésung (100

pl / Well). Fur das weitere Vorgehen siehe oben.

Das Vesicular-Stomatitis-Virus

Das Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) gehort zum Genus der Vesiculoviren und der Familie der
Rhabdoviridae. Es ist durch die Negativstrangorientierung des nicht-segmentierten
Einzelstranggenoms charakterisiert. Die Virionen sind geschofRahnlich, stdbchenférmige,
umhdllte Partikel mit einer Lange von rund 180 nm und einem Durchmesser von 65 nm. VSV
wird von Insekten (Stechmucken und Fliegen) auf Saugetiere Ubertragen und kann bei Rindern
und Pferden zur Blaschenkrankheit fihren. Eine Ubertragung auf den Menschen wurde nur
durch Laborkontaminationen beobachtet. Beim Menschen verursacht die VSV Infektion

grippeéhnliche Symptome (WAGNER und ROSE, 1996).
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Aufgrund der fur dieses Virus in der Literatur beschriebenen Charakteristiken (CHELBI-ALIX et
al., 1998; MESTAN et al., 1988; NOVELLA et al., 1996), soll es in dieser Arbeit als Modellvirus

dienen, an dem die Funktionalitat der Teste gezeigt werden sollte.

Plague-Assay Vermessung der VSV Kultur

Im Gegensatz zu gangigen Plaque-Assays mit einem Agarose-Overlay fir cytopathogene Viren
wurde wie beim Immunfocus-Assay ein Methylcellulose-Overlay verwendet. In einer 6-Well-
Platte wurden 7,5 x 10° bzw. in einer 24-Well-Platte 2,5 x 10° Vero-Zellen pro Well ausgesét
und nach 24 h mit 1 ml bzw. 100 pl entsprechender VSV-Verdunnung infiziert. Inkubation: 1 h,
37°C, 5% CO,. Das Inokulum wurde abgenommen und die Zellen mit 5 ml bzw. 2 ml
Methylcellulose-Overlaymedium  Uberschichtet.  Inkubation: 3 Tage, 37°C, 5% CO..
Anschlielend wurde das Overlaymedium aus den Wells entnommen. Die Wells wurden 2 mal
mit 1x PBS gewaschen, um restliche Methylcellulose zu entfernen. Die gesamte Platte wurde
dann in einer 4%-igen Formaldehyd-Lésung (in 1x PBS) inkubiert (30 min.). Die Farbung der
Zellen erfolgte mit einer 1x Kristallviolett-Lésung (500 ul / Well). Durch das Virus verursachte
cytopathogene, scharf abgegrenzte Bereiche im Zellmonolayer bleiben ungefarbt und sind als
helle Bereiche (Plagues) auszéhlbar. Die Plague-forming Units pro ml (PFU/ml) wurde

errechnet.

Cytokin-Assay auf Vero- und HuH7-Zellen

Fiir Lassa-Virus und LCMV: In einer 24-Well-Zellkulturplatte wurden pro Well 4,1 x 10* HuH7-
bzw. Vero-Zellen in 600 pl DMEM ausgesét und 6 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Jeweils im
Dreifachansatz wurden anschlieBend die entsprechenden Cytokine (Biochrom) hinzugegeben:
IFN-a, IFN-g TNF-a und die Kombinationen aus IFN-a+IFN-g, IFN-a+TNF-a, IFN-g+TNF-a,
IFN-a+IFN-gtTNF-a sowie die Positivkontrolle mit DMEM. Die Cytokine wurden in einem
Volumen von 20 pl in die entsprechenden Wells zu den 600 pl des DMEM hinzugefigt. Die
Endkonzentration jedes Cytokins betrug 1000 U pro ml. Der Ansatz wurde fir 24 h bei 37°C,
5% CO; inkubiert, anschlieBend wurden die Zellen mit LCMV-Stamm Armstrong, CH-5692 bzw.
WE und Lassa-Virus Stamm AV, CSF bzw. NL mit einer MOI von 0,01 infiziert. Hierfur wurde
das cytokinhaltige-Medium aus den Well verworfen und die Virusldsung zur Infektion in einem
Volumen von 100 pl / Well auf die Zellen gegeben. Inkubation fiir 1 h bei 37°C, 5% CO,. Das
Inokulum wurde anschlieBend abgenommen und die Zellen zwei mal mit 1x PBS gespdlt.
AnschlieRend wurden wieder 600 pl Medium und die entsprechenden Cytokine (s.0.) auf die
Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte fur LCMV-Stamm Armstrong und WE sowie Lassa-
Virus Stamm AV und NL fur 48 h sowie fur LCMV-Stamm CH-5692 und Lassa-Virus Stamm
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CSF fur 72 h bei 37°C, 5% CO,. Das Medium wurde abgenommen und bei -70°C gelagert. Die

Zellen in den Wells wurden mit Kristallviolett gefarbt, um die Zelldichte begutachten zu kénnen.

Fir VSV: Vorgehen wie zuvor beschrieben. 2 x 10° HuH7- bzw. Vero-Zellen wurden in eine
6-Well-Platte ausgesét und nach 24 h Cytokine in entsprechender Konzentration auf die Zellen
gegeben (pro Well 3 ml Medium-Cytokin-Lésung). Prainkubation fiir 24 h bei 37°C, 5% CO.. Die
Infektion erfolgte mit einer MOI 0,01 fur 1 h. AnschlieBende Abnahme des Inokulums und
zweimaligem Waschen mit 1x PBS. Die Zellen wurden mit frischem cytokinhaltigem Medium fir
24 h bei 37°C, 5% CO; inkubiert.

EinfluR der PML- und Sp100-Uberexpression auf die Virusreplikation

In eine 24-Well-Zellkulturplatte werden pro Well 4,2 x 10* HtTA-PML** - bzw. HtTA-Sp100** -
Zellen (in tetracyclinhaltigem Medium vorkultiviert) in Medium ohne Tetracyclin ausgesat. Nach
4 h erfolgt ein Mediumwechsel mit bzw. ohne Tetracyclin (1 ml / Well). Inkubation fur 3 Tage bei
37°C, 5% CO,. Eine Infektion der Zellen wird mit LCMV-Stamm Armstrong in einer MOI von 0,1;
0,01 und 0,001 durchgefihrt. Infektion fur 1 h bei 37°C, 5% CO,. Entnahme des Inokulums und
zwei maliges waschen der Zellen mit 1x PBS. AnschlieRend werden die Zellen mit frischem
Medium entsprechend mit und ohne Tetracyclin fir 48 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Die
Mediumuberstande werden abgenommen und bei -70°C gelagert. Eine RNA Praparation aus
140 pl Uberstand erfolgt nach beschriebenem Protokoll mit Diatomeenerde.

Die Infektion von HtTA-Sp100™ -Zellen mit Lassa-Virus Stamm AV und NL erfolgt mit einer MOI
von 0,1 nach oben genanntem Protokoll.

Die Kontrollinfektionen von HtTA-Sp100™ und HtTA-PML™" mit VSV wurden in 6-Well Platten
(1,6 x 10° Zellen / Well) durchgefiihrt. Infektion mit MOl 0,01 fiur 24 h bei 37°C, 5% CO.,.

Anschlie3ende Titerbestimmung per Plague-Assay auf Vero-Zellen.

4.2.2.4 Vitalitdtsbestimmung mit Hilfe des MTT Tests

Die Aktivitat lebender Zellen kann mit Hilfe des MTT Tests quantifiziert werden (MTT = 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromid). In die Zelle aufgenommenes MTT wird
von mitochondrialen Dehydrogenasen zu einem dunkelblauen, wasserunléslichen,
kristallisierenden Farbstoff (Formazan) umgesetzt. Wird dieser Farbstoff durch Alkohol wieder in
Losung gebracht, so kann eine photometrische Bestimmung (560 nm) der umgesetzten
Farbstoffmenge vorgenommen werden. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert mit der Menge
an Dehydrogenasen in der Zelle, die in aktivierten oder proliferierenden Zellen besonders hoch
ist. Zellschadigungen oder eine reduzierte Proliferation kdnnen so quantitativ bestimmt werden
(LINDL UND BAUER, 1994).
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Um zellproliferative Einflisse von Cytokinen auf HuH7- und Vero-Zellen zu untersuchen, wurde
die Lebensfahigkeit cytokinbehandelter Zellen mit dem MTT-Test bestimmt. Auf die mit
Cytokinen inkubierten Zellen wurden pro Well 50 pyl MTT-Lésung (5 mg MTT (Sigma) / ml in 1x
PBS). Dabei befand sich pro Well 200 pl Restmedium. Die Inkubation erfolgte fir 90 min. bei
37°C, 5% CO,. Der Uberstand aus den Wells wurde verworfen und die Zellen mit einer 4%-igen
Formaldehydlosung (in 1x PBS) 30 min. fixiert. Der sich in den Zellen gebildete blaue
Niederschlag (Tetrazoliumkristalle) ist nicht wasserloslich und wurde somit durch den
Fixierungsschritt nicht beeinflu3t. Das Tetrazolium wurde mit 1 ml EtOH (vergallt) pro Well aus
den Zellen gelost (10 min. leicht schittelnd, RTemp). Die gesamte 24-Well-Platte wurde
photometrisch im ELISA-Mel3gerat ausgewertet. Testwellenlange 560 nm, Referenzwellenléange

630 nm. Je hoher der erhaltene Extinktionswert, desto mehr vitale Zellen waren vorhanden.

4225 Transfektion

Die Transfektion wurde mit Hilfe des FUGENEG6 Transfection Reagents (Roche) durchgefihrt. In
einer 24-Well-Platte wurden pro Well 1,25 x 10° HuH7- bzw. Vero-Zellen ausgesat. Vor der
Transfektion waren die Zellen zwischen 50 und 80% konfluent. Nach 24 h wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen (500 pl DMEM (inkl. 10% FCS pro Well). 2 h spéater wurden die
Zellen von 10 Wells transfiziert.

Ansatz pro Well:

Plasmid 0,25 ug (HuH7-Zellen) bzw. 0,5/ 2 ug Vero-Zellen
FUGENEG 3 fache DNA Menge in pl
DMEM (ohne FCS) ad 100 pl

Der Ansatz wurde vorsichtig vermischt und bei RTemp fir 30 min. prainkubiert, pro Well wurden
hiervon 100 pl tropfenweise hinzugegeben. Die Zellen wurden fur 24 h bei 37°C, 5% CO,

inkubiert.

Kontrolle der TNF-a Pathways in HUH7- und Vero-Zellen

Die NFkB-vermittelte Luciferase-Expression wurde dann durch TNF-a (1000 U / ml) induziert.
Hierfir wurde das Medium verworfen und durch 600 pul frisches Medium ersetzt. In 5 Wells
wurden die Plasmide durch 600 U TNF-a induziert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6 und 8 Stunden
(HuH7-Zellen) bzw. 4 und 6 Stunden (Vero-Zellen) wurde jeweils ein Well mit induzierten und
nicht induzierten Zellen fir den Luciferase Reporter Gene Assay (Roche) vorbereitet. Fur
diesen Assay wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Anschlie3end wurden die

Zellen in 200 pl Luciferase Lysispuffer abgeschabt. Das Lysat wurde in ein 1,5 ml Cup Uberfuhrt
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und 15 min. bei RTemp inkubiert. AnschlieRende Zentrifugation bei 14.000 rpm fur 3 min. Der
Uberstand kann bei -20°C gelagert werden. 20 ul dieses Uberstandes wurden mit 80 pl
Luciferase Reagenz versetzt (kurz mischen) und die Lichtemission im Luminometer (Junior,
EG&G Berthold, Bad Wildbad) gemessen.

4.2.2.6 indirekte Immunfluoreszenz

Serologische Untersuchungen der Affenseren

LCMV-spezifische Antikorper in Affen-Seren wurden mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Dazu wurden 2 x 10° Vero-Zellen in einer 75 cm*Zellkulturflasche ausgesét und
in 20 ml DMEM (PAA) bei 37°C, 5% CO, kultiviert. 20 h spater wurden die Zellen mit dem
LCMV-Stamm Armstrong infiziert, MOI 0,01. 48 h p.i. wurde das Medium abgenommen, die
Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-EDTA (PAA) vom Flaschenboden
gel6st. Die in Losung befindlichen Zellen wurden mit 2 ml DMEM versetzt und in Cups fir 3 min.
bei 1000 rpm zentrifugiert. Bis auf 100-150 ul wurde die Losung tUber dem Zellpellet verworfen.
Die Zellen wurden resuspendiert und auf die Wells eines Immunfluoreszenzobjekttragers (Carl
Roth) pipettiert. Es wurden pro Well 20 pl Zell-L6sung aufgetragen, die anschliel3end wieder
herunterpipettiert wurden. So blieb auf den Wells eine einlagige Zellschicht tbrig, die an der
Luft bei RTemp. getrocknet wurde. Die Fixierung der Zellen und Inaktivierung des Virus erfolgt
fur 15 min. in Aceton. Pro 75 cm*Zellkulturflasche wuden ca. 30 Immunfluoreszenz-
Objekttrager mit jeweils 12 Wells hergestellt. Nicht bendtigte Objekttrager wurden im Vakuum
verschweil3t und bei -70°C gelagert.

10 pl einer 1:20 bzw. 1:40 Verdinnung wurde von jedem Serum pro Well aufgetragen und fir
eine 1 h bei 37°C (feuchte Atmosphéare) inkubiert. Als Positivkontrollen wurden eine 1:2000
Verdinnung vom monoklonalen AK anti-LCMV NP (mAb Nr. 53 Ascites) (Maus) und eine 1:80
Verdiinnung eines LCMV IgG-positiven humanen Serums eingesetzt. Der Objekttrager wurde
anschlieBend dreimal fir 4 min. mit 1x PBS gewaschen, RTemp. Humanes bzw. Affen-IgG wird
mit Hilfe von Fluorescein Isothiocyanat (FITC) - markierten anti-Human IgG und anti-Affen 19gG
Antikdrpern (Sigma-Aldriech), der Maus-monoklonale Antikdrper per Rhodamin markierten anti-
Maus Antikérpern detektiert (Dianova). Jeweils 10 pl einer 1:200 Verdiinnung wird fir eine

Stunde bei 37°C inkubiert. Waschen wie zuvor beschrieben.
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Infektionskontrolle bei LCMV und Lassa-Virus Kulturen

Die Immunfluoreszenzobjekttrager werden wie oben beschrieben hergestellt.

Kontrolle der LCMV-CH-Infektion auf L-Zellen. Primére AK: LCMV-spezifisches Kaninchen-AK
WES3(KN)-12 (1:750 Verdunnung in 1x PBS), sekundare AK: FITC-markierter anti-Kaninchen
IgG AK (1:100 Verdinnung in 1x PBS, Fa. Dianova, Hamburg).

Kontrolle der LCMV Armstrong bzw. WE Infektion auf Vero- und HuH7-Zellen. Priméarer AK:
LCMV-spezifischer monoklonaler Maus AK (1:2000, anti-LCMV Nukleoprotein Maus mAb Nr. 53
Ascites in 50% Glycerol), sekundarer AK: anti Maus Rhodamine markiert (1:200, Dianova)
Kontrolle der Lassa-Virus AV, CSF und NL Infektion auf Vero- und HuH7-Zellen. Priméarer AK:
Maus monoklonaler AK (1:50, L2F1), sekundéarer AK: anti Maus Rhodamine markiert (1:200,

Dianova)

Indirekte Immunfluoreszenz von PML- und Sp100-Protein
Vorgehen wie fur die indirekte Immunfluoreszenz beschrieben.
Primére Antikorper:

Sp100-Protein: RAT Sp26 27.10.84 in 1x PBS 1:100 verdunnt
PML-Protein: RAT anti PML N3, in 1x PBS 1:100 verdiinnt
Sekundare Antikorper:

anti Ratte FITC markiert (Dianova), in 1x PBS 1:100 verdinnt

Doppelimmunfluoreszenz auf HITA-PML*" -Zellen

Vorbereitung der Immunfluoreszenzobjekttrager: In einer 25 cm?Zellkulturflasche werden
2 x 10° HtTA-PML*"-Zellen in DMEM ohne Tetracyclin ausgesét. Die Zellen wurden zuvor in
Medium mit Tetracyclin kultiviert, so dal3 PML nicht expremiert wurde. Nach 4 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen entsprechend mit und ohne Tetracyclin 3 Tage bei 37°C, 5%
CO;, kultiviert. Dann wurden die Zellen mit einer MOl von 0,01 ausgehend von der
Anfangszellzahl mit Lassa-Virus Stamm AV infiziert. Inkubation fir 3 Tage bei 37°C, 5% CO..
Der Mediumuberstand wurde bis auf 1,5 ml verworfen, die Zellen einmal mit 1x PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1,5 ml Trypsin-EDTA (PAA) in Ldsung
gebracht und mit den zurtickbehaltenen 1,5 ml Mediumuiberstand gemischt. Zusatzlich wurden
3 ml frisches Medium (entsprechend mit und ohne Tetracyclin) zu den Zellen pipettiert. Auf
einen sterilen 12-Well-iImmunfluoreszenzobjekttrager (Carl-Roth) werden von dieser Losung 25
pl pro Well pipettiert und bei 37°C, 5% CO, in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Zellen
haben so die Moglichkeit an der Glasoberflache zu adhéarieren. Die Objekttrager werden nach
24 h mit 1x PBS gewaschen und an der Luft getrocknet. AnschlieRend werden die Zellen fur 15

min. in Aceton fixiert.
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Durchfiihrung der Doppelimmunfluoreszenz: Es wurden jeweils 2 primare und zwei sekundére
Antikorper miteinander inkubiert. Als primaren AK fir die PML-Detektion wurde der anti PML
Nz Ratten AK in einer Verdiinnung von 1:100 und fiir die Lassa-Virusdetektion der Lassa-Virus
NP-spezifische monoklonale Antikdrper L2F1 in einer Verdiinnung von 1:50 eingesetzt. Beide
priméren Antikbrper wurden fir 1 h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieRend
wurden die Objekttrager dreimal mit 1x PBS gewaschen. Inkubation der sekundaren Antikdrper
(1 h, 37°C): anti Ratte FITC markiert (1:200 Verdinnung) und anti Maus Rhodamin markiert
(2:100 Verdunnung). Die Objekttrdger wurden 3 mal mit 1x PBS gewaschen und fur die

Mikroskopie mit einem Deckglaschen verschlossen.

4227 Western-Blot

Neben der RT-PCR und dem Immunfocus-Assay sollten Lassa Nukleoproteine von IFN-a und
IFN-g induzierten HuH7-Zellen intrazellular im Western-Blot untersucht werden. In 6-Well
Platten wurden jeweils 1,7 x 10° HuH7-Zellen / Well ausgesat und nach 4 Stunden im
Doppelansatz 0, 100 und 1000 U / ml von IFN-a bzw. IFN-g hinzugefiligt. 24 h spater wurden die
Zellen mit einer MOI von 0,01 mit Lassa-Virus Stamm AV infiziert. 48 h p.i. wurde der
Zellkulturiberstand abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Die Zellen
wurden anschlieBend in 0,7 ml 1x Lysispuffer (Luciferase Reporter Gene Assay, Roche)
abgeschabt uns die Losung fur 15 min. bei RTemp inkubiert. Dann wurde das Lysat bei
13.000 rpm, 3 min. zentrifugiert und 600 pl des Uberstandes mit dem gleichen Volumen 2x SDS
Ladepuffer versetzt. Mit 120 pl DTT (1M) wird die Losung fur 10 min. bei 90°C denaturiert und
jeweils 25 pl auf ein Gradienten-Polyacrylamidgel (4-16%, NuPAGE Novex Bis-Tris Gels,
Invitrogen) aufgetragen. Die Proteine wurden fir 60 min., 200 Volt und 150 mA aufgetrennt.
Gelblot: Der Blot erfolgte fir 60 min., 30 Volt, 320 mA auf eine Nitrocellulosemembran (Protran
Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher&Schuell). Abblocken der Membran mit 1x Roti
Block (Carl-Roth) G.N. bei 4°C, Farbung mit Ponseau Rot fiir 10 min. bei RTemp., Entfarben mit
ddH,O fur ca. 3 min.

NP Detektion - primarer AK rabbit anti NP (19.12.02) 1:1000 verdinnt in TBS-(0,2x) Roti-Block
Lésung, 120 min., RTemp, anschlielend 3x mit TBS + 0,5% Tween 20 gewaschen.

sekundarer AK anti rabbit HPOD gelabelt (Dianova) 1:10.000 verdinnt in TBS-(0,2x) Roti-Block
Lésung, 60 min., RTemp, anschlielend 3x mit TBS + 0,1% Tween 20 gewaschen.
Lumineszenzmessung mit Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrat (Pierce), pro
Blot 0,5 ml Super Signal West Pico Stable Peroxide Solution und 0,5 ml Super Signal West Pico
Luminol / Enhancer Sulution mischen und auftragen. Inkubation fir 5 min. bei RTemp, restliche
Flussigkeit wurde entfernt und fir 1 min., 5 bzw. 10 min. Kodak Scientific Imaging Film
(18x24 mm) belichtet und entwickelt.
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4.2.3 Molekularbiologie

4231 RNA-Praparation

Gefrorene Callitrichid-Organe

Von gefrorenen Callitrichid-Organen wurden ungeféahr 30 mg in ein 2 ml Bead-Mill-Gefal
gegeben und mit Hilfe des Fast Prepa FP 120 (SAVANT Instruments Inc., Farmingdale, NY) in
600 m RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit, QIAgen) homogenisiert, 2 x 20 sec., 6.000 rpm. Die
Zelllysat-Losung wurde zweimal fir 2 min. bei 12.000 rpm zentrifugiert, das Pellet wurde jeweils
verworfen. Aus dem Uberstand erfolgte die RNA-Extraktion mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach

Herstellerangaben. Elution in 2 x 40 pl Elutionspuffer.

Paraffinfixierte Mikrotomschnitte von Callitrichid-Organen

Ein Paraffinschnitt wird mit 560 mi AVL-Puffer (QIAamp Viral RNA Kit, Qiagen) fur 10 min. bei
62°C, 1400 rpm im Thermomixer inkubiert. AnschlieRende Zentrifugation (12.000 rpm, RTemp.)
und Entnahme der fliissigen Phase unter dem erstarrten Paraffin. RNA-Extraktion mit Hilfe des

QIAamp Viral RNA Kits nach Herstellerangaben. Elution in 2 x 40 ul Elutionspuffer.

Serum und Urin von Callitrichiden sowie von LCMV-CH-haltigen Zellkulturiiberstanden

Jeweils 140 m Serum, Urin oder Zellkulturiberstand werden mit Hilfe des QIAamp Viral RNA

Kits nach Herstellerangaben extrahiert. Elution in 2 x 40 pl Elutionspuffer.

RNA-Préparation mit Diatomeenerde aus virushaltigen Zellkulturiiberstanden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine kostengiinstige und leicht durchzufilhrende RNA-
Extraktionsmethode aus virushaltigen Zellkulturiiberstdnden in Anlehnung an die Methode von
Boowm et al. (1990) entwickelt. In einem chaotropen Guanidinium-Thiocyanat-Lysispuffer bindet
Nukleinsédure an Diatomeenerde (Uberwiegend Siliziumoxid, fossilisierte Zellwande unicellularer
Algen). Uber zwei Ethanol Waschschritte werden unspezifisch gebundende Molekiile entfernt,
so dal im Eluat gereinigte und mit dem Faktor 1,4 aufkonzentrierte Nukleinsduremolekiile
erhalten werden.

In einem festschlielenden 1,5 ml Cup wurde 140 ul virushaltiger Zellkulturiiberstand und 560
AVL-Lysis-Puffer (Fa. Qiagen) gemischt und 15 - 20 min. bei RTemp inkubiert. Dieser Ansatz
wurde anschlieend in ein 1,5 ml Cup mit ca. 100 mg Diatomeenerde (Approx 95% SiO2, acid
washed, not further calcined; Sigma-Aldrich) und 560 pl Ethanol (abs.) gegeben. Die
Diatomeenerde wurde durch vortexen in der Ldsung verteilt und fir 30 min. (RTemp) im

Thermoschuttler unter st&dndigem Schutteln inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, daf® die
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Diatomeenerde nicht sedimentierte. Anschlielend wurde die Diatomeenerde in einer
Tischzentrifuge pellettiert (14.000 rpm, 1 min., RTemp). Der Uberstand wurde dekantiert und
verworfen. Das Pellet wurde mit 500 ul AW1 Waschpuffer (Fa. Qiagen) versetzt und gevortext,
Zentrifugation siehe oben. AnschlieBend wird das Pellet in 500 ul AW2 Waschpuffer (Fa.
Qiagen) resuspendiert, Zentrifugation siehe oben. AbschlieRend wird das Pellet in 400 pl
Aceton gewaschen, um Ethanolreste zu entfernen. Das Pellet wird anschlieRend fir 20 min. bei
56°C getrocknet. Die Elution der RNA erfolgte in 100 pul ddH,O durch stark vortexen (15 sec.)
und anschlieRende Zentrifugation (2 min., 14.000 rpm). Das Eluat wurde in ein neues Cup
Uberfihrt und erneut zentrifugiert (2 min., 14.000 rpm). Eluate werden bei 4°C bzw. -20°C

gelagert.

Effizienzbestimmung der RNA-Préparationsmethode

Die Wiederfindungsrate der in eine Praparation gegebenen RNA-Molekile muf3 bestimmt
werden, um die Zuverlassigkeit der neu entwickelten Extraktionsmethode einschéatzen zu
koénnen.

Von synthetisch hergestellter RNA (LCMV-RNA Transkript) wurden Verdinnungen in Logstufen
von 10° bis 10 in ddH,O hergestellt. 140 pl jeder Verdinnung wurde mit Diatomeenerde
extrahiert. Die Elution erfolgte anschlieRend in 100 pl H,O, d.h. es erfolgte eine
Aufkonzentrierung um den Faktor 1,4. In der quantitativen RT-PCR wurden 2 pl von jedem
Extrakt und zum Vergleich (= Standardreihe) 2 pl direkt aus jeder Verdiinnung eingesetzt. Die
synthetisierte Amplifikatmenge und die damit verbundene Wiederfindungsrate wurde anhand

einer Standardreihe bestimmt.

4.2.3.2 konventionelle RT-PCR, quantitative RT-PCR

Diagnostische LCMV-RT-PCR zur Analyse der Callitrichiden

Ein 310 bp langes Fragment aus dem S-Segment wurde mit Hilfe des Platinum Quantitative RT-
PCR Thermoscript One-Step Systems (Life Technologies) amplifiziert. Der 20 pl RT-PCR
Ansatz enthielt 2 pl RNA Extrakt, 0,2 pM Primer LCMV-S 13+ und 0,2 uM Primer LCMV-S
322-. Fur die seminested PCR wurden 0,2 pM Primer arena-1+ (bindet im konservierten
Terminus der Arenavirus RNA) anstatt des Primers LCMV-S 13+ verwendet.

Die Reaktion wurde wie folgt im Termocycler Perkin Elmer 9600 durchgefihrt: Reverse
Transkription 50°C, 30 min.; 95°C, 5 min. Touch-down Amplifikation, 10 Zyklen 95°C, 10 sec.;
60°C (-1°C pro Zyklus), 5 sec. und 72°C, 25 sec. Weitere 40 Zyklen bei 95°C, 10 sec.; 50°C, 10
sec. und 72°C, 30 sec. Finale Extinktion 72°C, 5 min.
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Seminested LCMV PCR

Konnten aus der oben beschriebenen Amplifikation keine Produkte im Ethidiumbromid

Agarosegel detektiert werden, wurde 1ul dieser Reaktion in einer seminested PCR
reamplifiziert. In einem 25 pl Ansatz wurden jeweils 0,4 uM von Primer LCMV-S 13+ und
LCMV-S 322-, 1x Reaktionspuffer, 150 uM MgCl,, 200 uM dNTP und 1,5U Tag DNA-
Polymerase (Pharmacia) eingesetzt.

Die Reaktion wurde im Termocycler Perkin Elmer 9600 durchgefuhrt: 95°C, 2 min.; 25 Zyklen
95°C, 10 sec.; 50°C, 10 sec. und 72°C, 30 sec. Finale Extinktion 72°C, 5 min.

Full-length RT-PCR der LCMV S-RNA

Reverse Transkription - cDNA-Synthese: 6 pl RNA Eluat wurden mit 20 pmol Primer arena 1+ in
einem 8 pl Ansatz bei 70°C, 15 min. inkubiert. Die Reaktionsgefa3e wurden dann auf Eis
gestellt und anschlieBend zentrifugiert. Ein 19 pl Reaktions-Vormix mit 8 pl RNA Primermix, 50
mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT und 500 pM dNTP wurde bei 50°C
fur 2 min. inkubiert. Der Reaktionsstart erfolgte durch die Zugabe von 200 units
Superscript Il reverse transcriptase (Life Technologies) und 15 pul Mineraldl. Die Reaktion wurde
nach folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt: 50°C, 30 min.; 55°C, 5 min., 50°C, 20 min.,
60°C, 1 min. und 50°C, 10 min. Die Enzyminaktivierung erfolgte bei 70°C fur 15 min. Ein Abbau
der RNA erfolgte durch Zugabe von 2 U RNase H (Life Technologies), 37°C fur 20 min.

cDNA Amplifikation: Die Amplifikation der cDNA wurde mit Hilfe des Expand High Fidelity PCR
Systems (Roche Molecular Biochemicals) durchgefiihrt. Der 45 pl Reaktionsvormix enthielt 1 pl
cDNA, 1x Puffer mit 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP und jeweils 0,2 uM Primer arena la+, arena
1b+ und arena 1c+. Alternativ wurden jeweils 0,3 puM vom Primer LCMV-S 13+ und LCMV-S
966- eingesetzt. Der Premix wurde auf 95°C, 1 min. erhitzt. Nach dem Abkihlen auf 55°C
wurden pro Reaktion 5 pl Enzym-Mix [2,6 U Taq und Pwo Polymerase (im 1x Puffer verdinnt)]
hinzugefiigt und mit einem Tropfen Mineraldl tberschichtet. PCR Temperaturprofil: 40 Zyklen
94°C, 1 min.; 55°C, 90 sec. und 72°C, 3 min. - eine Zunahme der Elongationszeit jede 10
Zyklen um 2 min. Die Reaktion lief im Robocycler (Stratagene, La Jolla, CA) (GUNTHER et al.,
2000).

Quantitative Lassa- bzw. LCMV real-time RT-PCR
SybrGreen | (Biozym) interkaliert reversibel in doppelstréngige DNA. Die real-time RT-PCR im

LightCycler wurde mit Hilfe dieses Fluoreszenzfarbstoffes detektiert. Weil SybrGreen die
reverse Transkription hemmt, mul3 es in diesem Reaktionsschritt getrennt von der reversen
Transkriptase vorliegen. Diese Aufgabe Ubernahm in diesen Versuchen das SybrGreen
bindende Molekil SGS (Patent Nr. 101 50 121.8, Deutsches Patentamt, Munchen), was

SybrGreen in reversibler Weise binden kann. Weitere Funktionen dieses Molekils sind der
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Patentschrift zu entnehmen. Nach Beendigung der RT wahrend der Denaturierungsphase wird
der Farbstoff freigesetzt und kann in der PCR wéhrend jedes Zyklus in die Amplifikate
interkalieren. Dabei ist die Menge an PCR-Produkten und der eingelagerten SybrGreen-
Molekiile proportional. AusschlieZlich in die DNA interkalierte Molekile werden mit Licht einer
Wellenlange von 495 nm angeregt, so dal3 deren Fluoreszenz gemessen werden kann. Die
Zunahme der Fluoreszenz ist dabei proportional der Zunahme synthetisierter Amplifikate.
Anhand einer Standardreihe aus in-vitro transkribierter partieller S-RNA 1a3t sich die
Konzentration der zu untersuchenden Probe bestimmen. Auch in PCR-Nebenprodukte
interkaliert SybrGreen, so dal3 eine Zunahme der Fluoreszenz zu félschlicherweise erhéhten
Produktbestimmungen fihren kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Lassa bzw. LCMV RT-
PCRs sind hinsichtlich der Nebenprodukvermeidung optimiert.
Die Amplifikation erfolgte mit dem Brilliant™ Single-Step Quantitative RT-PCR Core Reagent Kit
(Stratagene). Der Zusatz von 0,8 pg BSA ist aufgrund der LightCycler Glaskapillaren notwendig.
Das BSA sattigt die Glasoberflache ab, so dal’ daran eine Bindung der Enzyme verhindert wird.
20 ul Ansatz: 2ul Template; 1x Core Buffer; 2,5 mM MgCl,; 800 uM dNTP; 0,8 ug BSA (Sigma);
5 UM SGS; 1:10.000 Verdiunnt SybrGreen; StrataScript 1,25 U; SureTaq 1U; ad 20ul mit ddH,O

LCMV Primer: 250 uM LCMV S-13+ und 250 uM LCMV S-322-

Lassa Primer: 200 uM 36 E2 und 300 pM 80 F2 (Stamm AV, NL, in-vitro RNA

Transkript) sowie 200 uM 36 E2 und 300 uM 80 F2-CSF (Stamm CSF)

Temperaturprofil der LCMV RT-PCR

Traget Incubation Temp Sec. Step Step Acquisition
Temp. Time Transition Target Size Delay Mode
(°C) hrs:min:sec Rate Temp °C cycles
°Cls °C

RT (1x) 45 00:20:00 20.0 0 0.0 0 NONE
Denat. 95 00:12:40 20.0 0 0.0 0 NONE
(1x)
Precycle 95 00:00:10 20.0 0 0.0 0 NONE
(10x) 60 00:00:10 20.0 52.0 0.8 0 NONE

72 00:00:20 20.0 0 0.0 0 NONE
Cycle 95 00:00:05 20.0 0 0.0 0 NONE
(25x)

52 00:00:10 20.0 0 0.0 0 NONE

65 00:00:30 20.0 0 0.0 0 NONE

83 00:00:20 20.0 0 0.0 0 SINGLE
Schmelz- 95 00:00:05 20.0 0 0.0 0 NONE
kurve

60 00:00:15 20.0 0 0.0 0 NONE

95 00:00:01 0.1 0 0.0 0 CONT.
Cooling 40 00:02:00 20.0 0 0.0 0 NONE
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Temperaturprofil der Lassa-Virus RT-PCR

Traget Incubation Temp. Sec. Step Step Acquisition
Temp. Time Transition  Target Size Delay Mode
°C hrs:min:sec Rate Temp °C cycles
°Cls °C

RT (1x) 45 00:20:00 20.0 0 0.0 0 NONE
Denat. 95 00:12:40 20.0 0 0.0 0 NONE
(1x)
Precycle 95 00:00:10 20.0 0 0.0 0 NONE
(10x) 60 00:00:10 20.0 50.0 1.0 0 NONE

72 00:00:20 20.0 0 0.0 0 NONE
Cycle 95 00:00:05 20.0 0 0.0 0 NONE
(25x)

55 00:00:10 20.0 0 0.0 0 NONE

65 00:00:30 20.0 0 0.0 0 NONE

80 00:00:20 20.0 0 0.0 0 SINGLE
Schmelz- 95 00:00:05 20.0 0 0.0 0 NONE
kurve

60 00:00:15 20.0 0 0.0 0 NONE

95 00:00:01 0.1 0 0.0 0 CONT.
Cooling 40 00:02:00 20.0 0 0.0 0 NONE

Die Versuche wurden mit der LightCycler Software 3.0 und 3.5 (Roche) durchgefihrt und

ausgewertet.

3.2.3.3 RNA in-vitro Transkription

RNA in-vitro-Transkripte dienen als Positivkontrolle und RNA-Standard in der quantitativen
Lassa und LCMV RT-PCR. Aus klonierten PCR Amplifikaten wird RNA in-vitro transkribiert. Die
in dieser Arbeit verwendete revers transkribierte Lassa RNA wurde freundlicherweise von
Christian Drosten, Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin, zur Verfigung gestellt. Die
Sequenz dieses Standards ist Lassa-Virus Stamm Josiah.

Der LCMV Standard wurde mit der Sequenz des Stammes WE wie folgt transkribiert:

Ligation eines PCR-Amplifikates (LCMV WE S-RNA PCR mit Primer LCMV S 13+ und 322-) in
Vektor pT-Adv (AdvanTAge PCR-Cloning Kit, Clontech). Vorgehen nach Herstelleranganben.
Klonierung in DH5a kompetente E. coli Zellen: zu den auf Eis aufgetauten Zellen (100 pl)
wurden 10 ul des Ligationsansatzes pipettiert. Inkubation fir 30 min. auf Eis. Danach wurden
die Zellen im Wasserbad fur 90 sec. bei 42°C und anschlieend fur 2 min. auf Eis inkubiert. Zu
den Zellen wurden 900 pl LB - Medium (Gibco) gegeben und die Zellen 60 min. bei 37°C unter
standigem schitteln inkubiert. Zentrifugation der Zellen bei 14.000 rpm, 2 min. AnschlieRend
wurden die Zellen in 200 pl LB-Medium resuspendiert, um davon jeweils 150 pl bzw. 50 ul auf
eine LB-Agar Platte (mit Ampicillin, 100 pg / ml) aufzutragen. Das blau-weil3 Screening wurde

mit X-GAL und IPTG durchgefihrt (jeweils 0,8 mg / Platte nachtraglich in einem Volumen von
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100 ul aufgetragen). Von 7 weiRen Kollonien wurde eine Plasmid-Minipréap Kultivierung mit
anschliel3ender Plasmid-Aufreinigung nach Herstellerangaben vorgenommen (Plasmid Mini Kit,
Machery & Nagel). Untersuchung der Fragment-Orientierung per PCR. 25 ul PCR Ansatz:
1x Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP-Mix, 0,4 uM Primer LCMV S 322- und M13 (-40), 2 pl
Template, 1 U taqg DNA-Polymerase (GL Bioscience, Bremen). Die Reaktion wurde im Perkin-
Elmer 9600 Thermocycler nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt: initiale Denaturierung
95°C fur 3 min.; Amplifikation 95°C, 30 sec., 55°C - 30 sec., 72°C - 1 min. (30 Zyklen), terminale
Elongation 72°C fir 10 min. Fragmentanalyse auf einem 1%-igem Agarosegel.

Ein Plasmid, da’ das LCMV WE Amplifikat in richtiger Orientierung enthielt, wurde mit Hilfe von
M13 Universalprimern (Clontech) (0,4 pM) nach obigem PCR-Schema amplifiziert. Die
resultierenden rund 500 bp langen Amplifikate wurden mit Natrium-Acetat gefallt. 365 pl Ansatz:
25 ul PCR Ansatz, 70% EtOH (p.a.), 80 mM NaAc (pH 4,6), ad 365 ul ddH,O. Lésung mischen
und 15 min. bei 14.000 rpm zentrifugieren. Uberstand abnehmen und Pellet mit 250 pl 70%
EtOH waschen, Zentrifugation 5 min. 14.000 rpm. Pellet bei 37°C trocknen lassen und
Amplifikate in 20 pl resuspendieren. 8 pl dieser Lésung wurde in einem 14 pl Ansatz nach
Herstellerangaben revers-transkribiert (MEGAscript Ambion-Kit). Inkubation fir 12 h bei 37°C.
Ein deutlich sichtbares weil3-flockiges Pellet wurde gebildet. Die DNA wurde mit Hilfe von 10 U
DNAsel (Promega) fur 2 h bei 37°C restringiert. RNA Aufreinigung mit Hilfe des Qia Viral RNA
Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben, Elution in 2 x 40 pl und photometrische Bestimmung der
RNA Konzentration. Das gewonnene in-vitro Transkript wird als Standard in jeder quantitativen
LCMV RT-PCR verwendet, anhand dessen die Konzentration der zu testenden Probe bestimmt
wird.

LCMV in-vitro Transkript: Lange 500 bp, 3,19 x 10 Molekiile / ul (Nachweisgrenze in der
guantitativen RT-PCR: ca. 60 Molekiile)

Lassa in-vitro Transkript: Lange 450 bp, 9,84 x 10™ Molekiile / ul (Nachweisgrenze in der
guantitativen RT-PCR: ca. 20 Molekiile)

4.2.3.4 Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und mit
Hilfe des BigDye Terminator AmpliTaq kits (Applied Biosystems) sequenziert (ABI 377, Applied
Biosystems).

20 pl Reaktionsmix: 4 ul BigDye Ready Reaction Mix, 1 pg PCR-Produkt, 50 uM Primer, ad 20
pl ddH;O.

Fur die Sequenzierung der diagnostischen RT-PCR Fragmente wurden die Primer LCMV-S 13+
und LCMV-S 322- verwendet. Fir die full-length S-RNA Produkte wurden folgende LCMV-S
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Primer verwendet: 13+, 966-, 301+, 437-, 861+, 1634+, 1765-, 1920+, 2325+, 2390-, 2814+,
2886-, und 3363-.

Cyle Programm: 96°C, 10 sec.; 50°C, 5 sec.; 60°C, 4 min. (25 Zyklen).

Aufreinigung der Fragmente: 360 pl Ansatz: 20 pl Fragmente; 80 ul ddH,O; 83,3 nM NaAC
(10 ul, 3 M NaAc pH 4,6); 70% EtOH (250 pl, EtOH abs.). Der Ansatz wurde bei RTemp.
gemischt und fur 15 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet 2x mit 250 pl EtOH 70% gewaschen. Zentrifugation: 14.000 rpm, 5 min. bei RTemp. Der
Uberstand wurde erneut verworfen. Zentrifugation wie zuvor. Der restliche EtOH wurde
abgenommen und das Pellet fur 10 min. bei 37°C getrocknet. Lagerung bei -20°C. Der
Sequenzierservice wurde vom Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin bereitgestellt. Jede
Nukleotidposition wurde mindestens 2 mal sequenziert. Die S-RNA Sequenzen des LCMV-
Stammes CH-5692 (Accession No. AF 325214) und CH-5871 (AF 325215) wurden in die

Datenbank GenBank eingetragen.

4.2.3.5 Phylogenese, Datenanalyse

Fur phylogenetische Untersuchungen der LCMV-CH-Stamme wurde ein Fragment aus dem
GPC-Gen (Position 78-470 von LCMV-Stamm WE) analysiert. Fur dieses Fragment liegen die
meisten LCMV-Sequenzdaten vor. Das Alignement der GP-Gensequenz wurde initial mit dem
Programm Clustal X (1.8) (THOMPSON et al., 1997) durchgefuhrt und anschlieRend manuell,
basierend auf Aminosaure-Ahnlichkeiten, mit dem Programm Sequence Navigator (1.0.1,
Perkin-Elmer) verfeinert. Zusétzlich zu den beschriebenen LCMV-Stdmmen wurden folgende

Arenavirus-Sequenzen verwendet:

Stamm Accession No. Stamm Accession No.
Tacaribe TRVL11573 M20304 Lassa AV AF246121
Mopeia 800150 M33879 Lassa Josiah J04324
JuninMC2 D10072 LCMV Armstrong M20869
SabiaSPH114202 u41071 LCMV WE M22138
Pichinde 3739 K02734 LCMV AEv | AJ233160
Pichinde 4763-P2 AF081553 LCMV Docile AJ249149
Lassa LP AF181853 LCMV CHV-2/4 U10158
Lassa 803213 AF181854 LCMV CIPV97001 AF079517
Lassa GA391 X52400 HCMV CIPV76001 AF095783
Pasteur
Lassa CSF AF333969
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Die Phylogenetischen Untersuchungen wurden mit dem Program PHYLIP 3.57c (FELSENSTEIN,
1995) erstellt. Neighbor-joining (NJ) Analysen wurden mit Hilfe von DNADIST und NEIGHBOR
sowie Maximum likelihood (ML) Analysen mit DNAML durchgefihrt. NJ Analysen wurden auf

der Basis eines bootstrapped Datensatzes erstellt (100 replicates).
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5. Resultate

5.1 Untersuchung eines Callitrichid-Hepatitis-Ausbruchs

In einem Zeitraum von 10 Monaten starben im Zoo Dortmund drei Zwergseidenaffen (Cebuella
pygmaea) und ein Goeldi-Springtamarin  (Callimico goeldii) mit Kklinischen und
histopathologischen Symptomen der Callitrichid-Hepatitis. Die Detektion des LCMV wurde per
RT-PCR und per Viruskultivierung durchgefiihrt und ist in dieser Arbeit ndher beschrieben. Dies

ist die erste Beschreibung eines CH-Ausbruchs in Deutschland.

5.1.1 Klinik und Histopathologie

In Tabelle 1 sind die histopathologischen Befunde zusammengefalit. Charakteristische Befunde
einer LCMV-vermittelten Callitrichid-Hepatitis wurden bei allen vier Tieren gefunden, ohne
grofRe Unterschiede zwischen den beiden Spezies.

Vor seinem Tod konnte nur der Goeldi-Springtamarin 5871/00 untersucht werden. Klinische
Symptome waren Gelbsucht, Apathie und Bewegungsstérungen. Untersuchungen des Blutes
zeigten eine Hepatitis [Aspartat Aminotransferase aul3erhalb (oberhalb) des MelRbereiches; ¢
Glutamyltransferase 9,3 x des oberen Normalwertes (oN); Bilirubin 107 x UNV] und ein
Nierenversagen (Kreatinin 103 x oN).

Die Hepatitis war generell durch multifocale Degenerationen und Nekrosen der Hepathozyten
charakterisiert. AuRerdem waren diffuse fettige Degenerationen und moderate Infiltrationen von
mononuklearen Zellen im periportalen Gewebe zu erkennen (Abbildung 2A). Acidophile
Einschlu3-Korperchen &hnlich den apoptotischen (Councilman-like) bodies wurden bei den
meisten Tieren in der Leber gefunden (Abbildung 2B). Sie sind typische Anzeichen einer
Callitrichid-Hepatitis. Die Lymphknoten zeigten eine folliculare Hyperplasie und einen
Substanzverlust in den germinativen Zentren (Abbildung 2C). Die Beteiligung des zentralen
Nervensystems war durch eine leichte lymphocytare Infiltration der Meningen oder einer

cerebralen Perivasculitis gekennzeichnet.
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Tabelle 1: Klinische, epidemiologische und histopathologische Daten der
Callitrichidae mit einer akuten LCMV-Infektion.

Spezies Gehege histopathologische Befunde LCMV
Geschlecht / Tod Detektion @

Alter Tiernummer Symptome
Cebuella pygmaea A Leber: multiple Foci entziindlicher Zellen; leichte bis PA

m/2 Jahre 10. Sep. 99 mittlere periportale, mononukleéare Infiltrationen;

5625/99 diffuse Aktivierung von Kupffer Zellen;

Lymphknoten: Hyperplasia

Cebuella pygmaea B Gehirn: leichte Encephalitis mit perivascularen PA

m/4 Jahre 15. Nov. 99 Infiltrationen mononukleérer Zellen. Leber: LE

1893/99 hepatozellulare Nekrosen und Degenerationen mit

wenigen acidophilen (Councilman-like) Bodies;
maRige Fettumverteilungen

Cebuella pygmaea B Gehirn: leichte lymphohistiocytische Meningitis und PA
m/4 Jahre 18. Nov. 99 im Cortex fokale Gliosis. Leber: multiple foci Mi
5692/99 Gelbsucht  hepatocelluldrer Degeneration und Nekrosen; VK

Fettumverteilungen; wenige acidophile
(Councilman-like) Bodies; mittlere periportale,
mononukledre Infiltrationen. Lymphknoten / Milz:
Substanzverlust in den germinativen Zentren;
folliculare Hyperplasia

Callimico goeldii C Gehirn: leichte lyphozytare Meningitis. Leber: UR
m/4 Jahre 14. Jun. 00 multiple foci hepatocellularer Degeneration und SE
5871/00 Gelbsucht  Nekrosen; Fettumverteilungen; wenige acidophile VK

(Councilman-like) Bodies; leichte periportale und
perivasculare lymphocytische Infiltration.
Lymphknoten / Milz: Substanzverlust in den
germinativen Zentren

& Analysemethode und Material firr die RNA-Praparation zur LCMV-Detektion und -Sequenzierung.
Abkurzungen:

PA, seminested PCR aus paraffinfixierten Leber und Milzschnitten;

LE und MlI, single-round RT-PCR aus gefrorener frischer Leber (LE) und Milz (MI);

UR und SE, single-round RT-PCR aus Urin (UR) und Serum (SE);

VK, Viruskultivierung aus Leber und Milz Gewebe (5692/99) oder Serum (5871/00)
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5. Resultate

Abbildung 2: Histopathologische Befunde von Zweigseidenaffe 5692/99.

A. Leberschnitt, nekrotische Bereiche (breiter Pfeil) mit Schwellungen und Degenerationen angrenzender
Leberzellen (schmaler Pfeil), Infiltrationen von mononukledren Zellen in periportale Bereiche (Stern:
Gallengang) und diffuser Fettverteilung (VergroRerung X376, H&E)

B. Leberschnitt, typische acidophile (Councilman-like) Bodies (Pfeil) (VergréRerung X592, H&E).

C. Lymphknotenschnitt, Hyperplasia von follicularer und parafollicularer Region mit Substanzverlust in
den germinativen Zentren (Pfeil) (VergréRerung X94, H&E)

Die histopathologischen Untersuchungen wurden am Deutschen Primatenzentrum, Dr. Hofmann
(Géttingen) durchgefiihrt.

5.1.2 Nachweis einer LCMV-Infektion durch RT-PCR und Isolierung
eines neuen LCMV-Stammes aus Callitrichiden

Um den klinischen und histopathologischen Verdacht einer CH zu bestéatigen, wurde eine
LCMV-Infektion mit Hilfe der RT-PCR und Viruskultivierung in unterschiedlichen Callitrichid-
Proben nachgewiesen (Tabelle 1). Gefrorenes Leber- und Milzgewebe, Serum- und/ oder
Urinproben lagen von den Zwergseidenaffen 1893/99 und 5692/99 sowie vom Goeldi-
Springtamarin 5871/00 vor. Die initiale RT-PCR wurde mit einem Homogenat aus Milzgewebe
von Zwergseidenaffe  5692/99 und unterschiedlichen LCMV  S-RNA-spezifischen
Primerkombinationen durchgefuhrt. Nur mit dem Primerpaar LCMV-S 13+ und LCMV-S 966-
konnte ein spezifisches Produkt amplifiziert werden. Dieses wurde sequenziert. Basierend auf
dieser Sequenzinformation wurde der Primer LCMV-S 322- synthetisiert, so dal3 eine short-
range LCMV RT-PCR fiur diagnostische Zwecke mit dem Primerpaar LCMV-S 13+ und 322-
etabliert werden konnte. Alle oben genannten Gewebe waren in dieser RT-PCR positiv. Ein
Beispiel hierfur ist in Abbildung 3A in Spur "1893 Leber" dargestellt.
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5. Resultate

A semi- B

Einzel PCR nested

Abbildung 3: Nachweis von LCMV durch RT-PCR und Viruskultivierung.

A. PCR von gefrorenen und in Paraffin fixierten Geweben von Zwergseidenaffe 1893/99. Die gefrorenen
frischen Leberproben waren in der single-round PCR positiv (links), wahrend die paraffinfixierten Leber-
und Milz-Proben nochmals mit der seminested PCR amplifiziert werden muf3ten (rechts).

B. PCR aus frischem Lebergewebe gefangener Mause (nahe der Affengehege). Eine Leberprobe aus
dem Affen 6028/00 diente als Negativkontrolle. Dieser Affe verstarb nicht an einer LCMV-Infektion.

C. Detektion von LCMV in paraffinfixierten Proben von Zwergseidenaffe 5625/99 durch eine seminested
PCR. Die Stichhaltigkeit der Methode wurde an Proben von Affen 5760/99 (LCMV negativ) und an dem
LCMV infizierten Zwergseidenaffe 5692/99 (Positivkontrolle) demonstriert. Der Tod der Callitrichiden
5626/99 und 5627/99 konnte nicht geklart werden.

D. Immunfluoreszenzaufnahme von LCMV in Kulturzellen. LCMV wurde aus Milzproben des
Zwergseidenaffen 5692/99 nach mehreren Passagen in L-Zellen isoliert. Das LCMV-Antigen wurde mit
Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz und LCMV-spezifischen Kaninchen AK (WE3(KN)-12) detektiert.
Die Negativkontrolle (nc) ist Wasser. PA, paraffinfixierte Leber und Milzproben.

Ein positiver LCMV-Befund in der Urinprobe von Goeldi-Springtamarin 5871 ist charakteristisch
fur eine Arenavirus-Infektion und zeigte, dal Urin eine mogliche Quelle der sekundaren
Transmission - auf andere Callitrichiden aber auch auf den Menschen - darstellt.

Dariuber hinaus konnte LCMV ebenfalls in Leber und Milz aus einer von zwei Mausen detektiert
werden, die wahrend des Callitrichid-Hepatitis-Ausbruchs nahe der Affengehege gefangen
worden waren (Abbildung 3B).

Von dem nur retrospektiv zu untersuchenden Zwergseidenaffen 5625/99 lagen nur
paraffinfixierte Leber und Milzproben vor. Diese Proben waren in der single-round PCR negativ,
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nicht aber in der seminested PCR. Diese RT-PCR wurde mit dem Primerpaar arena-1+ und
LCMV-S 322- durchgefihrt, gefolgt von einer Reamplifikation mit den Primern LCMV-S 13+ und
LCMV-S 322- (Abbildung 3C). Diese Analyse wurde zusammen mit paraffinfixierten Leber- und
Milzproben eines LCMV-CH negativen Affen als Negativkontrolle und der LCMV-CH positiven
Zwergseidenaffen (1893/99 und 5692/99) als Positivkontrolle durchgefiihrt. Wie auch beim
positiv getesteten Zwergseidenaffen 5625/99 mufRte von beiden Positivkontrollen eine
seminested PCR durchgefiihrt werden, um Produkte nachweisen zu kdnnen (Abbildung 3A,
vergleiche 1893 PA im linken und rechten Bild). In den Negativkontrollen konnten keine
Produkte amplifiziert werden (Abbildung 3C). Alle positiven PCR-Ergebnisse wurden mit jeweils
unabhangigen RNA-Préaparationen bestatigt.

Zusatzlich zur PCR wurde vom Zwergseidenaffen 5692/99 (Leber und Milzproben) und vom
Goeldi-Springtamarin 5871/00 (Serumprobe) eine Viruskultivierung in L-Zellen vorgenommen.
Die L-Zellen wurden 4 Tage p.i. das erste Mal geteilt und mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz hinsichtlich einer LCMV-Infektion untersucht. In Abbildung 4 ist eine infizierte
Zelle unter ca. 50 nicht-infizierten Zellen zu erkennen. Bereits 3 Tage spater (7 Tage p.i.)
konnten wesentlich mehr positive Zellen detektiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 18
Tagen p.i. waren nahezu alle Zellen in der Kultur mit LCMV infiziert. Die Immunfluoreszenz mit
LCMV-spezifischen Antikorpern ergab ein granuléres, zytoplasmatisches Muster, welches
charakteristisch fir eine mit LCMV infizierte Zellkultur ist (Abbildung 3D und Abbildung 4). Im
folgenden wird das Virusisolat aus der Milz des Zwergseidenaffen 5692/99 als LCMV CH-5692
und das Isolat aus dem Serum vom Goeldi-Springtamarin 5871/00 als LCMV CH-5871

bezeichnet.

Wahrend den Untersuchungen wurde deutlich, da3 das LCMV hinsichtlich &ufRerer Einflisse
relativ stabil ist. Die Organproben wurden mehr als 24 h nach dem Tod der Tiere entnommen,
wurden mehreren Einfrier-Auftau-Zyklen unterzogen oder wurden per Post bei mittleren bis
hohen Aul3entemperaturen ungekihlt transportiert. Dennoch war ein Virusnachweis und sogar

die Virusanzucht maglich.



4. Tag p.i.

11. Tag p.i. 18. Tag p.i.

Abbildung 4: Nachweis einer positiven Virusanzucht mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz.

Homogenisiertes Lebergewebe von Zwergseidenaffe 5692/99 diente als Inokulum auf L-Zellen. LCMV-
Nachweis erfolgte nach 4, 7, 11 und 18 Tagen p.i. mit LCMV-spezifischen Kaninchen-Antikdrper
(WE3(KN)-12) und FITC-markiertem sekundaren Antikérper in der Immunfluoreszenz.

5.1.3 Molekulare und phylogenetische Charakterisierung der LCMV-
CH-Isolate

Alle amplifizierten PCR-Produkte wurden sequenziert. Obwohl die Infektionen der Affen tber
einen Zeitraum von 10 Monaten verliefen, war das 310-bp Fragment der S-RNA in allen
Callitrichiden und der nahe der Gehege gefangenen Maus bis auf einen einzigen Nukleotid-
Polymorphismus an der Position 83 indentisch. Der Zwergseidenaffe 5625/99, welcher im
September 1999 starb, war mit einem LCMV-Stamm infiziert, der an dieser Position ein C
aufwies. Die Zwergseidenaffen 1893/99 und 5692/99, welche im November 1999 starben,
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hatten an dieser Position ein T, wobei der im Juni 2000 gestorbene Goeldi-Springtamarin im
amplifizierten LCMV-Fragment an dieser Position ebenfalls ein C besaf3. Im LCMV-Stamm aus
Leber und Milzgewebe der Maus wurde ebenfalls ein C an der Position 83 gefunden. Die Maus
wurde im Mai 2000 gefangen.

Es wurden keine Sequenzunterschiede in unterschiedlichen Proben des gleichen Tieres
beobachtet (Tabelle 1 listet die unterschiedlichen Proben auf, die von jedem Tier untersucht
wurden).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daR die epidemiologischen Daten und die
Sequenzen darauf hinweisen, dal3 der LCMV-CH-Ausbruch durch primére Transmission eines
LCMV-Stammes von Mausen auf die Callitrichiden verursacht wurde.

Um den verursachenden Virusstamm naher zu charakterisieren, wurde das gesamte 3,4-kb S-
RNA-Genom der kultiverten LCMV-Stamme CH-5692 und CH-5871 sequenziert. Hierflr wurde
das zuvor etablierte long-range RT-PCR Protokoll verwendet (Gunther et al., 2000). Mit Hilfe
dieser PCR ist eine reverse Transkription und Amplifikation der gesamten S-RNA von
Arenaviren moglich, da die Primer an den hochkonservierten Enden des Genoms binden.
Ubereinstimmend zu den Analysen der 310-bp PCR-Fragmente sind die full-length Fragmente
von den Stammen CH-5692 und CH-5871 mit 99,5% sehr homolog. Insgesamt konnten nur 19
Nukleotidunterschiede - inklusive des oben genannten 83-T/C Polymorphismus - nachgewiesen
werden. Diese filhrten zu 6 Aminosaure-Austausche im GPC und NP (Abbildung 5A). 90% der
Sequenzunterschiede sind Transitionen. Die Mutationen sind nicht gleichmafig verteilt, der
mittlere Teil der S-RNA ist am starksten konserviert. Das Passagieren des Virus in L-Zellen
scheint hingegen nur wenige Mutationen bewirkt zu haben. Innerhalb eines 0,9-kb groRen GPC-
Genfragmentes, welches vor und nach Virusisolierung sequenziert wurde, war nur ein einziger
Basenaustausch zu finden. Der gleiche Sequenzabschnitt variierte zwischen LCMV CH-5692
und LCMV CH-5871 hingegen in sieben Positionen. Dies verdeutlicht, dal3 die meisten
Unterschiede zwischen beiden LCMV-CH Isolaten nicht auf die Passage in Zellkultur
zuriickzufuhren sind.

Um beide LCMV-CH Isolate mit dem LCMV-Stamm der gefangenen Maus zu vergleichen,
wurde das 0,9-kb GPC Fragment ebenfalls mit Material der Maus amplifiziert und sequenziert.
Die Sequenz des Mausisolates war zu 99,2% mit dem LCMV CH-5692 und zu 99,8% mit dem
LCMV CH-5871 Stamm identisch.

Zusammenfassend zeigt der Sequenzvergleich der LCMV-Stdmme aus den Callitrichiden sowie

der Maus eine groRe Homologie zwischen den Isolaten, jedoch keine vollstandige Identitét.
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Abbildung 5: Sequenzvergleich der isolierten LCMV-CH-Stdmme.

A. Schematische Darstellung der Nukleotiddifferenzen zwischen LCMV CH-5692 und CH-5871.
Differenzen in den Aminosauren sind als Punkte dargestellt. Die Nukleotidnummerierungen entsprechen
LCMV WE.

B. Vergleich von S-RNA Nukleotidsequenzen von LCMV WE, LCMV Armstrong (Arm), LCMV CHV-2/4
(Nukleotide 20-1638) und LCMV CH-5692. Die nicht-codierenden Regionen sind mit einem Kasten
markiert, die zusatzlichen Kasten verdeutlichen die komplementére stem-Sequenzen der RNA in der
Intergenic Region. Die Primerbindungsstellen sind durch Querstriche markiert.

Die S-RNA Sequenzen von LCMV CH-5692 und LCMV CH-5871 wurden mit den beiden
bekannten full-length S-RNA Sequenzen von LCMV WE (ROMANOWSKI et al., 1985) und LCMV
Armstrong (SALVATO et al., 1988) verglichen. Darliberhinaus wurden sie mit dem einzigen
bisher bekannten CH-assoziierten LCMV-Isolat CHV-2/4 (STEPHENSEN et al., 1995) verglichen.
Die beiden Stamme LCMV CH-5892 und LCMV CH-5871 unterscheiden sich eindeutig von den
anderen drei Stammen, auch von dem CH-assoziierten Stamm (Abbildung 5B). Die
codierenden Bereiche variieren auf der Nukleinsdureebene zwischen 14,7 - 17,2% und auf
Aminosaureebene zwischen 4,3 - 7,8%, wobei im NP eine etwas hdhere Divergenz als im GPC
zu sehen ist (Tabelle 2). Die 5'- und die 3'-nichtcodierenden Bereiche upstream vom GPC- und
NP-Startcodon zeigten zwischen den Stdmmen den hdchsten Grad an Variabilitat. Im
Gegensatz dazu ist der stem der RNA stem-loop Struktur innerhalb der intergenic region

vollkommen konserviert (Abbildung 5B).
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Tabelle 2: Nukleotid- und Aminosaure-Differenzen zwischen den neuen LCMV-CH-
Stammen und bekannten LCMV-Stammen im codierenden Bereich der S-

RNA.
% Nukleotid Differenz % Aminosaure Differenz
LCMV-Stamm GPC NP GPC NP
CH-5692 vs. WE 17,2 15,0 7,8 4.3
CH-5692 vs. Arm 16,0 14,7 54 4.6
WE vs. Arm 15,2 15,5 6,0 4.1
CH-5692 vs. CHV-2/4 16,3 - 6,0 -

% Die Sequenz von NP ist bei LCMV CHV-2/4 nicht bekannt.

Der Vergleich der GPC-Aminosauresequenz zeigte, dald nur einzelne Aminosdure-Reste
innerhalb der CH-assoziierten LCMV-Stamme relativ konserviert sind (105-K, 177-A, 181-L,
477-S) (Abbildung 6). An Position 260 haben LCMV CH-5692 und LCMV CH-5871 ein Isoleucin
statt eines Leucin (assoziiert mit Lymphotropismus) oder Phenylalanin (assoziiert mit
Neurotropismus). Position 260 co-determiniert den Tropismus von LCMV und ist an der
Rezeptorbindung beteiligt (AHMED et al., 1991; SEVILLA et al.,, 2000). Diese Mutation war
ebenfalls in der LCMV-RNA vom Zwergseidenaffen 5692/99 (also vor der Viruskultivierung auf
L-Zellen) und in der LCMV-RNA von der Maus zu beobachten. Dies zeigt, daf’ Isoleucin-260
kein Artefakt der Zellkulturpassagierung ist. Der GP1-GP2 proteolytische Prozessierungs- /
Spaltungsort und die N-linked Glykosylierungsstellen sind vollkommen konserviert. Im NP
haben die CH-assoziierten LCMV-Stdmme 14 Aminosaure Austausche gemeinsam, welche
nicht in den LCMV-Prototypstammen Armstrong und WE vorkommen (Abbildung 6). Ein

Mutations hot spot fand sich im NP zwischen den Positionen 335 und 350.
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Abbildung 6: Vergleich der GPC- und NP-Aminosauresequenz der LCMV-Stdmme
WE, Armstrong, CHV-2/4 (nur GPC), CH-5692 und CH-5871.

Regionen, die vermutliche B-Zell Epitope enthalten (WEBER und BUCHMEIER, 1988; WRIGHT et al., 1989;
SEILER et al., 1999; CIUREA et al., 2000) sind durch Linien tber der Sequenz gekennzeichnet. Die GP1-
GP2 Schnittstelle (BURNS und BUCHMEIER, 1993; LENz et al., 2000) ist durch einen Pfeil markiert. Die
Aminosaure an Position 260, welche an der Rezeptorbindung und am Tropismus beteiligt ist (AHMED et
al., 1991; SeviLLA et al., 2000), wurde umrahmt.

Die phylogenetischen Untersuchungen wurden am 5'-Ende des GPC-Gens, einer sehr variablen
Region des Arenavirusgenoms, vorgenommen (Abbildung 7). Diese Region wurde deshalb
ausgewahlt, weil hier die meisten Sequenzen von LCMV-Stammen bekannt sind. Die
allgemeine Topologie des phylogenetischen Baums stimmt mit bereits beschriebenen
Phylogenesen auf der Basis von kompletten GPC- oder GP1-Sequenzen Uberein (BOWEN et al.,
1997, 2000). Dies bestatigt die Validitat der hier verwendeten Methode. LCMV-CH 5692 und
LCMV CH-5871 ordnen sich eindeutig in den LCMV-Ast ein, obwohl keine enge Verwandtschaft
zu irgend einem anderen bekannten LCMV-Stamm besteht. AuRerdem besteht kein Hinweis auf

besondere phylogenetische Verwandtschaft der CH-assoziierten Stamme.
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Abbildung 7: Phylogenetischer Baum der Verwandtschaftsverhaltnisse
innerhalb der Arenaviren.

Der Baum wurde mit Hilfe der NJ-Methode an einem 400-bp GPC-Genfragment errechnet. Die Bootstrap-
Werte (in Prozent) sind am jeweiligen Ast notiert. Die Bootstrap-Werte der distal liegenden Lassa-Virus-
Aste reichen von 38% bis 85%. Die Verwandtschaft innerhalb des Lassa-Virus Taxons korrespondiert mit
den bereits beschriebenen Verhéltnissen (BoweN et al., 2000). Die Bootstrap-Werte innerhalb des LCMV-
Taxons reichen nur von 7% bis 54%. Wenn man die ML-Methode verwendet, zeigen die terminalen
LCMV-Aste einen unterschiedliche Topologie, wobei die generelle Topology der Baume aus der NJ- und
der ML-Methode identisch sind. Aus Platzgriinden sind die langen Aste gekiirtzt dargestellt (gestrichelte
Linien).

5.2 Isolierung von drei neuen Lassa-Virusstammen aus
humanen Primarmaterialien

Im Verlauf dieser Arbeit standen Materialien von drei Patienten mit Lassa-Fieber zur Verfigung.
Aus diesen Materialien wurden drei neue Lassa-Virusstdmme isoliert und per Immunfocus-
Assay bestimmt. Die direkt aus den Patientenproben (Serum bzw. Liquor) kultivierten
Virusstamme werden als Primérisolate bezeichnet. Aus den Primarisolaten der Stamme AV und

NL wurden durch ein bis zwei weitere Passagen Isolate fiir experimentelle Studien hergestellt.
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52.1 Anzucht von Lassa-Virus Isolaten

Im Folgenden sind die Krankengeschichten der entsprechenden Patienten und die

Virusisolierung beschrieben.

Lassa-Virus Stamm AV

Fallbeschreibung: Eine 23-jahrige Frau bekam Fieber, hachdem sie als Rucksacktouristin durch
drei Lander Westafrikas (Burkina Faso, Cbte D'lvoire und Ghana) gereist war. In einem
Krankenhaus in Abidjan (Cbte D'lvoire) wurde ihre Krankheit als Malaria diagnostiziert. Am
6. Tag der Krankheit war sie wieder in Deutschland und wurde im Diakonissen-Krankenhaus
Schwabisch Hall aufgenommen. Nach einem Malaria-Ausschlu? am 9. Tag wurde sie in die
Missionsarztliche Klinik nach Wirzburg verlegt. Dort hatte die Patientin Fieber, Pharyngitis und
Durchfall. Im Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin (Hamburg) konnte nach einem
Anfangsverdacht eine Lassa-Virusinfektion per RT-PCR und per Virusanzucht bestatigt werden.
Obwohl die Patientin sofort mit Ribavirin behandelt wurde, verstarb sie am 14. Tag der
Krankheit mit Hamorrhagien, multiplen Organversagen und Encephalopathie (SCHMITZ et al.,
2001).

Virusanzucht: Mit dem Lassa-Virus-Priméarisolat aus dem Serum vom Todestag der Patientin
wurde ein Virusstock angelegt, mit dem die weiteren Versuche in dieser Arbeit durchgefihrt
wurden (Stamm AV Isolat 15-3). Nach 4 Tagen Inkubation (1. Passage) mit Serum der Patientin
AV vom 14.01.00 waren nahezu alle, mit dem Serum vom 15.01.00 weniger Zellen infiziert. Die
Bestimmung des Virustiters ergab fiir das Primérisolat AV-14 rund 1,57 x 10° IFU / ml und fiir
AV-15 rund 1,64 x 10° IFU / ml (AV-14 = Isolat aus dem Serum vom 14.01.00, AV-15 = Isolat

aus dem Serum vom 15.01.00).

Anzucht von Lassa-Virus AV Stocks

Mit den Primarisolaten AV-14 und AV-15 wurden ausreichend grofRe Virusstocks angelegt, mit
denen die Versuche dieser Arbeit durchgefihrt werden konnten. In Zellkulturiiberstanden von
Vero-Zellen, die mit den Primé&risolaten infiziert wurden (MOI 0,01), wurden im zeitlichen Verlauf
folgende Virustiter mit Hilfe des Immunfocus-Assays quantifiziert:

Infektion mit Primarisolat AV-14:

48 h p.i. 2,6 x 10° IFU / ml (Isolat AV-14-2)

72 h p.i. 9,7 x 10* IFU / ml (Isolat AV-14-3)

Infektion mit Primé&risolat AV-15:

48 h p.i. 3x 10° IFU / ml (Isolat AV-15-2)

72 h p.i. 1,37 x 10° IFU / ml (Isolat AV-15-3)
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Aufgrund des hochsten Virustiters wurde das Lassa-Virus-lsolat AV-15-3 flr die weiteren
Versuche verwendet. Ein Ausschnitt der Infektionskontrolle wahrend der Viruspassagierung ist
in Abbildung 8A dargestellt.

A.

AV lsolat 15-3 NL Isolat 4
(1,4 x 10° IFU / ml) (1,3 x 10° IFU / ml)

CSF 2. Passage CSF 3. Passage
7 Tage p.i. 13 Tage p.i.
(< 10% IFU / ml) (2,5 x 10° IFU / ml)

Abbildung 8: Praparation von Lassa-Virus Isolaten.

Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen von Lassa-Virus infizierten Vero-Zellen. Nachweis mit Lassa-
Virus spezifischen Maus-monoklonalen AK und anti-Maus FITC-markierten sekundéaren AK. Der Virustiter
ist jeweils unter dem entsprechenden Foto angegeben.

A. Lassa-Virus-Isolate, die aus Primarisolaten kultiviert wurden. Die Lassa-Virus Primarisolation
erfolgte aus humanem Serum. Stamm AV (Isolat 15-3), NL (Isolat 4)
B. Lassa-Virus-Priméarisolate aus humanem Liquor. Lassa-Virusstamm CSF von Probe 1527/2000

nach der 2. und 3. Passage.
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Lassa-Virus Stamm NL

Fallbeschreibung: Ein 48-jahriger Mann, der als Chirurg fir 5 Monate in einem landlich
gelegenen Krankenhaus in Sierra Leone arbeitete, bekam am 10. Juli 2000 Fieber. Daraufhin
nahm er eine Malaria Prophylaxe ein. Am 14. Juli kam er zurtick in die Niederlande und wurde
mit hohem Fieber (39,5°C) in das Leidener University Medical Center gebracht. Er klagte tber
Ubelkeit, starke Durchfélle, Kopf- und Gliederschmerzen. Am 11. Krankheitstag entwickelte der
Patient eine leichte Encephalopathie und ein Nierenversagen. Ein Lassa-Fieber Verdacht wurde
gestellt, der durch das Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin per RT-PCR bestatigt werden
konnte. Am 15. Krankheitstag wurde der Patient wegen des Nierenversagens und wegen einer
Lungenbeteiligung auf die Intensivstation verlegt. Am 16. Tag verstarb der Patient (SCHMITZ et
al., 2001).

Virusanzucht: Nach Inokulation mit dem Serum von Patient NL konnte im Uberstand nach 8
Tagen p.i. ein Virustiter per Immunfocus-Assay von 2,8 x10° IFU pro ml detektiert werden.
Dieser Uberstand ist das Lassa-Virus Stamm NL Primarisolat PI-20. 12 Tage p.i. wurde ein
starker CPE der Vero-Zellen beobachtet. Bis zum Auftreten des CPE wuchsen die Zellen

aul3ergewohnlich langsam.

Anzucht von Lassa-Virus NL Stocks

Wie anhand der AV-Primarisolate, wurden auch vom Primérisolat NL PI-20 ausreichend grof3er
Lassa-Virusstock angelegt. Die resultierenden Virustiter wurden mit Hilfe des Immunfocus-
Assays quantifiziert:

48 h p.i. 1,5 x 10% IFU / ml (Isolat NL-2)

72 h p.i. 4 x 10* IFU / ml (Isolat NL-3)

7 d p.i. 1,3 x 10° IFU / ml (Isolat NL-4).

Aufgrund des hochsten Virustiters wurde das Lassa-Virus Isolat NL-4 fir die weiteren Versuche
verwendet (Abbildung 8A).

Lassa-Virus Stamm CSF

Fallbeschreibung: Ein 56-jahriger Mann wurde am 21. Méarz 2000 in das Emdee Medical Center
in Jos (Nigeria) gebracht, nachdem er zwei Wochen Fieber (38,2°C) und Durchfall hatte. Am 23.
Marz wurde er dann mit 39,6°C Fieber in die Life Camp Clinic nach Abuja (Nigeria) verlegt. Der
Patient war schlafrig und zwischenzeitlich nicht orientiert. Am 25. Méarz bekam der Patient einen
30 mindtigen Krampfanfall ohne Bewulitseinsverlust. Am 27.Marz wurde er in die
neurologische Abteilung der Dr.-Horst-Schmidt-Kliniken nach Wiesbaden verlegt. Bei der
Ankunft in Deutschland hatte der Patient kein Fieber mehr, war somnolent sowie zeitlich und
raumlich desorientiert. Es wurden keine weiteren Krampfe beobachtet und der Zustand des

Patienten besserte sich. Am 1. April verstarb der Patient unerwartet an einer Lungenembolie.
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Die Lassa-Fieber-Diagnose wurde erst kurz nach seinem Tod gestellt, nachdem die Proben in
das Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin geschickt worden waren. Lassa-Virus
spezifische Antikdrper konnten mit der indirekten Immunfluoreszenz im Liquor (IgM Titer: 1:10;
IgG Titer 1:320) und im Serum (IgM Titer 1:320; 1gG Titer 1:2560) nachgewiesen werden
(Proben vom 28. Marz). Die RNA der Liquor- und Serumproben vom 27., 28. Mérz und 1. April
wurde isoliert, um mit Hilfe einer spezifischen Lassa-Virus RT-PCR virale RNA nachzuweisen.
Interessanterweise konnte die virale RNA ausschlie3lich im Liquor, nicht aber im Serum
detektiert werden. Diese Ergebnisse wurden durch eine Viruskultivierung aus dem Liquor
bestétigt. Diese Kultur mufdte Uber 7 Tage (2. Passage) fur eine in der indirekten
Immunfluoreszenz nachzuweisenden Infektion kultiviert werden. In den mikroskopischen
Aufnahmen sind Lassa-Virus infizierte Zellen zu erkennen, die ein charakteristisches,
punktchenférmiges Fluoreszenzbild aufweisen (Abbildung 8B). Obwohl nach der 7-tagigen
Inkubationszeit in der Immunfluoreszenz einige infizierte Zellen zu erkennen waren, lag der
Virustiter im Zellkulturiiberstand unterhalb der Nachweisgrenze des Immunfocus-Assays von
rund 10 IFU / ml. Erst nach einer weiteren Kultivierung von 6 Tagen konnte ein Virustiter von
2,5 x 10° IFU / ml nachgewiesen werden. Dieses in dritter Passage befindliche Virusisolat (CSF

Isolat 7) war die Grundlage fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Infektionsexperimente.

5.2.2 Elektronenmikroskopischer Nachweis der Lassa-Virus Replikation

Vom Lassa-Virus Stamm AV wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen in der spaten
Infektionsphase gemacht. Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden freundlicherweise
von Christel Schmetz, Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin, durchgefihrt.

In Abbildung 9A und B sind Viruspartikel zu erkennen, die an der Zytoplasmamembran der
Vero-Zellen budden (mit einem Pfeil markiert). Auf der Oberflache der Viruspartikel lassen sich
Spike-Strukturen (Glykoprotein) erkennen (Abbildung 9C und D).



5. Resultate

Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Lassa-Virusstamm AV.

Lassa-Virusstamm AV infizierte Vero-Zellen in einer VergréRerung von rund 100.000x., 72h p.i.. Die
Infektion erfolgte mit einer MOI von 0,01.

Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Lassa-Virus infizierten Zellen.

Lassa-Virusstamm AV infizierte Vero-Zellen (72h p.i.) in einer VergréRerung von A. 40.000x und
B. 80.000x. Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 0,01.

Die Morphogenese der Lassa-Viruspartikel erfolgte direkt an der Zytoplasmamembran
(Abbildung 10B). Die Zytoplasmamembran scheint sich an der Stellen, an der das Virus buddet,
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zunehmend zu verdicken (Pfeile), bis sich ein Viruspartikel direkt aus der Membran abschndrt.
Intrazellular sind keine reifen Viruspartikel zu erkennen (Abbildung 10A). Vielmehr kdnnen an
einigen Stellen der infizierten Zelle grof3flachige, granulére Bereiche beobachtet werden, bei

denen es sich eventuell um aggregierte virale Proteine handelt.

5.3 Etablierung von Testverfahren zur Quantifizierung von
Lassa-Virus und LCMV

Um eine Quantifizierung der vier neuen Lassa- und LCM-Virusstamme vorzunehmen, wurde
initial der Virustiter mit Hilfe des Immunfocus-Assays bestimmt. Diese zumindest flr das Lassa-
Virus neue Methode ist jedoch besonders zeitintensiv. Aus diesem Grund wurden quantitative
RT-PCRs fir Lassa-Virus und LCMV etabliert, mit deren Hilfe eine schnelle Bestimmung der
viralen RNA-Konzentration méglich ist.

Auch fur alle weiteren Fragestellungen dieser Arbeit, z.B. in welchem Malie Cytokine die
Replikation von Lassa-Virus bzw. LCMV beeinflussen, ist eine Quantifizierung der
Virusreplikation notwendig. Eine geeignete Quantifizierungsmethode mul3 die Abnahme viraler
Partikel exakt messen kdnnen. Folgende Fragestellungen sollten daher untersucht werden:

1. Trifft dies fur den Immunfocus-Assay und die RT-PCR zu?

2. Lassen sich die Ergebnisse beider Methoden miteinander vergleichen?

3. Gibt es Unterschiede zwischen der Menge an infektiosen Partikeln bzw. der Menge an RNA-
Molekilen?

Die Funktionalitat der in dieser Arbeit eingesetzten Methoden, d.h. der quantitativen RT-PCR
mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SybrGreen im LightCycler und des Immunfocus-Assays
wird im folgenden gezeigt. Die Lassa- bzw. LCM-Virusstamme wurden anhand eines in-vitro
transkribierten S-RNA-Fragmentes guantifiziert. Aus den o) guantifizierten
Zellkulturiberstdnden wird zusatzlich mit Hilfe des Immunfocus-Assays die Infektiositat
bestimmt.

Eine spezifische real-time-Amplifikation von Lassa-Virus und LCMV S-RNA-Fragmenten war mit
Hilfe der RT-PCR unter Einsatz des SybrGreens moglich. SybrGreen interkaliert Sequenz-
unspezifisch in doppelstrangige DNA, so dall Neben- und Hauptprodukte gleichermal3en
detektiert werden. Der Einsatz spezifischer Sonden, mit denen ausschlie3lich Hauptprodukte
detektiert werden, war fur Arenaviren aufgrund der geringen Sequenzhomologien zwischen den
Virusstammen nicht méglich. Jeder Virusstamm wirde deshalb eine eigene Sonde bendtigen.

Mit SybrGreen ist hingegen unabhéngig des Virusstammes eine Detektion moglich.
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Auf Basis der SybrGreen Detektion, konnten in der LightCycler RT-PCR alle drei Lassa-
Virusstamme (AV, CSF und NL) amplifiziert und detektiert werden. Exemplarisch ist dies fur
virushaltige Zellkulturiberstande in Abbildung 11A gezeigt. Die RNA-Konzentrationen lagen
zwischen 10° und 10° RNA-Molekiilen pro PCR. Die daraus errechnete Molekilanzahl im
Zellkulturiiberstand ergab rund 2x10°® (AV), 6x10° (CSF) bzw. 5x10° (NL) RNA-
Molekile pro ml. In den Negativkontrollen der RNA-Praparation wurden mit beiden
Primerpaarkombinationen [36E2 / 80F2 (AV und NL), 36E2 / 80F2-CSF (CSF)] keine Produkte
amplifiziert.

Ebenfalls wurden in-vitro RNA Transkripte in log;, Verdinnungen von 2 x 10° bis 2 x 10*
Molekile pro ml detektiert. Mit diesen Standards wurde eine Eichgerade erstellt, anhand derer
eine Quantifizierung der Lassa-Virusstamme maoglich war (Abbildung 11A, separates Bild).

Die sich an die RT-PCR anschlieBende Schmelzkurvenanalyse zeigte flr jeden Virusstamm die
Bildung von PCR-Produkten unterschiedlicher Schmelztemperatur. Die Schmelztemperatur der
Lassa-Virus Stamme lag fur AV bei 85,4°C, fur CSF bei 85,0°C und fir NL bei 85,6°C. Das in-
vitro Transkript, welches auf der Basis des Stammes Josiah hergestllit worden war, hatte eine
Schmelztemperatur von 84,7°C (Abbildung 11B).
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5. Resultate
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Abbildung 11: Quantitative Lassa-Virus RT-PCR im LightCycler.

A. Real-time-Detektion mit Hilfe des LightCyclers der Lassa-Virusstamme AV, CSF und NL in der RT-
PCR. Die Detektion extrahierter Virus-RNA aus 1:10 verdinnten Zellkulturiiberstédnden erfolgte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen. Die Konzentration des in-vitro Transkripts ist in Kopien pro PCR-

Reaktion angegeben.

Im separaten Bild ist die Eichgerade des Lassa-Virus RNA-Standards (in-vitro Transkript) dargestellt.
B. Darstellung der Schmelzkurvenanalyse von Amplifikaten der Stémme AV, CSF, NL und dem Lassa-
Virus in-vitro Transkript in erster negativer Ableitung.
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Abbildung 12: Quantitative LCMV RT-PCR im LightCycler.

A. Real-time-Detektion mit Hilfe des LightCyclers der LCMV-Stamme Armstrong (Arm), CH-5692 (CH)
und WE in der LCMV RT-PCR. Die Detektion erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen. Bei der
extrahierten Virus-RNA handelte es sich 1:10 verdiinnte Zellkulturiibersténde. Die Konzentration des in-
vitro Transkripts ist in Kopien pro PCR-Reaktion angegeben.

Im separaten Bild ist die Eichgerade der LCMV-RNA in-vitro Transkripte dargestellt.

B. Darstellung der Schmelzkurvenanalyse von Amplifikaten der LCMV-Stdmme Arm, CH-5692, WE sowie
des LCMV in-vitro Transkriptes in erster negativer Ableitung.

Mit Hilfe der quantitativen LCMV RT-PCR war eine Detektion der drei Stamme Arm, CH-5692,
WE und dem LCMV-RNA in-vitro Transkript moglich. Dies ist exemplarisch in Abbildung 12A
dargestellt. Mit Hilfe des Transkriptes konnte eine Eichgerade berechnet werden (Abbildung
12A, separates Bild), anhand derer eine Quantifizierung der Amplifikate durchgefuihrt wurde.
Die in-vitro Transkripte wurden in Logi, Verdiinnung von 9 x 10% bis 9 x 10° Molekille pro
Reaktionsansatz eingesetzt. Somit hatten die LCMV-Stdmme eine Konzentration von 8,5 x 10°
(Arm), 9,5 x 10° (CH-5692) bzw. 3,7 x 10’ (WE) RNA-Molekillen pro ml Zellkulturiiberstand.
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Eine Nebenproduktbildung konnte nicht beobachtet werden. Die Schmelzkurvenanalyse zeigte,
dal3 alle Stamme und das in-vitro Transkript eine unterschiedliche Schmelztemperatur haben
(Abbildung 12B): Stamm Armstrong 87,3°C, CH-5692 86,2°C, WE 86,4°C und das in-vitro
Transkript 85,7°C. Somit war eine genaue Differenzierung zwischen Arm, CH oder WE und dem
in-vitro Transkript moglich.

Die Detektion der beschriebenen Lassa- und LCMV-Stdamme im Immunfocus-Assay ist

exemplarisch in Abbildung 13 dargestellt.

Lassa Yirus

LOCRAY

Abbildung 13: Immunfocus-Assay von Lassa-Virus bzw. LCMV.

Beispiel eines Immunfocus-Assays der Lassa-Virusstdmme AV, CSF und NL bzw. der LCMV-Stdmme
Arm, CH-5692 und WE. Die Detektion erfolgte mit Peroxidase und TMB-Substrat.

Der Immunfocus-Assay ermoglichte die Quantifizierung infektioser Partikel der drei in den
weiteren Versuchen eingesetzten Lassa-Virus bzw. LCMV-Stamme. Der Lassa-Virus Stamm NL
und LCMV-Stamm WE bildeten im Vergleich zu den anderen Virusstammen teilweise gréRere
und starker angefarbte Foci.

Zusammengefasst zeigen die vorgestellten Daten, dal3 die quantitative RT-PCR und der

Immunfocus-Assay als Analysemethoden fir alle Virusstamme geeignet sind.

5.3.1 Korrelation von RT-PCR und Immunfocus-Assay und
Bestimmung der RNA-Kopien pro infektidoser Einheit

Anhand des Lassa-Virusstamms AV wurde die Replikationskinetik bei unterschiedlicher MOI
bestimmt. Im Zellkulturiberstand wurde mit Hilfe der quantitativen RT-PCR die Konzentration

der S-RNA-Molekile und im Immunfocus-Assay die der infektiosen Partikel bestimmt. Vero-
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Zellen wurden mit einer MOI von 102, 10" und 10 infiziert und Proben nach 24, 48, 72, 96 h
p.i. entnommen (Abbildung 14). Die Replikationskinetik war bei allen MOI &hnlich, bei
niedrigerer MOI (10™) wurde das Maximum der Virusfreisetzung jedoch etwas spéter erreicht.
Die Hohe des Maximums war bei den unterschiedlichen Infektionsdosen mit rund 10® S-RNA-
Kopien pro ml und einer IFU von rund 10° pro ml nach einer Inkubationszeit von 72 h

vergleichbar.
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Abbildung 14: Replikationskinetik von Lassa-Virusstamm AV.

Darstellung des Virustiters und der S-RNA Konzentration nach 24, 48, 72 und 96 h p.i.. Vero-Zellen
wurden mit einer MOI von 10 (grun), 10° (rot) bzw. 10” (blau) infiziert.
Abkirzungen: | = Immunfocus-Assay, P = quantitative Lassa-Virus RT-PCR

Die Nachweisgrenze des Immunfocus-Assays (rund 10° IFU / ml) lag oberhalb der der RT-PCR.
24 h p.i. war ein quantitativer Virusnachweis mit Hilfe des Immunfocus-Assay nur bei h6chstem
Infektionstiter (MOI 10%) méglich. Eine quantitative IFU-Bestimmung war erst aus den
Uberstanden nach 48 h p.i. mdglich.

Die Daten beider Assays ermoglichten die Bestimmung der Anzahl von S-RNA Molekulen pro
infektioser Einheit. Die Konzentrationen aus der RT-PCR und des dazugehdrigen Immunfocus-
Assays (Abbildung 14) wurden dividiert; die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Mit
zunehmender Inkubationsdauer verédnderte sich das Verhéltnis von S-RNA Kopien zu IFU.
Wurden zu Beginn der Infektion (MOl 10, 24 h p.i.) rund 16 RNA-Kopien pro IFU detektiert, so
waren es nach 96 h 380 RNA-Kopien (Steigerung um ca. Faktor 24). Vergleichbare Ergebnisse
konnten bei der Infektion mit einer MOI von 10 beobachtet werden. Bei der Infektion mit einer

MOI von 10 war im zeitlichen Verlauf nur eine geringe Anderung des Verhaltnisses aus RNA
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und IFU zu erkennen. Der Maximalwert von rund 390 RNA-Kopien pro IFU nach 96 p.i. war

jedoch vergleichbar mit dem der anderen Infektionen.
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Abbildung 15: Anzahl von RNA-Molekulen pro Immunfocus forming Unit (IFU).

Es ist das Verhdltnis aus S-RNA-Molekilen pro IFU wahrend der Zeitpunkte 24, 48, 72 und 96 h p.i.
dargestellt. Die Infektion der Vero-Zellen erfolgte mit Lassa-Virus AV mit einer MOI von 10'2, 10° und
10“. Bei MOI 10° und 10E™* konnte nach 24 h p.i. mit Hilfe des Immunfocus-Assays noch keine
zuverlassige Quantifizierung durchgefuhrt werden.

Diese Daten zeigen, daf?l die RNA-Molekilzahl pro infektibser Einheit abhangig von der
Inkubationszeit variiert. Je langer die Infektion andauerte, desto mehr RNA-Molekile waren pro
IFU nachzuweisen. Es lagen zwischen 10 und 500 S-RNA-Molekile pro infektioser Einheit vor.
Die Ergebnisse von PCR und Immunfocus-Assay korrelieren nur zum Teil. Abh&ngig von der
Infektionsdauer kommt es zu einem relativen Anstieg der RNA-Konzentration. Trotzdem kann
die schneller durchfihrbare RT-PCR den Immunfocus-Assay fiir viele Fragestellungen

ersetzen.

5.3.2 Replikationskinetik der Lassa- und LCM-Virusstamme auf
HuH7- bzw. Vero-Zellen

Bei der Durchfuhrung von Infektionsexperimenten ist es notwendig, die Replikationskinetik der
Virusstamme zu kennen. Fir die Experimente wurde der Zeitpunkt gewahlt, bei dem eine
exponentielle Virusreplikation zu beobachten war. Die Viruskonzentrationen missen auf3erdem
eindeutig oberhalb der Nachweisgrenze der eingesetzten Quantifizierungsmethode liegen. Im

Folgenden wurden die Replikationskinetiken der Lassa- bzw. LCM-Virusstdmme auf HuH7- und
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Vero-Zellen untersucht. Die Probenentnahmen erfolgten vom 1. Tag bis zum 4. Tag (LCMV)
bzw. 5. Tag p.i. (Lassa-Virus) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Lassa-Virus- und LCMV-Replikationskinetik auf HUH7- und Vero-Zellen.

Mit Hilfe der RT-PCR wurden Virustiter in Zellkulturiiberstanden nach 1 bis 5 tagiger Inkubation p.i.
guantifiziert. Die Infektion der Zellen erfolgte mit einer MOI von 0,01.

Abkulrzungen: H = HuH7-Zellen; V = Vero-Zellen

A. Replikationskinetiken von den Lassa-Virus Isolaten AV 15-3 und NL 4, sowie von dem Primé&risolat
CSF 7.

B. Replikationskinetiken von LCMV Armstrong (Arm) und WE, sowie dem Primérisolat CH-5692 (CH).

Die Lassa-Virus lIsolate AV 15-3 und NL 4 hatten auf Vero-Zellen eine vergleichbare
Replikationskinetik (Abbildung 16A). Am 4. Inkubationstag (p.i.) war in den Kulturen die
exponentielle Replikationsphase beendet. Zuvor wurde der Virustiter alle 24 h ungeféahr
verzehnfacht (1 logio). Die Replikation von AV und NL auf HuH7-Zellen (gestrichelte Linien) war
im Vergleich zu den Vero-Zellen (durchgezogene Linien) zeitlich verlangsamt. Nach 5-tagiger

Inkubation wurde auf beiden Zelllinien der héchste Titer von rund 10° RNA-Molekiilen pro ml
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erreicht. In der Replikation verlangsamt war das Priméarisolat CSF 7. Auf Vero-Zellen wurde
allerdings 5 Tage p.i. ein mit den anderen Stammen vergleichbar hoher Titer erreicht.

Der Vergleich der LCMV-Replikationskinetiken zeigte, da? Stamm Armstrong am schnellsten
replizierte (Abbildung 16B). Bereits nach 48 h war auf beiden Zelllinien das Maximum von rund
5 x 108 RNA-Molekillen pro ml erreicht. Stamm WE erreichte das Maximum 24 h spéter, wobei
der Virustiter auf Vero-Zellen um ein zehnfaches hoher als auf HuH7-Zellen lag. Vergleichbar
zu Lassa-Virusstamm CSF zeigte auch das LCMV-Primarisolat CH-5692 eine verzogerte
Replikation. Die Detektion viraler RNA-Molekile war auf beiden Zelllinien erst nach 48 h
moglich. Der exponentielle Titeranstieg war nach 4 Tagen p.i. noch nicht beendet. Die
laboradaptierten Stamme Armstrong und WE zeigten also einen wesentlich schnelleren

Titeranstieg als das wenig passagierte Primdrisolat aus den Callitrichiden (LCMV CH-5692).

5.3.3 Effizienzbestimmung der RNA-Extraktion mit Diatomeenerde.

Aus finanziellen Grinden wurde die teure Qiagen-RNA Extraktionsmethode vor der
guantitativen RT-PCR durch die deutlich kostenglnstigere Extraktion mit Diatomeenerde
ersetzt. Um ihre Eignung nachzuweisen, wurde die Effizienz der Methode bestimmit.

Zu diesem Zweck wurden in-vitro-Transkripte der LCMV S-RNA mit der neuen Methode
prapariert und mit Hilfe der LCMV-RT-PCR quantifiziert. Der Verlust an RNA-Molekilen
wahrend der Préparation wurde anhand nicht praparierter RNA-Aliquots der gleichen
Verdinnung, die ebenfalls der RT-PCR unterzogen wurden, errechnet. In Abbildung 17 ist das
RT-PCR LightCycler-Diagramm und die berechneten Extraktionseffizienzen fur unterschiedliche
Konzentrationen dargestellt. Mit und ohne Praparation war die bestimmte Konzentration nahezu
identisch. Die Effizienz schwankte in den Verdinnungsschritten zwischen 59,6% und 70,1%,
durchschnittlich lag sie bei rund 65% (Abbildung 17, Tabelle). Auch bei geringerer RNA-
Konzentration (9x10° bzw. 9x10° RNA-Molekile pro Reaktion) wurden hohe
Praparationseffizienzen erreicht. Damit liegt diese Methode etwas unterhalb des kommerziell
erhéaltlichen QIAamp Viral RNA Kits (Qiagen) (Effizienz rund 95 bis 99%, persotnliche Mitteilung
Christian Drosten, Bernhard-Nocht-Institut).

Die Analyse zeigt, dal3 die etablierte Praparationsmethode hoch effizient ist und zur

Quantifizierung eingesetzt werden kann.
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Abbildung 17: Effizienzbestimmung der LCMV-RNA-Extraktion mit Diatomeenerde.

Die Konzentrationen der praparierten / nicht-préparierten RNA-Verdiinnungen sind an den Kurven notiert.
Die Konzentrationen sind in RNA-Molekille pro Reaktion angegeben. In dem separaten Bild ist die
Eichgerade aus den Verdinnungen der nicht-préparierten RNA-Molekile dargestellt. Anhand dieser
Eichgeraden wurde die Konzentrationsbestimmung der praparierten Proben vorgenommen. In der
Tabelle sind die Effizienzen der RNA-Extraktion notiert.

5.4 Untersuchungen zur physikalischen Stabilitdt und
Lagerung von Proben

Im Folgenden sind Untersuchungen beschrieben, die hinsichtlich der thermischen Stabilitat

bezlglich der Lagerung bzw. der Inaktivierung von Arenaviren durchgefihrt wurden.

541 Viruslagerung

Alle Lassa-Virus- und LCMV-Stocks wurden bei -70°C aliquotiert gelagert. Da fiur die
Versuchsablaufe mindestens ein Einfrier- und Auftauzyklus notwendig war, sollte eine dadurch
bedingte mdogliche Abnahme der viralen RNA bzw. des infektiosen Virustiters untersucht

werden. Hierfir wurden Aliquots von Lassa-Virus Stamm AV und NL mehrmals eingefroren und
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wieder aufgetaut. AnschlieRend erfolgte eine Quantifizierung der viralen S-RNA mit Hilfe der
RT-PCR (Abbildung 18) und eine Bestimmung der Infektiositaét mit Hilfe des Immunfocus-
Assays.

Im Vergleich zur Kontrollprobe konnte durch drei Einfrierzyklen keine Reduktion der RNA-
Konzentration festgestellt werden. Es waren ebenfalls keine Unterschiede zwischen den beiden

Lassa-Virusstammen AV bzw. NL zu erkennen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Untersuchung der Lassa-Virus RNA-Stabilitat durch Einfrier- und
Auftauzyklen.

Aliquots von Lassa-Virusstamm AV und NL wurden 0, 1, 2 bzw. 3 mal bei -70°C eingefroren und wieder
aufgetaut und die S-RNA Konzentration per RT-PCR quantifiziert.

Zuséatzlich zur RNA-Konzentration wurde die Veranderung der Infektiositat mit Hilfe des
Immunfocus-Assays untersucht. Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt. Der Titer
infektioser Viruspartikel wurde durch bis zu finf Einfrier-Auftau-Zyklen nicht beeinflu3t (Daten
nicht gezeigt).

Das 3 bzw. 5-malige Einfrieren und Auftauen von Lassa-Virus Stamm AV und NL bewirkte
keine Verringerung der RNA-Menge und ebenfalls keine Reduktion in der Infektiositat. Ein
Einfrieren von Proben im Verlauf von Experimenten beeinflu3t folglich nicht das Ergebnis der

Quantifizierung.
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5. Resultate

5.4.2 Thermische Inaktivierung

Im Folgenden ist die Untersuchung zur thermischen Inaktivierung von Lassa-Virus dargestellt.
Es sollte eine moglichst schonende Inaktivierung infektioser Viruspartikel etabliert werden,
wobei die RNA fiir weitere Analysen intakt bleiben sollte. Hierfiir wurden pro Ansatz 5 x 10° IFU
des Lassa-Virusstocks NL 4 fur 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 min. bei 60°C inkubiert. Die
Uberstande wurden anschlieRend auf Vero-Zellen (ber einen Zeitraum von 13 Tagen
passagiert. Die Zellkulturiiberstande jeder Passage wurden mit Hilfe der quantitativen RT-PCR
kontrolliert. In Abbildung 19 ist eine Foto der Agarose-Gelelektrophorese der Kontroll RT-PCR
von Tag 13 dargestellt. Ab einer Denaturierungszeit von 20 Minuten (Spur 3 bis 7) konnte in
den Kulturen keine S-RNA mehr nachgewiesen werden, d.h. eine produktive Infektion war nicht
mehr maglich.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 19: Lassa-Virus RT-PCR mit extrahierten Zellkulturibersténden.

Unterschiedlich lang inaktivierte Virusstocks wurden 13 Tage p.i. hach Passagierung auf Vero-Zellen
guantifiziert. Probenbelegung des Agarosegels:

Spur M=Marker, 100 bp Leiter;

denaturierte Proben: Spur 1=0 min., 2=10 min., 3=20 min., 4=30 min., 5=40 min., 6=50 min., 7=60 min.
Spur 8=Lassa Stamm NL RNA, Spur 9=RT-PCR Negativkontrolle,

Lassa in-vitro Transkript Spur 10=2x10°, 11=2x10°, 12=2x10" 13=2x10> RNA-Molekiile pro
Reaktionsansatz.

Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurden von Lassa-Virus Stamm NL rund 5 x 10* bzw.
1,5x10° IFU fir 60 Minuten bei 60°C inaktiviert. Mit den inaktivierten Partikeln wurde
anschlieBend versucht, eine Infektion von Vero-Zellen durchzufiihren. Dies entsprache vor der
Inaktivierung einer MOI von rund 0,1 bzw. 0,3. Hierflr wurden die inaktivierten Partikel direkt in
das Zellkulturmedium gegeben und Uber einen Zeitraum von 21 Tagen passagiert. Das
Inokulum wurde erst mit der ersten Zellkulturpassage (nach 4 Tagen) verworfen, so daf3
infektiose Partikel wahrend der gesamten Zeit Zellen hatten infizieren kénnen. Die Zellen
wurden nach jeder Passage mit Hilfe der indirekten Immunfluorezenz hinsichtlich einer Lassa-
Virusinfektion untersucht. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes konnte keine Lassa-
Virusinfektion beobachtet werden. Abschliel3end wurden die Kulturtiberstande (21 Tage p.i.) mit
Hilfe der quantitativen RT-PCR analysiert. In den Zellkulturiberstanden konnte keine Lassa-
Virus S-RNA nachgewiesen werden.
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Des weiteren wurde die Veranderung der RNA-Konzentration wahrend der Inaktivierung mit
Hilfe der LightCycler RT-PCR quantifiziert. Hierfir wurden Lassa-Virus Stamm NL Proben in

Logio Verdiinnungen thermisch inaktiviert und quantifiziert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Quantifizierung von Lassa-Virus-RNA nach thermischer Inaktivierung.

Lassa-Virus NL Proben wurden bei 60°C fur 60 min. inaktiviert und in Log;e-Verdinnungen im LightCycler
quantifiziert. Lassa-Virus-Standard mit einer Konzentration von 2x10" und 2x10® RNA-Molekiilen / PCR.
Bei den mit (i) gekennzeichneten Proben handelt es sich um inaktivierte Proben, bei den nicht zusétzlich
gekennzeichneten um nicht-inaktivierte Proben. Probe A: 2,0 x 10"; Probe A(i): 5,8 x 10’, Probe B:
1,2x 10°, Probe B(i): 6,2 x 10° Probe C: 3,3 x 10°, Probe C(i)}: 1,0 x 10® Angaben in RNA-
Molekile / PCR.

Es konnte gezeigt werden, dafl} eine Inaktivierung von 60°C fir 60 min. in keiner der
Verdinnungen eine Abnahme der RNA-Konzentration bewirkte. In den thermisch inaktivierten
Proben konnte sogar eine leichte Steigerung der RNA-Konzentration festgestellt werden, die
vermutlich auf das Inaktivieren von moglichen PCR-Hemmstoffen zuriickzufuhren ist. AuRerdem
ware eine starkere Denaturierung der RNP-Partikel denkbar, so daf3 eine héhere Konzentration
freier RNA-Molekule resultiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die Inaktivierungsbedingung von 60°C fiir 60
Minuten ausreichen, um Lassa-Viren thermisch zu denaturieren. Diese Bedingung wird auch in
der Literatur als ausreichende Denaturierungszeit fur Lassa-, Ebola- oder Marburg-Virus
angegeben (MITCHELL UND MCCORMICK, 1984). Durch die Inaktivierung war dartberhinaus
keine Reduktion der RNA-Konzentration zu beobachten, was die exakte Quantifizierung in einer
sich anschlieRenden RT-PCR erlaubt.
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55 EinflulR von Cytokinen

In den folgenden Versuchen sollte der Einflul3 der Cytokine IFN-a, IFN-g und TNF-a sowie
deren Kombinationen auf die Virusreplikation untersucht werden. Die Untersuchungen basierten
im wesentlichen auf die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Lassa-Virusstamme AV, NL und
CSF sowie dem LCMV-Stamm CH-5692. Darlberhinaus wurden die beiden existierenden
Laborstamme LCMV Armstrong und WE verwendet. Die Bestimmung des Virustiters erfolgte mit
Hilfe der quantitativen RT-PCR und fur ausgewdahlte Experimente mit Hilfe des Immunfocus-
Assays. Die initialen Experimente zur Etablierung der Versuchssysteme wurden mit dem
bekannterweise durch Cytokine beeinfluBbaren Virus der Vesikuldaren Stomatitis (VSV)
durchgefihrt (NOVELLA et al., 1996). Die Bestimmung des VSV-Titers erfolge mit Hilfe des

Plague-Assays.

551 Der Einflu3 von Cytokinen auf die Vitalitdt von HuH7- und Vero-
Zellen

Weil Cytokine das Zellwachstum hemmen kénnen, sollte initial untersucht werden, ob die
verwendeten Cytokinkonzentrationen hemmend auf das Wachstum von HuH7- bzw. Vero-
Zellen wirken. Die Untersuchung der zellularen Lebensfahigkeit wurde mit Hilfe des MTT-Tests
durchgefuhrt.

Die eingesetzten Cytokine bzw. deren Kombination hatten keinen Einflu® auf die Vitalitat der
HuH7-Zellen (Abbildung 21). Auch in der mikroskopischen Betrachtung konnten Kkeine
Unterschiede zwischen Zellen mit und ohne Cytokinen im Medium festgestellt werden.

Das schnellere Zellwachstum und die damit verbundene hohere Zelldichte bewirkte bei
Kontrollkulturen von Vero-Zellen einen rund 2,8 fach héheren MTT-Wert als bei HuH7-Zellen
(Abbildung 21). Die hohere Vero-Zellzahl ermdglichte eine stérkere Synthese an photometrisch
gemessenem Formazan. TNF-a hatte als einziges Cytokin keinen nennenswerten Einflul3 auf
das Wachstum von Vero-Zellen. IFN-a und IFN-g reduzierten die Zellzahl um rund 25%, die
additive Gabe von TNF-a bewirkte keine wesentliche zusatzliche Reduktion. Erst die
Kombination beider Interferone bzw. die Dreierkombination aller Cytokine bewirkte eine
Reduktion der Extinktion um rund 50%. Keine Unterschiede wurden jedoch in der Anzahl toter

Zellen festgestellt.
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Abbildung 21: Vitalitatsbestimmung von HuH7- und Vero-Zellen nach Cytokininkubation.

Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 1000 U/ ml mit IFN-a, IFN-g und TNF-a und deren
Kombinationen fir 72 h inkubiert. Ein Mediumwechsel mit neuen Cytokinen erfolgte nach 48 h. Die
Vitalitdtsbestimmung mit Hilfe des MTT-Tests wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

5.5.2 Einflu? von Cytokinen auf das Vesikulare Stomatitis Virus

Um die Funktionalitat des Assays zu zeigen, wurde untersucht, ob die VSV-Replikation in
HuH7- (humane Zelllinie) bzw. Vero-Zellen (Affen Zelllinie) durch IFN-a, IFN-g und TNF-a
humanen Ursprungs beeinfluBbar ist. Fir diese Fragestellung wurden HUH7- bzw. Vero-Zellen
jeweils mit einer Cytokinkonzentration von 0, 10, 100 bzw. 1000 Units pro ml fir 24 Stunden zur
Aktivierung zellularer Reaktionswege prainkubiert. Die VSV-Infektion erfolgte mit einer MOI von
0,01. Der im Kulturiberstand befindliche VSV-Titer wurde per Plaque-Assay bestimmt
(Abbildung 22).

Auf die in Kultur gehaltenen adharenten HuH7- und Vero-Zellen hatte VSV eine ausgepragt
cytopathogene Wirkung. Somit war eine erfolgreich verlaufende Infektion anhand des
cytopathischen Effekts (CPE) zu erkennen. In der Kontrolle (O Units/ ml) war 24 Stunden p.i.
ein CPE zu erkennen. Eine IFN-a Konzentration von 1000 U / ml verhinderte vollstandig, IFN-g
grofRtenteils die Bildung eines CPE. Im Gegensatz dazu konnte in beiden Zelllinien keine der

drei eingesetzten TNF-a Konzentrationen den CPE verhindern.
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5. Resultate
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Abbildung 22: Einflul3 von IFN-a, IFN-gund TNF-a auf die VSV-Replikation.

Auf HuH7- und Vero-Zellen wurden IFN-a, IFN-gund TNF-a mit einer Konzentration von 0, 10, 100 bzw.
1000 Units / ml fur 24 h prainkubiert. Die VSV-Titerbestimmung erfolgte aus Kulturiberstanden 24 h p.i.
Die grafisch aufgetragenen MefRwerte sind PFU-Werte in logarithmischer Skalierung. Jede Bestimmung
wurde im Doppelansatz durchgefihrt.

In HuH7-Zellen hatte IFN-a einen wesentlich hoheren antiviralen Effekt auf VSV als IFN-g
(Abbildung 22). Bei 10 Units / ml IFN-a zeigte sich bereits eine Titerreduktion im Vergleich zur
Kontrolle um rund 1 log;o. Die Konzentrationssteigerung von IFN-a auf 100 bzw. 1000 U / ml

reduzierte den Virustiter um rund 4,5 bzw. 5 loge. Bereits mit einer IFN-a Konzentration von
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100 U/ ml schien die maximale Hemmdosis erreicht worden zu sein, eine zusatzliche
Verzehnfachung bewirkte nur eine unwesentlich héhere Reduktion. Der antivirale Einflu3 von
IFN-g auf HuH7-Zellen war hingegen niedriger. Der Einsatz von 10 bzw. 100U pro ml
ermoglichte eine Reduktion der Infektiositat um rund 30%. Erst eine Konzentration von
1000 U/ ml  bewirkte eine Reduktion des Virustiter um rund 1log,. Ein
konzentrationsabhéngiger, antiviraler Einflu3 von TNF-a auf den Virustiter konnte nicht gezeigt
werden.

Die oben dargestellten Versuche mit HuH7-Zellen wurden ebenfalls mit Vero-Zellen
durchgefihrt (Abbildung 22). In diesen Zellen konnte durch IFN-a und IFN-g bei einer
Konzentration von 10 U / ml keine Hemmung der VSV Replikation festgestellt werden. Erst eine
Konzentration von 100 U/ ml des entsprechenden Interferons bewirkte eine leichte Abnahme
des infektibsen Titers. Bei einer Konzentration von 1000 U/ ml konnte eine starke
Titerreduktion gezeigt werden. IFN-a hat dabei wie in HuH7-Zellen eine wesentlich grof3ere
antivirale Wirkung als IFN-g TNF-a hatte in keiner der eingesetzten Konzentrationen eine
eindeutig antivirale Wirkung auf VSV, die entsprechenden Virustiter waren mit denen der
Kontrolle vergleichbar.

Zusammenfassend wurde nachgewiesen, dafl im Zellkultursystem Interferone einen
konzentrationsabhangigen, negativen EinfluR auf den Titer von VSV haben. Der Einflu3 von
IFN-a war bei einer Konzentration von 1000 U / ml deutlich gro3er als von IFN-g Die durch
Interferone aktivierten antiviralen Reaktionswege sind folglich in HuH7- und Vero-Zellen intakt.

Im Gegensatz dazu hatte TNF-a nahezu keinen antiviralen Effekt auf die VSV-Infektion.

55.3 Kontrolle der TNF-a Reaktionswege in HuH7- und Vero-Zellen

TNF-a hatte im Gegensatz zu den Interferonen-a und -gin HuH7- bzw. Vero-Zellen nur einen
sehr geringen bzw. keinen Einflu3 auf den VSV-Titer. Aus diesem Grund wurde eine Kontrolle
der TNF-a-Pathways in HuH7- bzw. Vero-Zellen durchgefihrt. Diese wurden mit einem
Luciferase-expremierenden Vektor transient transfiziert, dessen Promotor (3 x NFkB Orte)
durch TNF-a aktiviert wird, was zur Bindung von aktiviertem NFkB an den Promotor fuihrt. Die
dadurch initiierte Luciferase-Expression kann mit Hilfe des Luciferase-Reporter-Gene Assays im
Luminometer als Lichtemission gemessen werden (CLONTECH, 1999). In Abbildung 23 ist der
zeitliche Verlauf der NFkB-vermittelten Luciferase-Expression in TNF-a behandelten versus

unbehandelten HuH7-Zellen gezeigt.
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Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der NFkB-Induktion von transfizierten HuH7-Zellen mit
TNF-a.

Die Lichtemissionsmessungen erfolgten zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6 und 8 Stunden nach Induktion mit
TNF-a (1000 U / ml).

Bereits 2 Stunden nach TNF-a Induktion konnte eine rund 7,5 fach hohere Luciferase-Aktivitat
als in nicht-induzierten Zellen gemessen werden. Nach 4 Stunden war schon eine 15 fach bzw.
nach 6 Stunden eine 22 fach hohere Aktivitdt zu detektieren. Weitere zwei Stunden Inkubation
erbrachten hingegen keine wesentliche Steigerung.

Aufgrund der eindeutigen Reaktionsdifferenz zwischen den induzierten und den nicht-

induzierten Zellen ist von der Funktionalitat der TNF-a Reaktionswege auszugehen.

Neben HuH7-Zellen sollten auch Vero-Zellen hinsichtlich ihrer TNF-a Reaktionswege

untersucht werden.

Tabelle 3: Lichteinheiten von aktivierten / nicht-aktivierten transfizierten Vero-Zellen.

duktionamy | TNF-a induziert | nicht-induziert | o . NSRS
2ug/5h 66877 43421 1,54
2ug/7h 229236 156743 1,46
05ug/4h 16665 11514 1,45
05ug/6h 37331 22602 1,65

Die Differenz in Vero-Zellen zwischen induzierten und nicht-induzierten Zellen lag unabhéngig
von der eingesetzten Plasmidmenge sehr viel niedriger als in HuH7-Zellen. Das Verhaltnis von

induzierten zu nicht-induzierten Zellen schien nach einer Inkubation von 4 Stunden nicht mehr
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wesentlich beeinflu3t worden zu sein. Der geringe Unterschied bestatigte sich jedoch in allen
Transfektionsexperimenten und weist auf die Funktionalitat der TNF-a Reaktionswege in Vero-
Zellen hin. Es ist unklar, warum bereits in nicht-induzierten Zellen eine hohe Luciferase-Aktivitat
gemessen werden konnte. Die Transfektion eines TNF-unabhangigen Kontrollvektors (mit
einem Thymidin-Kinase-Promotor vor dem Luciferase-Gen) erbrachte ebenfalls eine hohe
Genexpression, d.h. zellulare Faktoren verursachten aus unbekannten Grinden einen sehr
hohen Expressions-Hintergrund.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dal’ die TNF-a Reaktionswege in HuH7- und Vero-

Zellen intakt sind.

554 EinflulR von TNF-a, IFN-a und IFN-gauf den Titer von Lassa-
Virus- und LCMV-Stammen

Im Folgenden ist der EinfluR von TNF-a, IFN-a und IFN-g und deren Kombinationen auf die
Lassa-Virus- bzw. LCMV-Infektion von Vero- und HuH7-Zellen dargestellt. Hierfir wurden beide
Zelllinien unter dem Einflu3 der Cytokine (jeweils 1000 U / ml) mit Lassa-Virusstamm AV, CSF
bzw. NL oder mit LCMV-Stamm Armstrong, CH-5692 bzw. WE infiziert. Folgende
Fragestellungen sollten mit diesen Versuchen beantwortet werden:

1. Haben Cytokine einen antiviralen Einflu3 auf die Replikation von Lassa-Virus und LCMV?

2. Resultieren aus der Kombination von Cytokinen additive oder synergistische Effekte?

3. Gibt es zellspezifische Unterschiede?

4. Gibt es stammspezifische Effekte bzw. unterschiedliche Effekte zwischen den

hochpathogenen Lassa- und den minder pathogenen LCM-Viren?

Es wurden Kulturiberstande von HuH7- und Vero-Zellen per quantitativer RT-PCR und fur
ausgewahlte Experimente auch per Immunfocus-Assay bestimmt. Die Zellen wurden mit
entsprechenden Cytokinen prainkubiert, um antivirale Reaktionswege in der Zelle schon vor der
Infektionsphase zu aktivieren.

In Abbildung 24 ist ein Beispiel fur die LCMV LightCycler- und Immunfocus-Quantifizierung der

virushaltigen Zellkulturiiberstdnde dargestellt.
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Abbildung 24: Einflu3 von Cytokinen auf die Replikation von LCMV Armstrong in Vero-
Zellen.

A. Ein Beispiel fur ein LightCycler Diagramm ist dargestellt. Ein LCMV in-vitro RNA-Transkript dient als
Standardreihe, Angaben in RNA-Molekile pro Reaktion. Die Quantifizierung erfolgte aus
Zellkulturuberstadnden 48h p.i. von Verozellen, die mit IFN-a, IFN-gund TNF-a sowie deren Kombination
(2000 U / ml) inkubiert wurden.

B. Quantifizierung der Zellkulturiiberstdnde aus A mit Hilfe des Immunfocus-Assays. Verdinnungen von
10" und 1072 sind aufgetragen. Die Zahl in Klammern gibt den Mittwelwert der Plaqueanzahl in der
10" Verdiinnung an (Dreifachansatz). Die Focusmorphologie ist bei allen Experimenten nahezu
identisch.

LCMV Armstrong wurde fir 48 h unter dem Einflu3 von IFN-a, IFN-gund TNF-a kultiviert und
der RNA- Titer mit der quantitativen LCMV-RT-PCR bestimmt (Abbildung 24A). Eine eindeutige
Quantifizierung war ebenfalls mit Hilfe des Immunfocus-Assays moglich (Abbildung 24B). Die
angegebenen Mittelwerte aus einem Dreifachansatz zeigten eine deutliche Reduktion des
Virustiters durch IFN-g Keine Reduktion war durch den Einflu3 von TNF-a zu beobachten, nur

eine geringe durch IFN-a.
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In Abbildung 25 ist die Beeinflussung der Virustiter durch Cytokine 48 h nach Inokulation fur
verschiedene Viren und Zellen zusammenfassend dargestellt. Fir einen Vergleich der
Einzelexperimente wurde die RNA-Konzentration der Kontrollen gleich eins gesetzt und die
Anderungen der Virusreplikation in behandelten Zellen relativ zu den Kontrollen logarithmisch
dargestellt (Abbildung 25).

Der Lassa-Virusstamm AV wurde in HuH7-Zellen in Anwesenheit von IFN-a (1000 U / ml) um
rund 1,2 logio reduziert, wohingegen TNF-a keinen reduzierenden Einflul} zeigte. Auch die
Kombination beider Cytokine bewirkte keine weitere Titerreduktion. IFN-g wirkte im Gegensatz
zu IFN-a weniger antiviral. Dafur schien die kombinierte Inkubation aus IFN-g mit TNF-a einen
zusatzlichen antiviralen Effekt zu bewirken. Die Inkubation der beiden Interferone bzw. die
Inkubation aller drei Cytokine verursachte eine Virushemmung um rund 1,5 log,.

Die RNA-Konzentrationsreduktion von Lassa-Virus AV auf Vero-Zellen war vergleichbar mit der
der HuH7-Zellen, allerdings bewirkte IFN-a auf diesen Zellen eine geringere Reduktion. Auch
auf diesen Zellen verursachte die Kombination aus Interferon und TNF-a im Vergleich zu den
Interferon-Einzelhemmungen keine zusatzliche Hemmung.

Lassa-Virusstamm NL wurde in HuH7- bzw. Vero-Zellen durch TNF-a nicht in der Replikation
gehemmt. Die Inkubation mit IFN-a bewirkte im Vergleich zum Stamm AV eine geringere
Hemmung. Erst die co-Inkubation mit TNF-a flhrte zu einer Abnahme der viralen RNA um rund
1 logio. Dieser zusatzliche inhibitorische Effekt konnte nicht auf den Vero-Zellen beobachtet
werden. IFN-g wirkte in HuH7-Zellen auf NL nur unwesentlich antiviral, auch die zuséatzliche
Gabe von TNF-a verstarkte dies nicht. Auf Vero-Zellen war die Hemmung ca. doppelt so grof3.
Auf beiden Zelllinien resultierten aus der Kombination der Cytokine vergleichbare Hemmungen
wie mit der alleinigen Interferon-Gabe. Sie lagen bei HuH7-Zellen ungefahr in dem Bereich der
IFN-a Einzelhemmung, bei Vero-Zellen hingegen hoher als bei den Einzelhemmungen.
Gleiches konnte bei Stamm AV beobachtet werden. Die Kombination der Cytokine scheint also
einen geringen additiven antiviralen Effekt zu bewirken.

Auch bei Lassa-Virusstamm CSF bewirkte das zusatzlich zu den Interferonen verabreichte
TNF-a auf beiden Zelllinien keine weitere antivirale Aktivitat. Auf HuH7-Zellen war die
Reduktion durch IFN-a mit der durch IFN-g vergleichbar. Die Kombination beider Interferone lag
im Bereich der Einzelhemmungen. Auf Vero-Zellen hatte IFN-a nur einen unwesentlichen, IFN-g
einen mit dem Stamm NL vergleichbaren antiviralen Effekt. Die durch die co-Inkubation aller
Cytokine verursachte Hemmung lag ungefahr bei der des IFN-g Einzelwertes.

Der Vergleich der drei unterschiedlichen Lassa-Virusstamme zeigte, dal} der Stamm AV
speziell auf HuUH7-Zellen am sensitivsten gegentber Cytokinen ist und der Stamm CSF am
wenigsten sensitiv zu sein scheint. Auf Vero-Zellen konnte gleiches beobachtet werden, wobei

die Effekte generell etwas geringer ausfielen als auf HuH7-Zellen.
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5. Resultate
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Abbildung 25: EinfluR von Cytokinen auf die Replikation verschiedener Lassa-Virus und
LCMV-Stamme.

Die Infektionen wurden mit einer MOI von 0,01 durchgefiihrt, die Probenentnahme erfolgte 48 h p.i. (AV,
NL, Arm, WE) bzw. 72 h p.i. (CSF, CH-5692). Die RNA-Konzentration wurde per RT-PCR bestimmt und
ist relativ zur Kontrolle dargestellt.
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Die Untersuchung von LCMV CH-5692 zeigte, daf? TNF-a unabh&ngig der Zelllinie keinen
groRen antiviralen Einflul3 hatte. Die co-Inkubation von TNF-a mit den beiden Interferonen
bewirkte in keinem Fall eine zuséatzliche antivirale Aktivitdt. Auf HuH7-Zellen hatten IFN-a und
IFN-g einen nahezu identischen Hemmeffekt. Auch deren Kombination bewirkte keine
zusatzliche Reduktion. Auf Vero-Zellen hatte IFN-a im Vergleich zu IFN-g eine etwas geringere
antivirale Aktivitdt. Die Kombination lag mit 1,3 log;e Reduktion etwas unterhalb der
Einzelhemmung von IFN-g

Auf HuH7-Zellen wurde der LCMV-Stamm Armstrong durch IFN-a um 1 log;, gehemmt. IFN-g
bewirkte hingegen nur eine Hemmung um 0,5 log,o. Beide Interferone zusammen hatten eine
leicht héhere antivirale Aktivitdt als in Einzelwirkung. Die Dreierkombination aller Cytokine
bewirkte die groRte Reduktion. Auf Vero-Zellen hatte die co-Inkubation von TNF-a keine
zusatzliche Wirkung. IFN-a reduzierte die Virusreplikation nur sehr gering, IFN-g hingegen um
0,7 logyo. Die gemeinsame Inkubation beider Interferone bewirkte eine Hemmung um 1,2 logso,
was mit dem Effekt auf HuH7-Zellen vergleichbar war. Der antivirale Effekt der
Dreierkombination war auf LCMV Armstrong nicht wesentlich starker.

Der LCMV-Stamm WE war auf HuH7-Zellen durch 1000 U / ml IFN-a um rund 1 log;, reduziert.
Bei diesem Stamm konnte in mehrfach durchgefiihrten Experimenten durch IFN-g keine
Hemmung beobachten werden. Erst die zusatzliche Inkubation mit TNF-a bewirkte eine
Hemmung um 0,4 log,p. Die Kombination beider Interferone bewirkte die starkste in allen
Versuchen beobachtete Hemmung um rund 2 log,e. Auf Vero-Zellen hatten IFN-a und IFN-gin
Kombination einen &hnlichen, antiviralen Einflu wie auf HuH7-Zellen, d.h. auch auf Vero-Zellen
brachte die Kombination der Interferone eine zusétzliche antivirale Aktivitdt. Aufgrund der
geringeren Einzelhemmungen kann diese Aktivitat als additive Hemmung bezeichnet werden.
Die Dreierkombination der Cytokine bewirkte keine zusétzliche Hemmung.

Die Cytokine hatten auf die drei LCMV-Stamme ein unterschiedliches Wirkprofil. Wahrend der
Stamm WE in Kombination sehr stark gehemmt werden konnte, war dies bei dem Stamm
CH-5692 und Arm nicht zu beobachten. Auch die Lassa-Virusstamme wiesen Kkein
vergleichbares Muster auf. Der Stamm CH-5692 wurde wie kein weiterer Stamm von beiden

Cytokinen und durch deren Kombination gleichermal3en gehemmit.

Insgesamt kann gesagt werden, daf® unabhangig vom Virus oder Virusstamm die Cytokine zu
einer vergleichbaren Hemmung der Virusreplikation fiihren. Geringe Unterschiede waren
zwischen den beiden Zelllinien zu sehen. Im Vergleich zu VSV ist die Hemmung deutlich

geringer.
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Da es sich bei den in Abbildung 25 dargestellten Ergebnissen um RT-PCR Daten handelte,
sollte untersucht werden, ob die Ergebnisse aus RT-PCR und Immunfocus-Assay miteinander

korrelierten. Die normierten Titerverdnderungen beider Assays sind in Abbildung 26 graphisch

dargestellt.
1000%
ORT-PCR
W IF Assay
100% A
10% A
1% T T T T T T T
IFN-a - - + + - - + +
IFN-g - - - - + + + +
TNF-a | - + - + - + - +

Abbildung 26: Vergleich von RT-PCR und Immunfocus-Assay am Beispiel von LCMV
Armstrong auf Vero-Zellen.

Eine Probenentnahme aus Zellkulturiberstanden von LCMV Armstrong auf Vero-Zellen wurde 48h p.i.
vorgenommen. Die Analyse erfolgte mit quantitativer LCMV RT-PCR und Immunfocus-Assay. Es ist die
logarithmisch aufgetragene prozentuale Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle (=100%) dargestellt.
Mittelwerte aus drei unabhangigen Messwerten.

Es konnte gezeigt werden, dal auf Vero-Zellen mit LCMV-Stamm Armstrong keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden Nachweisverfahren bestanden. Die in der RT-
PCR gemessenen Reduktionen der RNA-Molekile entsprachen denen der infektibsen
Virustiterreduktionen im Immunfocus-Assay. Der Einfluld von Cytokinen in Vero-Zellen auf die
Virusreplikation konnte mit beiden quantitativen Systemen vergleichbar analysiert werden.
Gleiches gilt auch fur HuH7-Zellen und Lassa-Virus (Daten nicht gezeigt). Die in dieser Arbeit
Uberwiegend verwendete Methode der quantitativen RT-PCR konnte aus diesem Grund die

zeitaufwendigere Methode des Immunfocus-Assays ersetzen.
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555 Einflu3 von Cytokinen auf das Verhaltnis von RNA-Molekilen
zu infektioser Einheit

Als nachstes wurde untersucht, ob Cytokine eine Anderung des Verhaltnisses von RNA-
Molekilen zu infektioser Einheit beeinflussen. Hierfir wurde die Konzentration an RNA-
Molekilen und infektiosen Einheiten bestimmt (Abbildung 26) und ihr Verhaltnis errechnet
(Abbildung 27). Das Verhaltnis von RNA-Molekilen zu IFU war bei LCMV Armstrong deutlich
hoher als bei Lassa-Virus AV. Bei LCMV Armstrong wurden rund 30.000 S-RNA-Molekiile pro
infektioser Einheit detektiert, wohingegen bei Lassa-Virusstamm AV nur 4.000 (Vero-Zellen)
bzw. 120 (HuH7-Zellen) RNA-Molekile pro IFU gemessen wurden. Der antivirale Einflu der

Cytokine hatte keinen wesentlichen Einflu® auf das Verhaltnis der beiden Mel3grof3en.

OLCMV Vero
100000 BELV Vero
WLV HuH7

10000 -

1000 -

100 -

RNA Kopien pro IFU

Abbildung 27: Verhaltnis aus RNA-Molekilen zu IFU.

LCMV Armstrong und Lassa-Virus AV im Uberstand infizierter HuUH7- bzw. Vero-Zellen wurden mit Hilfe
der quantitativen RT-PCR und des Immunfocus-Assays bestimmt (siehe Abbildung 26). Anschlie3end
wurde das Verhaltnis von RNA zu IFU errechnet.

Anhand des gleichbleibenden Verhéaltnisses zwischen der RNA-Konzentration zu infektibsen
Partikeln konnte gezeigt werden, dal3 Interferone keinen Einflu3 auf die spezifische Infektiositat

von Lassa-Virus und LCMV haben.
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5.5.6 Bestimmung der intrazellularen Lassa-NP Molektle per
Western-Blot

Alle zuvor dargestellten Messungen erfolgten aus Zellkulturiberstanden, d.h. es erfolgte eine
Quantifizierung freigesetzter Partikel. Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob die
antivirale Aktivitat der Cytokine auch intrazellular nachweisbar ist. Die Detektion des viralen NP

erfolgte mit Hilfe eines Lassa-Virus Nukleoprotein-spezifischen Antikdrpers im Western-Blot.

IFN-w O 0 100 100 1000 1000 IFN-y 0 100 100 1000
{U/ml) _ - (U/ml) A ;q;]
o 4k
64—~ NP 22 - '
NP - B
51_"'-.. s - p—
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Abbildung 28: Lassa-NP-Detektion im Western-Blot.

HuH7-Zellen wurden mit 0, 100 bzw. 1000 U / ml IFN-a bzw. IFN-ginkubiert und 24 h spéter mit Lassa-
Virus AV infiziert (MOI 0,01). 48 h p.i. erfolgte die Detektion vom Zelllysat mit Lassa-Virus-spezifischen
AK gegen NP. Das Molekulargewicht (jeweils rechts notiert) ist in kDa angegeben. In nicht-infizierten
HuH7-Zellen konnten keine NP-spezifischen Banden (rund 61 kDa) detektiert werden.

Lassa-Virus Nukleoprotein hat ein Molekulargewicht von rund 61 kDa (Abbildung 28). In
unbehandelten Kontrollzellen waren deutliche Banden in der Western-Blot Analyse zu
erkennen, die unter dem Einflu? von IFN-a 100 U/ ml gering und bei 1000 U/ ml eindeutig
reduziert waren. In nicht infizierten Kontrollzellen wurde kein NP detektiert.

Auch unter dem Einflu@ von IFN-g wurde eine konzentrationsabhéngige Reduktion der NP-
spezifischen Bande beobachtet. Bereits bei einer Konzentration von 100 U/ml war die
intrazellulare NP-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne IFN-g reduziert. Eine
Steigerung auf 1000 U / ml bewirkte keine weitere Reduktion der NP-Konzentration. Die IFN-a
Hemmung laf3t sich also auch intrazellular nachweisen. Diese Beobachtung korreliert mit den

zuvor dargestellten RT-PCR bzw. Immunfocus-Assay Daten.

5.5.7 EinflulR von Cytokinen wahrend der initialen Infektionsphase

Nachdem gezeigt wurde, daR Cytokine einen EinfluR auf die Virusreplikation haben, sollte
untersucht werden, ob sie eventuell die frihe Infektionsphase beeinflussen. Hierzu wurden
Vero-Zellen 24 h mit entsprechenden Cytokinen ausschlie3lich préainkubiert. Die Infektion

erfolgte mit Lassa-Virus AV bzw. LCMV Armstrong. Nach der Adsorptionsphase wurden die
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5. Resultate

Zellen mit Overlaymedium (berschichtet, welchem keine Cytokine zugefiigt wurden. Die
Immundetektion infizierter Zellen erfolgte entsprechend dem Immunfocus-Assay Protokoll.

Ein Ausschnitt des Lassa-Virus und LCMV-Assays ist in Abbildung 29 dargestellt. Die
Vorbehandlung der Zellen fuhrte zu Unterschieden in der Anzahl und in der Morphologie der
Foci. Nach Cytokinbehandlung waren die Foci kleiner und in der Anzahl geringer. Das bedeutet,

daf3 die Prainkubation mit Cytokinen einen Einfluf3 auf die Virusreplikation hatte.

IFN-o.
IFN-y
TNF-o

+
L
+

Abbildung 29: Cytokin-Immunfocus-Assay mit Lassa-Virus AV und LCMV Armstrong auf
Vero-Zellen.

Vero-Zellen wurden 24 h mit Cytokinen préainkubiert (1000 U / ml), bevor sie mit Lassa-Virus AV und
LCMV Armstrong infiziert (MOI 0,01) wurden. AnschlielRend erfolgte die Detektion wie im Immunfocus-
Assay.

Die antivirale Wirkung durch die alleinige Vorinkubation der Cytokine fiel nicht so stark aus, wie
bei Versuchen, in denen die Cytokine wahrend der gesamten Infektionsphase wirken konnten.
Aus diesem Grund wurden die Daten in Abbildung 30 im Gegensatz zu anderen Darstellungen
dieser Arbeit nicht logarithmisch aufgetragen. Dennoch war der gleiche Trend in der antiviralen
Aktivitat zu erkennen (vgl. Abbildung 25). TNF-a zeigte keine antivirale Wirkung, die Wirkung
von IFN-a und IFN-gwar vergleichbar. Die starksten Reduktionen wurden bei der Inkubation mit
allen drei Cytokinen beobachtet. Dies bedeutet, daR das TNF-a eine geringe zusétzliche

Hemmung bewirkt hat, obwohl es alleine keinen Einfluf3 auf den Virustiter besal3.
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Abbildung 30: EinfluR von Cytokinen im Immunfocus-Assay auf Vero-Zellen.

Quantitative Darstellung der Daten aus Abbildung 29. Vero-Zellen wurden mit Cytokinen 24 h prainkubiert
(1000 U / ml) und anschlieend mit Lassa-Virus AV bzw. LCMV Armstrong infiziert. Die Mel3ergebnisse
beruhen auf Mittelwerten aus Dreifachansétzen.

Zusatzlich zu den Versuchen mit Vero-Zellen wurden aquivalente Versuche mit HuH7-Zellen
durchgefihrt. Ein Ausschnitt des entsprechenden Cytokin-Immunfocus-Assays ist in Abbildung
31, die quantitative Auswertung in Abbildung 32 wiedergegeben.

Die Experimente mit dem HuH7-Immunfocus-Assay bestéatigten die zuvor beschriebene
antivirale Aktivitat der Cytokine gegeniiber Lassa-Virus und LCMV in Vero-Zellen. Im Vergleich
zu Vero-Zellen konnte das Virus auf den HuH7-Zellen generell etwas starker gehemmt werden.
Im Gegensatz zu allen bisherigen Experimenten zeigte TNF-a alleine und in Kombination einen
deutlichen Effekt (Abbildung 32).
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5. Resultate

Abbildung 31: Cytokin-Immunfocus-Assay mit Lassa-Virus Stamm AV auf HuH7-Zellen.

HuH7-Zellen wurden mit Cytokinen 48 h prainkubiert (1000 U / ml) und anschlieBend mit Lassa-Virus AV
infiziert. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Immunfocus-Assays. Die Ziffer gibt die durchschnittliche
Focus-Anzahl aus einem Dreifachansatz an.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dafl3 Cytokine im Immunfocus-Assay ebenfalls eine
Reduktion von Lassa-Virus AV und LCMV Armstrong auf HuH7- und Vero-Zellen bewirken
konnten. Die Reduktionen waren in ihrem Wirkungsmuster vergleichbar mit den zuvor
dargestellten Cytokin-Versuchen (Abbildung 25). Nur die H6he der Hemmungen fiel im
Vergleich zu den Kultivierungsexperimenten geringer aus.

IFN-o.

IFN-y

+

TNF-o




=
N

|_|
|_|
)

Anzahl an Foci (relativ)
o o
> o

o
N
1

IFN-a - - + + - - + +
IFN-g - - - - + + + +
TNF-a - + - + - + - +

Abbildung 32: Einflu3 von Cytokinen im Immunfocus-Assay auf HuH7-Zellen.

HuH7-Zellen wurden mit entsprechenden Cytokinen 48 h prainkubiert (1000 U / ml), Infektion mit Lassa-
Virus AV. Mittelwerte aus Dreifachansatz.

5.7 EinfluR der PML- und Sp100-Uberexpression auf die
Replikation von Lassa-Virus und LCMV

Mit den vorhergehenden Versuchen wurde eine antivirale Aktivitdt der Cytokine auf die
Replikation von Lassa-Virus und LCMV gezeigt. Dieser Effekt wird vermutlich durch antiviral
wirkende Proteine vermittelt, die durch Cytokine induziert werden. Zu Interferon-induzierten,
potentiell antiviral wirkenden Proteinen gehdren das PML- und Spl00-Protein. Daher sollte
untersucht werden, ob PML oder Sp100-Protein an der antiviralen Aktivitat der Cytokine
gegenuber Arenaviren beteiligt sind. Die Beteiligung des PML- und Sp100-Proteins wurde mit
Hilfe wvon induzierbar Uberexpremierenden Zelllinien untersucht. Die in dieser Arbeit
verwendeten Zellen sind stabil transfiziert und kénnen induziert PML- und Spl00-Protein
Uberexpremieren. Vorexperimente hatten gezeigt, daf3 diese Zellen gut mit Lassa-Virus und
LCMV infizierbar sind. Die Etablierung dieser Zelllinien erfolgte durch STERNSDORF et al. (1995).
Das gesamte PML- bzw. Sp100-Gen wurde in einem Tet-off Vektor in die Zellen transfiziert
(CLONTECH, PT3001-1). Dies bedeutet, da? PML bzw. Sp100 in den Zellen Gberexpremiert
werden, wenn kein Tetracyclin im Zellkulturmedium vorhanden ist. Umgekehrt ist die

Transkription durch das Vorhandensein von Tetracyclin blockiert.
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Die Funktionalitat der Protein-Uberexpression von HtTA-PML™ - und HtTA-Sp100™ - Zellen
wurde mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz gezeigt. Zu diesem Zweck wurden HtTA-
PML™ - und HtTA-Sp100™ -Zellen mit Tetracyclin (d.h. PML- und Sp100-Protein wird nicht
uberexpremiert) und ohne Tetracyclin (d.h. Uberexpression der Proteine) inkubiert. In Abbildung
33 sind Fluoreszenzaufnahmen von HtTA-PML*" -Zellen nach PML-Uberexpression (PML") und
im normalen Zustand (PML") dargestellt. Die in HtTA-PML™ - Zellen erkennbaren
fluoreszierenden Pinktchen sind das endogen von der Zelle expremierte PML. Ein deutlicher
Unterschied bestand nach Uberexpression des Proteins (PML"). Die intranuklearen PML-Dots
waren grolRer und in hoherer Anzahl zu erkennen. Analog war die Situation nach

Uberexpression von Sp100.

Abbildung 33: Induzierte Uberexpression von HtTA-PML™* - und HtTA-Sp100*" - Zellen.

Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen von induzierten und nicht-induzierten HtTA-PML™ - und HtTA-
Sp100™ -Zellen. Detektion mit primdaren PML- und Spl100-spezifischen Antikrpern sowie FITC-

markierten sekundaren Antikérpern. Die Zellen wurden mit Tetracyclin (PML / Sp100 ) und ohne
Tetracyclin (PML"/ Sp100™) inkubiert.
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Die Daten zeigen, daf sich in den Zellen PML- sowie Sp100-Proteine mit Hilfe des Tet-off-
Systems induziert Uberexpremieren lassen. Die Uberexpression kann mit Hilfe der indirekten

Immunfluoreszenz verlaRlich kontrolliert werden.

5.7.1 Der EinfluR von PML- und Sp100-Uberexpression auf die Replikation
von VSV

Es wurde in der Literatur beschrieben, dall VSV suszeptibel gegenuber einer PML-
Uberexpression ist (BONILLA et al., 2002; CHELBI-ALIX et al., 1998). Daher wurde initial die
Wirkung von PML auf VSV in unserem Expressionssystem getestet. Der VSV-Titer wurde mit
Hilfe des Plague-Assays quantifiziert. Ein Ausschnitt dieses Assays ist in Abbildung 34
dargestellt.

Die PML-Uberexpression verursachte keine Reduktion des VSV-Titers (Abbildung 34A). In den
Kulturiberstanden der Zellen, in denen PML-Protein Uberexpremiert wurde, konnte ein
Virustiter von 3,1 x 10° PFU / ml gemessen werden. Dieser war mit dem in den Uberstanden
der Zellen ohne PML-Expression nahezu identisch (3 x 10° PFU/ ml) (Abbildung 34B). Im
Gegensatz zu den Literaturdaten bewirkte die PML-Uberexpression in unseren Zelllinien

allerdings keine Reduktion des VSV-Titers.
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Abbildung 34: EinfluR der PML-Uberexpression auf die VSV-Replikation.

A. Beispiel fur einen VSV Plague-Assay auf Vero-Zellen. Es sind Zellkulturiiberstande in Verdiinnung von

10* 10° und 10° von HtTA-PML"™ - Zellen ohne (PML’) und mit PML-Uberexpression (PML")
dargestellt. Der ermittelte Virustiter in der 10°- und 10'6-VerdUnnung ist in PFU pro ml angegeben.
B. Grafische Darstellung der Plaque-Assay Vermessung aus A., Mittelwerte aus Doppelbestimmung.
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Abbildung 35: EinfluRR der Sp100-Uberexpression auf die VSV-Replikation.

A. Ausschnitt aus einem VSV Plaque-Assays. Zellkulturiiberstande in der Verdiinnung 10® und 10*
von VSV-Kulturen, die in Sp100-iiberexpremierenden Zellen (Sp100") und Kontrolizellen

(Sp100’) replizierten. Die Ziffern (rechts) geben die Plaque-Anzahl pro Well an. Die Farbung
erfolgte mit Kristallviolett.

B. Graphische Darstellung der Titervermessung aus A. Der durchschnittliche VSV-Titer von einem
Dreifachansatz ist in PFU pro ml angegeben.

Entsprechend der zuvor dargestellten Versuche wurden Sp100-tberexpremierende Zellen mit
VSV infiziert und der resultierende Virustiter per Plague-Assay quantifiziert (Abbildung 35A).

Bei der Quantifizierung des VSV-Titers im Plaque-Assay konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Zellen mit induzierter Sp100-Expression (Sp100™) und Kontrollzellen

(Sp100 ) detektiert werden (Abbildung 35B). Die Sp100-Uberexpression hatte vergleichbar zu

PML keinen negativen Einfluf3 auf die Virusreplikation von VSV-Stamm Indiana.

5.7.2 EinfluR der PML-Uberexpression auf die Replikation von
Arenaviren

Der EinfluB der PML-Uberexpression sollte auch auf die LCMV-Replikation untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurden HtTA-PML™ - Zellen mit LCMV Armstrong mit einer MOI von 0,1;
0,01 bzw. 0,001 infiziert (Abbildung 36). Mit den unterschiedlichen MOIs wurde ein breites
Spektrum in der Replikationskinetik abgedeckt.
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Abbildung 36: EinfluR der PML-Uberexpression auf die Replikation von LCMV Armstrong.

Analyse der viralen S-RNA (LCMV Armstrong) im Zellkulturiberstand (48 hp.i.) von PML
Uberexpremierenden HtTA-Zellen (PML") und Kontrollzellen (PML"). Infektion der Zellen mit MOI 0,1;
0,01 bzw. 0,001.

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde die RNA-Konzentration in den Uberstanden der
Kulturen bestimmt. Sie lag bei Infektionen mit einer MOI von 0,001 deutlich unter der der
Infektionen mit MOI 0,1 und 0,01. Eine Hemmung der LCMV-Replikation war bei keiner der drei
Infektionsdosen zu erkennen.

AuRerdem wurden HtTA-PML™ - Zellen direkt im Immunfocus-Assay mit LCMV Armstrong
infiziert. Damit sollten mogliche Einflisse des PML-Proteins wahrend der initialen
Infektionsphase untersucht werden. Vor der Infektion wurde die Uberexpression des PMLs
induziert (PML"). Nicht induzierte Zellen (PML") dienten als Kontrolle. PML" - und PML" -Zellen
wurden jeweils mit einem Aliquot einer Virusverdinnung infiziert und die Zellen anschlie3end
mit Methylcellulose Uberschichtet. Infizierte Foci wurden 4 Tage spater immunologisch
nachgewiesen. In Abbildung 37 ist ein Ausschnitt des Immunfocus-Assays gezeigt und die

Ergebnisse graphisch gargestellt.
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Abbildung 37: LCMV Armstrong Immunfocus-Assay auf HtTA-PML™ -Zellen.

A. Immunfocus-Assay auf HtTA-PML"" -Zellen. Die Virusverdiinnungen sind links angegeben. PML™ =
Kontrollzellen (HtTA), PML" = PML-iiberexpremierende HtTA-Zellen.

B. Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Verdinnungsstufe 10%in A (Mittelwert von n = 3). Angabe
des Virustiters in IFU / ml.

Im Immunfocus-Assay ergaben sich keine Unterschiede in der Anzahl und in der Morphologie
der Foci zwischen PML-Uberexpremierenden und PML nicht-Uberexpremierenden HtTA-Zellen.
Die Uberexpression des PML hatte keinen antiviralen EinfluR auf die LCMV Armstrong
Infektion.

Eine mdogliche Interaktion von Arenaviren mit dem PML-Protein sollte auch mit Hilfe der
indirekten Doppelimmunfluoreszenz untersucht werden. Hierzu wurden HtTA-PML™ -Zellen auf
Objekttragern  kultiviert und mit Lassa-Virus AV infiziert. In  der indirekten
Doppellimmunfluoreszenz wurde einerseits PML mit FITC-markierten und andererseits Lassa-

Virus NP mit Rhodamin-markierten sekundaren Antikérper nachgewiesen (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Doppelimmunfluoreszenzaufnahmen von Lassa-Virus AV
infizierten HtTA-PML™ -Zellen.

In HtITA-PML"™"-Zellen wurde die PML-Uberexpression mit FITC markierten AK nachgewiesen. Die
Infektion der Zellen erfolgte mit Lassa-Virus AV, ein Nachweis von Lassa-Virus NP wurde mit Rhodamin
markierten AK durchgefuhrt.

Zellen, bei denen PML-Protein nicht Uberexpremiert wurde, zeigten eine geringe
Grundfluoreszenz. Hierbei handelte es sich um das endogen von der Zelle expremierte PML
(nicht gezeigt). Die Lassa-Virusinfektion von HtTA-Zellen ohne PML-Uberexpression
verursachte keine starkere Expression des natiirlichen zellularen PMLs. Nach Uberexpression
des Proteins aggregierte es in groRen dots im Zellkern (Abbildung 38). Nach Infektion mit
Lassa-Virus war das NP ausschliellich im Zytoplasma nachzuweisen. Eine eindeutige
raumliche Trennung zwischen Virus-NP und PML konnte beobachtet werden. Anzahl und
Morphologie der PML-dots wurden nicht verandert. Die Daten zeigen auf Einzelzellebene, dal3
die Uberexpression von PML eine Replikation von Lassa nicht verhindert.

5.7.3 EinfluR der Sp100-Uberexpression auf die Replikation von Arenaviren

Vergleichbar zu PML wurde der EinfluR der Sp100-Uberexpression auf die Replikation von
Lassa-Virus AV und NL sowie von LCMV Armstrong untersucht.

Sp100*" -Zellen (HtTA) wurden mit einer MOI von 0,1 infiziert und Zellkulturiiberstande in einer
Zeitreihe von 24 h bis 96 h p.i. entnommen. In Abbildung 39 ist die mit Hilfe der RT-PCR
ermittelte RNA-Kopienzahl pro ml Zellkulturiiberstand dargestellt. Bei Lassa-Virus AV und NL
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waren vergleichbare Steigerungen der S-RNA-Konzentration zwischen der 24. und 96. Stunde
p.i. um rund 3,1 Logso (Sp1007) bzw. 3,3 Log: (Sp100™) zu beobachten (Abbildung 39A,B).
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Abbildung 39: EinfluR der Sp100-Uberexpression auf Lassa-Virus AV und NL.

Quantifizierung der Lassa-Virus S-RNA aus Zellkulturiberstanden von SplOO"" -Zellen (HtTA).
Mittelwerte aus Dreifachansatz.

Auch die Replikationskinetiken von Lassa-Virus AV und NL waren uber den gesamten
Inkubationszeitraum in Zellen mit und ohne Sp100-Uberexpression nahezu identisch (Abbildung
39A,B). Die Sp100-Uberexpression hatte also keinen feststellbaren EinfluR auf den Titer von
Lassa-Virus AV und NL.
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Als n&chstes wurde untersucht, ob Sp100 eventuell einen Einflu? auf die LCMV-Replikation hat
und ob ein Effekt von der Infektionsdosis abhangt.

Replikationskinetiken von LCMV Armstrong in infizierten SplOO”‘ -Zellen (HtTA; MOI 0,1; 0,01
bzw. 0,001) sind in Abbildung 40 dargestellt. Es wurden jeweils Zeitpunkte O, 24, 48 und 72
Stunden p.i. analysiert. Deutlich erkennbar war bei allen MOIs die Detektion des viralen
Inokulums zum Zeitpunkt null, also direkt nach der Infektion. Oberhalb dieser Nullwerte liegende
RNA-Konzentrationen resultierten von der Virusreplikation.

Bei allen Infektionsdosen wurde das Maximum des Virustiters nach 48 Studen erreicht.
Unabhangig von der MOI waren zwischen Spl00-Uberexpremierenden HtTA-Zellen und
Kontrollzellen keine nennenswerten Unterschiede in der Replikationskinetik zu erkennen.
Zusammenfassend lassen die Daten mit den HtTA-PML™ - und HtTA-Sp100™ -Zellen den
SchluR zu, daR die Uberexpression beider Proteine in den verwendeten Zellen keinen

antiviralen Effekt gegen Lassa-Virus und LCMV haben.
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Abbildung 40: EinfluR der Sp100-Uberexpression auf die Replikation von LCMV.

LCMV Armstrong Infektion von Sp100+" -Zellen (HtTA) mit einer MOI von (A.) 0,1; (B.) 0,01 bzw. (C.)
0,001. RNA-Quantifizierung per RT-PCR der Zeitpunkte 0, 24, 48 und 72 h p.i., Zeitreihe aus
Einzelansatzen.



6. Diskussion

6.1 Isolierung und charakterisierung neuer LCMV- und Lassa-
Virusstamme

LCMV-CH Primarisolation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der erste Callitrichid-Hepatitis-Ausbruch aufRerhalb der USA
beschrieben. Der Tod von vier Callitrichiden in einem deutschen Zoo (Dortmund) wurde durch
eng verwandte LCMV-Stamme verursacht. Die Infektion war durch charakteristische
histopatologische Befunde gekennzeichnet. Zwei neue LCMV-Stamme wurden in der Zellkultur
isoliert und deren komplette S-RNA Sequenz bestimmt. Diese Stamme unterscheiden sich
eindeutig von allen bisher bekannten LCMV-Stdmmen, auch von dem einzigen bisher
bekannten CH-assoziierten Stamm. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von LCMV
als Krankheitserreger und zeigen, dal3 die CH von verschiedenen LCMV-Stdmmen verursacht
werden kann.

Obwohl - oder gerade weil - LCMV seit mehr als 60 Jahren bekannt ist, wird sein pathogenes
Potential oftmals unterschéatzt. Dies wird durch mehrere Veroffentlichungen gestiitzt, die zeigen,
dall im Uterus Ubertragene LCMV-Infektionen beim Menschen haufiger sind, als bisher
angenommen (BARTON et al., 1995; WRIGHT et al., 1997; BARTON und METS, 1999; ENDERS et
al., 1999; BARTON und HYNDMAN, 2000; METS et al., 2000). Vermutlich bleiben viele Infektionen
aufgrund fehlender virologischer Untersuchungen unerkannt.

Die CH der Affen ahnelt sehr dem Lassa-Fieber des Menschen (MONTALI et al., 1995). Auch
beim Menschen konnten in seltenen Fallen atypische LCMV-Infektionen beobachtet werden
(SMADEL et al., 1942). Aus diesem Grund sollten bei Patienten mit schwerer fieberhafter
Erkrankung oder mit einer Hepatitis, deren Ursprung nicht geklart ist, LCMV-Infektionen als
Diagnose in Betracht gezogen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrere Aspekte des CH-Ausbruchs beschrieben werden:

1. der zeitliche Verlauf des Ausbruchs, charakterisiert durch mehrere Ubertragungen innerhalb
von 10 Monaten;

2. das raumliche Vorkommen der Infektionen aufgrund des genau definierten Ortes der
Ubertragung;

3. die Isolierung der verursachenden LCMV-Stamme und

4. der Nachweis des LCMV-Stammes im naturlichen Wirt.

Nur wenige derartige Informationen sind Uber Ausbriche hemorrhagischer Fieber beim

Menschen, die vom Lassa-, Junin- oder Guanorito-Virus verursacht werden, bekannt. Die Daten
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aus dem CH-Ausbruch ermdglichen einige Rickschlisse auf die Infektionen beim Menschen.
Ein etwas Uberraschendes Ergebnis ist die grof3e Homologie zwischen den am Ausbruch
beteiligten LCMV-Stammen, inklusive dem aus der Maus. Dies verdeutlicht, daf3 eine regionale
Mauspopulation mit einem relativ stabilen Viruspool von nahezu identischen LCMV-Stdmmen
infiziert ist und nicht durch genetisch differente Stamme. Diese Situation |3t sich auf das
Lassa-Virus und seinem Wirt - Mastomys natalensis - Ubertragen. Innerhalb West-Afrikas ist
Lassa-Virus aul3erordentlich variabel. Die Isolation eines identischen Lassa-Virusstammes
(Sequenzvergleich von 500 bp) aus zwei Mastomys, die in der gleichen Gegend von Sierra
Leone gefangen wurden (BOWEN et al., 2000) la3t aber vermuten, dal3 ebenfalls bei Lassa-
Viren regional sehr &hnliche oder identische Stdmme zirkulieren. Ein weiterer Hinweis fur die
rdumliche und zeitliche genetische Stabilitat der Arenaviren kommt von phylogenetischen
Untersuchungen an Lassa- und Junin-Viren. Diese Viren zeigen ein geographisches, jedoch
keine zeitliches Muster in der Phylogenese (BOWEN et al., 2000; GARCIA et al., 2000), d.h.
verschiedene Virusstdmme sind geographisch verteilt und diese Verteilung andert sich im
zeitlichen Verlauf wenig. Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit dargestellten und
bereits vertffentlichten Daten, daf? stark homologe Arenavirus-Stamme an einem Ort zirkulieren
und dort Uber einen langen Zeitraum hinweg Ubertragen werden kénnen.

Es ist denkbar, da nur wenige LCMV-Stdmme eine CH verursachen konnen. Eindeutige
Unterschiede in der Pathogenitat konnten zwischen LCMV-Stammen in Meerschweinchen
(DUTKO und OLDSTONE, 1983) und in Cynomolgus-Affen (PETER et al., 1987) sowie zwischen
verschiedenen Lassa-Virusstammen in Meerschweinchen (JAHRLING et al., 1985) gezeigt
werden. Bisher sind allerding keine Marker bekannt, woran man Stdamme unterschiedlicher
Virulenz unterscheiden konnte. In einer phylogenetischen Studie mit Junin-Virus konnte
ebenfalls keine Gruppierung von Stammen, die mit hemorrhagischem Fieber assoziiert sind,
beobachtet werden. Auch charakteristische Austausche im GPC konnten nicht identifiziert
werden (GARCIA et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnten im Vergleich zu bekannten
LCMV-Stammen nur wenige CH-spezifische Aminoséureaustausche identifiziert werden. Auch
besitzen die CH-assoziierten Stdmme keinen spezifischen phylogenetischen Ursprung
innerhalb des LCMV-Taxons. Andererseits muf3 bedacht werden, daf3 nur ein Teil des Genoms
untersucht wurde, und dal3 die Virulenz der bisher bekannten LCMV-Stamme in Callitrichiden
unbekannt ist. Dennoch weisen die Daten darauf hin, dal3 die Virulenz eines Stammes durch
eine Vielzahl an Mutationen verursacht wird, unabhangig von seinem phylogenetischen
Hintergrund.

LCMV-Isolate haben gewohnlicherweise Leucin an Position 260 des GPC; die zwei CH-
assoziierten Stamme und der Stamm aus der gefangenen Maus weisen an dieser Position
hingegen ein Isoleucin auf. Die biologische Aquivalenz von Leucin und Isoleucin konnte in

einem Mausmodell gezeigt werden (SEVILLA et al., 2000). Im Gegensatz zu Gehirn-adaptierten
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Stammen mit Phenylalanin an der Position 260, weisen Isolate mit Leucin oder Isoleucin eine
hohe Rezeptorbindungs-Affinitdt auf, haben einen Tropismus fir dendritische Zellen und
verursachen eine Immunsuppression des Wirtes, so dal3 eine persistierende Infektion des
Wirtes maoglich ist (SEVILLA et al., 2000). Der Leucin zu Isoleucin Austausch hatte offensichtlich
keinen Einflul? auf die persistierend infizierte Maus, moglichweise hat der Austausch aber einen
Effekt nach einer Ubertragung des Virus auf eine andere Spezies.

Zusammen mit den beiden in dieser Arbeit beschriebenen CH-assoziierten Stammen sind jetzt
vier vollstandige S-RNA Sequenzen von LCMV bekannt. Diese erméglichen Ruckschlisse auf
die genetische Diversitat in codierenden und nichtcodierenden Bereichen der LCMV S-RNA.
AulRerdem ist ein Vergleich mit Lassa-Virus moglich. Wie fir das Lassa-Virus gezeigt wurde
(BOWEN et al., 2000; GUNTHER et al., 2000), liegt die stem-loop Struktur auch bei der LCMV-
RNA innerhalb der intergenic region komplett konserviert vor. Dies weist darauf hin, daf} diese
Strukturen wichtige virusspezifische Funktionen besitzen. Unterschiede in diesen
Sequenzabschnitten kdénnten daher neben phylogenetischen Distanzmessungen als Kriterium
gelten, um Virus-Spezies innerhalb des Genus Arenavirus zu diskriminieren. Wie auch bei den
Lassa-Viren (BOWEN et al.,, 2000; GUNTHER et al., 2000) liegen die am starksten variablen
Sequenzbereiche innerhalb der 5' und 3' nicht-codierenden Regionen. Die Diversitat im GPC ist
bei LCMV etwas geringer als beim Lassa-Virus (Nukleotidsequenz: 16,1 versus 21,0%;
Aminosaure Sequenz: 6,4 versus 6,6%), wahrend LCMV im NP eine eindeutig geringere
Diversitat als Lassa-Virus besitzt (Nukleotidsequenz: 15,1 versus 23,3; Aminosaure Sequenz:
4,3 versus 10,2%) [Ref. fur Lassa-Virus Daten (BOWEN et al., 2000)]. Zusammenfassend wird
deutlich, dal® die Lokalisation von variablen und konservierten Bereichen in der S-RNA bei
Lassa-Virus und LCMV identisch ist, obwohl die Variabilitéat innerhalb der Lassa-Virusstamme
hoher ist. Im Gegensatz zum Lassa-Virus, welches sich evolutiondr von Ost nach West
ausgebreitet hat (BOWEN et al., 2000), gibt es in den phylogenetischen Analysen bei LCMV kein
eindeutiges geographisches Muster innerhalb des LCMV-Taxons. Die urspriinglichen LCMV-
Stamme scheinen eng verwandt gewesen zu sein, so dafl Verwandtschaften innerhalb des
LCMV-Taxons durch das Phylogenese-Programm nicht eindeutig aufgelést werden konnten. Mit

zusatzlichen Sequenzinformationen ware dies eventuell moglich.

Lassa-Virus Primarisolation

In dem Zeitraum, in dem diese Arbeit angefertigt wurde, konnten am Bernhard-Nocht-Institut fr
Tropenmedizin drei Lassa-Virus-Infektionen diagnostiziert werden (Fall AV Januar 2000
(GUNTHER et al., 2000), Fall CSF Marz 2000 (GUNTHER et al.,, 2001) und Fall NL Juli 2000
(ScHwmiTz et al.,, 2001). Anhand entsprechender Patientenproben wurden Virusisolationen
durchgefuhrt, die als Ausgangmaterial fur die weiteren Versuche dienten. Das besondere an

diesen Isolaten ist ihre geringe Zahl von Zellkulturpassagen (Isolate direkt aus
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Prim&rmaterialien) sowie die dazugehorigen, detaillierten Informationen tber das Krankheitsbild
beim Menschen. Erstmals gelang die Isolation eines Lassa-Virusstammes eindeutig aus Liquor.
Wahrend der Abnahme von Liquor bei Lassa-Fieber Patienten besteht tblicherweise die Gefahr
der Kontamination mit Blut und somit eine Virustibertragung vom Blut in den Liquor. In diesem
bisher einmaligen Fall konnte das Lassa-Virus ausschlief3lich im Liquor, nicht aber im Serum
nachgewiesen werden. Somit handelt es sich bei dem Lassa-Virusstamm CSF um ein eindeutig
Hirn-adaptiertes Isolat. Phylogenetische Charakterisierungen zeigen eine enge Verwandtschaft
mit einem beschriebenen Isolat aus Jos / Nigeria, was mit dem Ursprung des CSF-Isolates
Ubereinstimmt (GUNTHER et al., 2001).

Bei der Primarisolation der drei Lassa-Virusstamme konnte ein unterschiedliches
Replikationsverhalten beobachtet werden. Bei dem mit einer Hamorrhagie assoziierten Stamm
AV wurde innerhalb von vier Tagen ein hoher Virustiter erreicht. Im Gegensatz dazu replizierte
der Stamm CSF aus dem Liquor nur sehr langsam. Erst nach einer dreimal langeren Zellkultur-
Passagierung wurden vergleichbare Virustiter erreicht. Eventuell war der Stamm an ZNS-Zellen
adaptiert und vermehrte sich aus diesem Grund nicht gut in Vero-Zellen (Nierenzellen). Auch
war der Titer im Liquor geringer, als im Serum von Patient AV und NL (GUNTHER et al., 2001;
SCHMITZ et al., 2001).

Auch bei weiterer Passage replizierte der Virusstamm CSF langsamer als die anderen Stamme.
Dies fuhrte auch dazu, daRR dieser Stamm im Immunfocus-Assay kleinere und schwécher
angefarbte Foci bildete. Eine schwachere Farbung weist auf eine verhaltnismaRig niedrige NP-
Konzentration hin. Allerdings konnten in der indirekten Immunfluoreszenz mit dem gleichen
Antikorper keine Intensitatsunterschiede zwischen den Stammen festgestellt werden.

Das Isolat vom Patienten NL wies im Serum, welches kurz vor dem Tod enthommen wurde,
einen Titer von rund 10° RNA-Molekiilen pro ml auf (SCHMITZ et al., 2001). Die Primérinfektion
aller Zellen mit diesem Serum dauerte im Vergleich zum Stamm AV doppelt so lange, bevor ein
vergleichbarer Virustiter erreicht wurde. Die initiale Kultivierung des Stammes NL auf Vero-
Zellen verursachte schlief3lich einen cytopathischen Effekt, der bei keinem der anderen Lassa-
Virusstamme beobachtet werden konnte. Die CPE auslosende Eigenschaft des NL Stammes
war bereits in der 2. Passage nicht mehr zu beobachten, was fir eine schnelle Adaptation des
Virus an die Zelllinie spricht. Ein nur Uber wenige Zellkulturpassagen anhaltender
cytopathischer Effekt wurde bereits in der Erstbeschreibung des Lassa-Virus veroffentlicht
(FRAME et al, 1970) und diente zur Quantifizierung und Charakterisierung des noch
unbekannten Virus.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen vom Lassa-Virusstamm AV zeigten die Virusfreisetzung
durch Abschnirungen (Budding) von der Zellmembran in den extrazellularen Raum. Diese
Freisetzung erreichte kein zellschadigendes Ausmaf3, da es sich bei Lassa-Virus AV, wie

erwahnt, um einen nicht-cytopatischen Stamm handelt. Intrazellular waren keine Viruspartikel
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zu erkennen (SCHMETz, personliche Mitteilung). Auffallig waren amorphe, elektronendichte
Bereiche, bei denen es sich vermutlich um Synthese- bzw. Akkumulationsorte des
Nukleoproteins handelte. Vermutlich binden NP-spezifische Antikdrper in der indirekten
Immunfluoreszenz an diese Bereiche und flihren zu dem Lassa-Virus- bzw. LCMV-spezifischen

punktchenférmigen Fluoreszenzmuster.

Quantifizierungsverfahren / Viruskinetiken

Weil wie bei den Lassa-Virusstammen und auch bei LCMV kein CPE beobachtet werden
konnte - nur der Stamm WE verursachte einen geringen CPE im Plaque-Assay - mufdte eine
Quantifizierungsmethode etabliert werden, die den infektiosen Titer nicht-cytopathogener Viren
bestimmen kann. Mit Hilfe eines fir LCMV beschriebenen Immunfocus-Assays (BATTEGAY et
al.,, 1991; BATTEGAY 1993) konnte nach Modifikation eine Titerbestimmung auch fir alle drei
Lassa-Virusstamme vorgenommen werden. Dabei war es wichtig, daf? die Durchfiihrung auch
unter den erschwerten Bedingungen eines Labors der Sicherheitsstufe 4 méglich war. Im
Immunfocus-Assay waren Unterschiede zwischen den gut replizierenden Stammen (AV, NL,
Arm und WE) und den langsamer replizierenden Stammen (CSF und CH-5692) sichtbar. Eine
schnellere Virusreplikation ermdglichte im Assay eine schnelle Zell-zu-Zell Infektion und somit
eine weite Foci-Ausbreitung. Die Foci der gut replizierenden Stamme sind dartberhinaus
starker angefarbt, da durch einen groReren Anteil an viralem NP mehr Antikorper binden
kénnen und dadurch eine gesteigerte enzymatische Detektion moglich ist. Neben der
Quantifizierungsmaoglichkeit nicht-cytopathogener Viren hat der Immunfocus-Assay aufgrund
der Verwendung virusspezifischer Antikdrper eine viel hbhere Spezifitat bei der Detektion, als
der Plague-Assay (BATTEGAY et al., 1991; BATTEGAY 1993). Gerade im Hinblick auf
diagnostische Titerbestimmungen in Primérmaterialien ist die Spezifitit des Assays sehr
wichtig.

Die quantitative Grenze zum Nachweis infektioser Partikel im 24-Well Plattenformat des
Immunfocus-Assays liegt bei rund 20 bis 50 IFU pro ml (2 bis 5 Foci/Well). Aufgrund der
statistischen Verteilung kann der genaue Virustiter in diesem Bereich mit einer geringen Zahl
von Foci nicht zuverlassig quantifiziert werden. Zwischen 20 und 300 Foci sollten pro Well zu
erkennen sein. Als quantitative Nachweisgrenze des IFA im 24-Well Plattenformat sollten in der
1:10 Verdinnung als niedrigste Verdunnungsstufe mindestens 20 Foci zahlbar sein. Dies
entspricht einem Titer von 2 x 10° IFU pro ml. Mit weniger Foci wiirde unserer Erfahrung nach
ein zu niedriger Virustiter ermittelt. Sind mehr als 300 Foci pro Well zu erkennen, so ist deren

zuverlassiges Auszéahlen nicht mehr moglich.

Ein groRer Nachteil des Immunfocus- aber auch des Plaque-Assays ist die erhebliche Dauer

des Versuches. Erst nach rund 5 Tagen kann eine Auswertung stattfinden. Dabei kdnnen pro
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Person und Woche unter Beachtung der Arbeitssituation eines Hochsicherheitslabores
maximal 72 Proben quantifiziert werden. Aus diesem Grund wurde hier eine schnellere
Quantifizierungsmethode, die LCMV und Lassa-Virus LightCycler RT-PCR, etabliert. Mit Hilfe
der RT-PCR ist der Probendurchsatz rund dreimal hoher und eine Ergebnisauswertung ist
innerhalb weniger Stunden mdglich. Die Ublicherweise in der real-time-Detektion eingesetzten
fluoreszenzmarkierten Sonden sind fiir spezifische Lassa-Virus- bzw. LCMV-PCRs aufgrund
hoher Variabilitat ungeeignet. Deshalb wurde mit Lassa-Virus- (DEMBY et al., 1994) und LCMV-
spezifischen Primern (ASPER et al., 2001) eine one-step RT-PCR auf Basis von SybrGreen
etabliert. Real-time RT-PCRs sind schneller als normale RT-PCRs, da keine separate Detektion
mit der Agarosegelelektrophorese notwendig ist (DROSTEN et al., 2002). Dartberhinaus kann in
der real-time-Detektion eine Virusstamm-spezifische Diskriminierung und eine Quantifizierung
des Ausgangsmaterials erfolgen. Es konnte gezeigt werden, dal die LCMV- und Lassa-
Virusstamme in der Schmelzkurvenanalyse im LightCycler einen stammspezifischen und
Uberwiegend gut zu differenzierenden Schmelzpunkt besitzen. Dadurch ist die Aufklarung einer
versehentlichen Kontamination méglich, was gerade im Hinblick auf den diagnostischen Einsatz
der PCRs hilfreich ist.

Es besteht eine Virusspezies- und Stamme-spezifische als auch Zelltyp-spezifische Korrelation
zwischen der in der RT-PCR quantifizierten RNA-Konzentration und den im Immunfocus-Assay
ermittelten infektiésen Einheiten. Es konnte auch gezeigt werden, dal3 post Infectionem im
zeitlichen Verlauf eine Tendenz zur RNA-Konzentrationszunahme pro infektioser Einheit
besteht. Eine mogliche Erklarung ware, dald in der stationdaren Phase der Infektion weniger
neue virale Partikel freigesetzt werden, gleichzeitig aber viele Partikel ihre Infektiositat verlieren.
Die RNA der nicht mehr infektiosen Viruspartikel wird vermutlich geschutzt in RNP-Partikeln
vorliegen und kann nachgewiesen werden, d.h. die Inaktivierung der RNA dauert langer als die
Abnahme der Infektiositat. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die Verhaltniséanderung
zwischen RNA-Konzentration und infektibsen Partikeln ware eine Erhéhung der Anzahl an
RNA-Genomen pro Partikel in der spaten Infektionsphase. Es konnte friher gezeigt werden,
daf3 pro Viruspartikel mehr als ein S-RNA-Genom vorliegt (MEYER et al., 2002). Mdglicherweise
ist die RNA-Synthese in der spéten Infektionsphase hoher als die Synthese viraler Proteine. Pro
Virion wirde so eine zunehmende Anzahl an RNA-Molekilen verpackt. Des Weiteren kdnnte
das Auftreten sogenannter defective interfering particles (DIP) das Verhéltnis aus RNA-
Molekilen pro infektioser Einheit verandern. DIPs haben einen Replikationsdefekt und
interferieren spezifisch mit der Replikation infektioser Viren. Sie kdnnen flr eine persistierende
Infektion, fur den zyklischen Titerverlauf einer Infektion oder fiir den Abbruch einer produktiven
Infektion verantwortlich sein. DIPs enstehen z.B. vermehrt wahrend der Virus-Passagierung bei
hoher MOI (BANGHAM und KIRKwWOOD, 1990; KIRKWOOD und BANGHAM, 1994). Die Morphologie

und Zusammensetzung der DIPs von Arenaviren ist weitestgehend unbekannt. Die RNA dieser
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nicht-infektiosen Partikel wiirde vermutlich ebenfalls in der RT-PCR quantifiziert und zu einem
hohen RNA-Titer, nicht aber zu einem hohen Infektionstiter fihren.

Ein unterschiedliches Replikationsverhalten der Virusstamme, wie bei der Primarisolation,
konnte auch bei den Untersuchungen zur Replikationskinetik beobachtet werden. Speziell der
Lassa-Virusstamm CSF replizierte auf verschiedenen Zelllinien im Vergleich zu den

Primarisolaten AV und NL langsamer.

Fir die produktive Lassa-Virusinfektion bedurfte es nur eines geringen Infektionstiters. Die
Infektion jeder 10.000sten Zelle (MOI 10™) war fiir eine produktive Infektion ausreichend.
Ubertragen auf das Virus-Wirt-Verhaltnis in der Natur wiirde dies bedeuten, daR bereits sehr
geringe Infektionsdosen zu einer erfolgreichen Infektion fuhren. Allerdings muf3 man davon
ausgehen, dal3 der tatsachliche infektiose Virustiter mindestens um den Faktor 10 hoher liegt
als der im Immunfocus-Assay quantifizierte Titer (PETERS et al., 1996). Dies kdnnte erklaren,

warum Arenaviren auch Uber Aerosole von infizierten Nagetieren Ubertragen werden kénnen.

Inaktivierungsstudien an Arenaviren

Die durchgefuhrten Inaktivierungsstudien verdeutlichten die grof3e Stabilitaét der Arenaviren.
Finfmal hintereinander durchgefuhrtes Einfrieren und Auftauen der virushaltigen
Zellkulturuberstande bewirkte keine Reduktion des infektiosen Virustiters. Auch die LCMV-CH
Stamme waren in den schlecht gelagerten Autopsiematerialien der Affen so stabil, dal3 eine
Isolierung noch maglich war. Wird das Virus durch den natirlichen Wirt in der Umwelt verbreitet,
so muld man davon ausgehen, dal3 es dort Uber einen langeren Zeitraum infektids bleibt.

In Aerosolen besitzt Lassa-Virusstamm Josiah bei 24 bis 32°C eine biologische Halbwertszeit
von rund 10 bis 55 min. (STEPHENSON et al., 1984). Diese Zeit ware fur eine AerosolUbertragung
des Virus Uber betréachtliche Distanzen ausreichend. Wiirde ein Virustiter von 10° PFU/m
ausgeschieden, wére der Titer nach 6 Stunden immer noch rund 1,5 x 10* PFU/ml. Weil die
mittlere Infektionsdosis ID50 von Lassa-Virusstamm Josiah auf Meerschweinchen bei rund 15
PFU liegt (STEPHENSON et al., 1984), konnte in Meerschweinchen bereits ein Volumen von 1 pl
(1,5 x 10* PFU/mI) eine Infektion verursachen. Beim Menschen wird die Infektionsdosis wohl
vergleichbar mit Affen sein, die durch inhalierte 465 PFU Lassa-Virus infiziert werden konnten
(STEPHENSON et al., 1984). Im Hinblick auf Nagetiere als Wirte der Arenaviren ist die Stabilitat in
der Umwelt fir den Menschen von Nachteil. Nagetiere und Menschen teilen sich zu
unterschiedlichen Zeiten den gleichen Lebensraum. Im Gegensatz zum Menschen sind
Nagetiere meistens nachts aktiv. Stabile Viruspartikel, die nachts ausgebracht werden, wéren

am nachsten Tag noch infektids, wenn der Mensch mit ihnen in Beriihrung kommt.
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Gegeniuber hohen Temperaturen ist das Lassa-Virus realtiv sensitiv. Bereits nach einer 20
mindtigen Inkubation bei 60°C waren keine infektiosen Partikel mehr nachzuweisen. Aus
diesem Grund werden 60°C tber 60 min. als sichere Lassa-Virus Inaktivierungsbedingungen
empfohlen. Gleiche Bedingungen wurden auch von MITCHELL und MCCORMICK (1984)
vorgeschlagen. Die thermische Inaktivierung stellt eine Alternative zur Inaktivierung durch
Gamma-Bestrahlung dar. Ein Nachteil der thermischen Behandlung ist jedoch die Verféalschung
wichtiger klinischer Parameter im Serum. Eine Untersuchung von Proben hinsichtlich der
enzymatischen Aktivitat von Proteinen im Serum (wie GOT oder GPT) bzw. Gerinnungsfaktoren
ware nicht mehr moglich (MITCHELL und MCCORMICK, 1984). Fur die im Rahmen dieser Arbeit
notwendigen Inaktivierungen stellt die thermische Behandlung die schnellste und am
einfachsten durchzufihrende Methode dar, ohne dall der RNA-Titer reduziert wird. Unter
einfachsten Labor- und Klinikbedingungen, z.B. in Lassa-Endemiegebieten, ist die thermische
Behandlung eine sichere Mdoglichkeit, infektibses Material und Instrumente oder infektiose

Seren fir serologische Untersuchungen zu inaktivieren.

6.2 EinflulR von Cytokinen

Ein antiviraler Einflu3 von Cytokinen konnte bei verschiedenen Viren gezeigt werden (ISAACS
und LINDENMANN, 1957; MESTAN et al., 1988; MOSKOPHIDIS et al., 1994; NAGANO und KOJIMA,
1958; NOVELLA et al., 1996). Allerdings gibt es hinsichtlich eines antiviralen Einflusses bisher
keine Daten zu Lassa-Viren. Demzufolge gibt es auch keinen Vergleich zwischen wenig
pathogenen LCMV-Stammen und hoch-pathogenen Lassa-Virusstammen. Im Rahmen der
Arbeit wurde daher an jeweils drei LCMV- und Lassa-Virusstammen die antivirale Aktivitat von
Cytokinen untersucht. Dabei standen zwei unterschiedliche Zelllinien zur Verfigung, die fur

beide Viren permissiv waren.

Zu Beginn wurde der antiproliferative EinfluR der Cytokine auf die verwendeten Zelllinien
untersucht. Auf HuH7-Zellen hatten die Cytokine keinen wachstumshemmenden Einflu3 und
einen geringen Effekt auf die schneller replizierenden Vero-Zellen. Ausschlief3lich die Zellzahl,
nicht aber die Zellmorphologie wurde durch die Cytokine beeinflu3t. Die Reduktion der Zellzahl
lag bei hochstens 50%, was geringer ist als der logio-Effekt auf die Virusreplikation durch die

Cytokine.
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Cytokininduzierter antiviraler Effekt auf VSV

Vor der Infektion mit LCMV- und Lassa-Virus wurde untersucht, ob die verwendeten Cytokine
generell antivirale Mechanismen in HuH7- und Vero-Zellen auslésen kénnen. Als Modellvirus
wurde das bekanntermalRen cytokin-suszeptible VSV eingesetzt (MESTAN et al., 1988; NOVELLA
et al., 1996).

In HUH7- und Vero-Zellen hemmen sowohl IFN-a als auch IFN-g die Produktion infektioser
VSV-Partikel, d.h. auf beiden Zelllinien konnte die antivirale Aktivitdt der Interferone
nachgewiesen werden. In HuH7- und in Vero-Zellen hatte IFN-a im Vergleich zu IFN-g einen
wesentlich groleren hemmenden EinfluB. TNF-a besall hingegen keine bzw. nur eine
unwesentliche antivirale Aktivitat, was auf die verwendeten Zellen zurlickgefuhrt werden kann.
In HEp-2-Zellen besald TNF-a dagegen eine antivirale Aktivitdt gegeniber VSV (MESTAN et al.,
1988).

Die antivirale Aktivitdt auf VSV von IFN-a ist in HuH7-Zellen groRer als in Vero-Zellen (rund
1,5 logo). Dafir ist die Wirkung von IFN-g auf beiden Zelllinien nahezu identisch. Ein méglicher
Grund fir eine geringere IFN-a Aktivitat in Vero-Zellen liegt vermutlich an dem humanen
Ursprung der Cytokine. Die Vero-Zelle ist eine Affenzelllinie, deren Interferon-Rezeptoren
vermutlich &hnlich, jedoch nicht identisch mit humanen Rezeptoren sind. In HuH7-Zellen, einer
humanen Zelllinie, werden die eingesetzten Interferone aufgrund des gleichen

Ursprungsorganismus eine maximale antivirale Reaktion bewirken kénnen.

Die charakteristische Eigenschaft von VSV einen CPE zu bilden, wurde mit einer
Interferonkonzentration von 1000 U/ ml vollig unterdriickt. Die beim Menschen sehr mild bzw.
apathogen verlaufende Infektion konnte mit der hohen Suszeptibilitét von VSV gegeniber
geringen Interferon-Konzentrationen zusammenhéngen. Auf KB-Zellen reichten Interferon-
Konzentrationen in normalem Humanserum (20 U/ ml) aus, um einen CPE zu verhindern
(GHYKA und SAvi, 1987).

Im Gegensatz zu den Interferonen wirkte TNF-a nicht antiviral. Die Funktionalitat der
Reaktionswege wurde deshalb mit Hilfe eines Uber TNF-a indirekt induzierbaren Plasmids
experimentell bestatigt. In HuH7-Zellen war eine deutliche Induktion des Pathways
nachweisbar, in Vero-Zellen dagegen zeigte das verwendete Plasmid einen sehr hohen
Luciferase-Expressionshintergrund. Eine deutliche Abgrenzung zwischen TNF-a induzierten
und nicht-induzierten Zellen war nur eingeschréankt moglich (Faktor ca. 1,5). Ein hoher
Expressionshintergrund der Luciferase war allerdings auch bei einem Kontrollvektor ohne NFkB
Promotor zu beobachten. Fir eindeutigere Ergebnisse bezlglich einer TNF-a Induktion, mif3te
ein experimentelles System mit einer geringeren Hintergrundexpression verwendet werden. Zur

Funktionalitatskontrolle der zellularen Reaktionswege ist das dargestellte System jedoch
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ausreichend. TNF-a ist wegen der nachweislich induzierbaren Reaktionswege in HuH7- und

Vero-Zellen eine fehlende antivirale Aktivitdt gegeniber VSV zuzuschreiben.

Einfluf von Cytokinen auf den Titer von Lassa- und LCM-Virusstammen

Weil die gro3ten antiviralen Effekte der Cytokine bei einer Konzentration von 1000 U/ ml
beobachtet werden konnten, wurde diese Konzentration flr Untersuchungen an Lassa-Virus
und LCMV eingesetzt. Zusatzlich wurde der Einflu3 der Cytokine in Kombination untersucht.
Wie bei VSV hatten Cytokine auch auf Lassa- und LCM-Virusstamme eine antivirale Wirkung.
Zwischen den drei Lassa-Virusstdmmen bestanden geringe Unterschiede in der Suszeptibiliat.
Das Liquorisolat CSF und der Stamm NL waren etwas weniger sensitiv als der Stamm AV. Im
Gegensatz dazu war das CSF-Isolat vollstandig aus dem Serum des Patienten eliminiert
worden und verursachte eine milde Symptomatik (GUNTHER et al., 2001), wahrend der
Interferon-suszeptible AV-Stamm massiv in der Patientin replizierte und tddliche
hamorrhagische Manifestationen verursachte. Das heif3t, innerhalb von Lassa-Virus scheint es
eher einen umgekehrten Zusammenhang zwischen der klinischen Manifestation und der
Interferon-Empfindlichkeit des Stammes zu geben (eine hohe Virulenz korreliert mit einer
geringer Zytokinresistenz).

Auch der LCMV-Stamm CH-5692, der bei den Callitrichiden eine letale Erkrankung ausloste
(ASPER et al., 2001), wird durch Cytokine scheinbar am starksten (relativ zu anderen LCMV-
Stammen) beeinflusst. Auffallend ist die aul3ergewohnlich starke Hemmung von LCMV WE
durch die Kombination von IFN-a und IFN-g. Meerschweinchen kénnen mit diesem Stamm
bereits in niedrigen Dosen tddlich infiziert werden (DJAVANI et al., 1998).

Allgemein konnten auf unseren Zelllinien bei gleicher Interferonkonzentration (1000 U/ ml)
vergleichbare, bereits beschriebene antivirale Effekte auf LCMV Armstrong und WE beobachtet
werden (MOSKOPHIDIS et al.,, 1994). Eine weitere Steigerung der Interferonkonzentration war
durch die cytopathogene Wirkung auf unseren Zelllinien nicht méglich. Ein eventuell starkerer
antiviraler Effekt aufgrund einer héheren Interferonkonzentration konnte somit nicht untersucht
werden. Im Gegensatz zu den verwendeten LCMV-Stammen hatten Interferone bei LCMV
Docile und Traub nur einen sehr geringen antiviralen Einflul3 (MOSKOPHIDIS et al., 1994).
Aufgrund fehlender Sequenzen war die Aufklarung dieser stammspezifischen Unterschiede
bisher nicht maglich.

Insgesamt waren in dieser Arbeit keine eindeutigen Unterschiede in der Interferon-
Empfindlichkeit zwischen den hoch-pathogenen Lassa- und den geringer pathogenen LCM-
Virusstammen zu erkennen. Die unterschiedliche Pathogenitat der beiden Viren kann
vermutlich nicht auf Unterschiede in der Suszeptibiliat gegenlber der cytokininduzierten Abwehr

einer Zelle zuruckgefuhrt werden.
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Die Interferon-Empfindlichkeit fallt im Vergleich zu VSV insbesondere bei IFN-a niedrig aus. Es
wéare deshalb z.B. eine Arenavirus-bedingte antagonisierende Wirkung gegeniiber Cytokinen
denkbar. Verschiedene RNA-Viren besitzen Interferon antagonistische Aktivitaten (BEATTIE et
al., 1995; GUNNERY et al., 1990; YOUNG et al., 2001). Es konnten verschiedene Mechanismen
gezeigt werden, wie Viren Cytokine antagonisieren: durch Hemmung der Interferonsynthese
(z.B. Influenza- und Masern-Virus), durch Hemmung der Interferon-Signalkaskade (z.B. Ebola-
und Influenza-Virus) oder durch Hemmung der Funktion Interferon-induzierter Proteine (z.B.
Polio- und Influenza-Virus) (SEN, 2001).

Mdglicherweise antagonisieren Arenaviren die Signalkaskade des Interferon-Pathways. Dies
wirde erklaren, warum bei beiden Lassa-Fieber Patienten AV und NL hohe Interferon-Titer
gefunden wurden, die aber offensichtlich zu keiner Reduktion des Virustiters fuhrten (SCHMITZ
et al., 2002). Allerdings erklart diese Hypothese nicht, warum LCMV, welches ebenfalls nur
gering sensitiv ist, beim Menschen nicht zu einer systemischen Erkrankung fuihrt. Moglichweise
ist die Situation beim Callitrichid-Affen oder im Meerschweinchen anders, wo bestimmte LCMV-
Stdmme eine systemische Infektion auslosen kénnen. Auf Mauszellen scheinen einige LCMV-
Stamme geringer auf Interferone anzusprechen und diese Eigenschaft korreliert mit der
Pathogenese in der Maus (MOSKOPHIDIS et al., 1994). Das heil3t, eventuell ist der genetische
Hintergrund der Wirtszelle von entscheidender Bedeutung fur die Interferon-Empfindlichkeit und
somit fur den Ausgang einer Infektion. In der Tat wurden bestimmte Spezies-spezifische

Interferon-Antagonisten gefunden (BAIGENT et al., 2002).

Der antivirale Einflu? der Cytokine wurde nicht nur anhand des Zellkulturiberstandes auf
Arenaviren, sondern auch intrazellular mit Hilfe des Western-Blots untersucht. Exemplarisch
wurde anhand der Lassa-Virus NP-Konzentration gezeigt, dal3 auch intrazellular ein negativer
Einflu3 auf die Virusreplikation besteht. Wie bereits mit der RT-PCR bzw. mit dem Immunfocus-
Assay gezeigt werden konnte, hat IFN-a im Vergleich zu IFN-g einen grof3eren antiviralen
Einflul3.

Eine cytokinvermittelte Hemmung der Virusreplikation ware auf RNA und / oder Proteinebene
denkbar. Bei VSV scheint die Proteinsynthese starker als die RNA-Synthese gehemmt zu sein
(BELKOWSKI UND SEN, 1987; KOMATSU et al., 1999). Inwieweit &hnliche Effekte bei Arenaviren
eine Rolle spielen, konnte nicht geklart werden. Zumindest konnte gezeigt werden, daf3 sich das
Verhaltnis aus RNA-Konzentration und infektiéser Einheit durch die Cytokinwirkung nicht
andert. Bei stark reduzierter Proteinsynthese ware vermutlich mit einer Zunahme der RNA-
Molekile pro Partikel zu rechnen. Andererseits zeigt dieses Ergebnis auch, daR Interferon nicht

zu einer Akkumulation defekter Partikel fihrt.
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Ob Cytokine in der friihen oder mehr in der spaten Phase der Virusreplikation wirken, sollte mit
Hilfe eines modifizierten Immunfocus-Assays untersucht werden. Zu infizierende Zellen im
Immunfocus-Assay wurden mit Cytokinen inkubiert, um einen antiviralen Status der Zelle zu
induzieren. Dann wurden die Zellen infiziert und die ungehinderte Diffusion freigesetzter
Virionen mit Hilfe eines Overlaymediums verhindert. Dadurch kdnnen ausschliel3lich neu
synthetisierte Viren zu einer Foci-VergroRerung fihren, nicht aber zu einer Zunahme der Zahl
von Foci. Offenbar besteht die hemmende Wirkung der Cytokine in der ersten Phase der
Infektion, also wahrend des Entry oder der frihen Replikation. In dem modifizierten
Immunfocus-Assay wirde die Foci Anzahl dann geringer ausfallen, weil eine geringere Anzahl
an Zellen initial infiziert wurde. In Zellen, die nicht vollig resistent waren, werden im weiteren
Verlauf des Experimentes Viren freigesetzt. Diese treffen nun auf benachbarte und suszeptible
Zellen, da keine Interferon-Induktion mehr stattfindet (die Interferoninduktion erfolgte
ausschlie3lich durch eine Vorinkubation). An diesen Stellen werden Foci im Immunfocus-Assay
nachweisbar.

Bei unseren Experimenten war die Zahl der Foci durch Interferon-Vorinkubation im
Immunfocus-Assay deutlich reduziert. Dies bedeutet, dal3 eine gro3e Zahl von Zellen

vollstandig vor einer Infektion geschutzt war.

6.3 Wirkung der Cytokin-induzierten Proteine PML und Spl100 auf
die Lassa-Virus und LCMV-Replikation

Die antivirale Aktivitat von Interferonen wird durch Interferon-induzierte Proteine vermittelt
(REGAD UND CHELBI-ALIX, 2001). Zu den Interferon-induzierten Proteinen zéhlen unter anderem
PML und Spl100. Eine Interaktion des Arenavirus Z-Proteins mit PML und eine dadurch
bedingte Relokalisation des PMLs in das Zytoplasma infizierter Zellen ist beschrieben (BORDEN
et al.,, 1998). Des weiteren wurde vermutet, daf} die Interaktion von PML- und Z-Protein
zusammen mit dem Translationsinitiationsfaktor elF4E (KENTSIS et al., 2001) die zellulare
Translation hemmt. Die Bedeutung dieser Interaktion fur die Virusreplikation sind nicht bekannt.
Mit Hilfe von HtTA-Zelllinien, die induziert PML- und Spl00-Protein Uberexpremieren
(STERNSDORF et al., 1995), konnte selektiv die antivirale Aktivitat dieser Proteine untersucht
werden. Diese Zelllinien unterscheiden sich von knock-out Zellen, die es fir PML gibt (BONILLA
et al., 2002), darin, dal3 das endogen expremierte zellulare PML- bzw. Sp100-Protein auch in
den nicht-induzierten Zellen vorhanden ist. Auch tberexpremieren die beiden Zelllinien nur eine
bestimmte Splice-Variante des jeweiligen Proteins [HtTA-PML™ -Zelllinie: Splicevariante PML-L
(DE THE et al., 1991); HtTA-Sp100™ -Zelllinie: Splicevariante SpAlt-C (STERNSDORF et al.,

1997b)]. In knock-out Zelllinien dagegen wird die Expression aller entsprechenden Proteine und
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Splice-Varianten komplett verhindert. Kontrollzellen expremieren das Protein in normaler,
endogener Konzentration (REGAD et al., 2001).

Eine mogliche antivirale Aktivitdat des PML-Proteins wurde zuerst mit VSV untersucht. Die
induzierte bzw. nicht-induzierte Uberexpression der transfizierten Zellen konnte vor und nach
jedem Experiment mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz gezeigt werden. Die
Proteinexpression hatte dabei keinen sichbaren Einflu3 auf die Zellproliferation. Die Infektion
der PML-uberexpremierenden HtTA-Zellen bewirkte allerdings keine Anderung des Virustiters
und die Zellen waren auch nicht vor dem cytopathischen Effekt von VSV geschiitzt.

Dieser Befund steht im Gegensatz zu friheren Berichten, wonach sowohl VSV als auch
Influenza-Virus durch die Uberexpression von PML gehemmt werden (CHELBI-ALIX et al., 1998).
Bei diesen Experimenten wurde sogar wie in unseren Zellen die gleiche PML-Splicevariante
(PML-L) Uberexpremiert. Allerdings war der zellulare Hintergrund anders (Osteosarkomzelle
versus HelLa-Zelle). Dies konnte ein Grund fur das unterschiedliche Ansprechen sein und wirde
auf eine Bedeutung zusatzlicher zellularer Faktoren bei der PML-Wirkung hinweisen.

Auch auf Lassa-Virus und LCMV hatte die PML-L Uberexpression keinen EinfluR. Dies
kontrastiert mit der erhdhten Replikation von LCMV auf PML knock-out Zellen und in PML
knock-out Mausen (BONILLA et al., 2002; DJAVANI et al., 2001). Allerdings war der Effekt
verglichen mit anderen antiviral wirkenden Proteinen wie Mx auf Influenza C-Virus sehr gering
(MARSCHALL et al., 2000).

Fiar die fehlende antivirale Aktivitat der eingesetzten Zelllinie gibt es zwei
Erklarungsmaoglichkeiten. Einerseits kdnnten andere Splice-Varianten aufler PML-L an der
Vermittlung antiviraler Effekte von PML beteiligt sein. So konnte bei dem ebenfalls cytokin-
induzierten MxA-Protein (HALLER und KocHs, 2002) gezeigt werden, da3 das Carboxy-
Terminale Ende, welches bei PML-Splicevarianten unterschiedlich ist, fir eine antivirale
Aktivitat notwendig ist (KOCHS et al., 2002). Andererseits ware es denkbar, dal3 die basale,
endogene Expression von PML in unseren Uberexpressionszellen bereits ausreichend ist, um

einen antiviralen Effekt auszuldsen. Eine weitere Expression ware folglich ohne Wirkung.

Als weiteres cytokininduziertes Protein wurde Sp100 untersucht. Wie auch auf den PML-Zellen,
konnte ein antiviraler Effekt des Sp100-Proteins weder auf VSV, noch auf Lassa-Virus sowie
LCMV beobachtet werden. Dies bestatigt Versuche, bei denen VSV, Influenza-A-Virus und
EMCYV durch Sp100 nicht gehemmt werden konnten (CHELBI-ALIX et al., 1998). Wie beim PML-
Protein treten bei Sp100 unterschiedliche Splice-Varianten auf (DEVOR, 2001), die eventuell

durch eine unterschiedliche antivirale Aktivitdt gekennzeichnet sind.
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6.4 Ausblick

Der Nachweis von LCMV-Erkrankungen bei Mensch und Tier (Callitrichid-Hepatitis) in
Deutschland unterstreicht, daf3 es sich bei LCMV um eine relevante Zoonose handelt, die
oftmals unterschétzt wird. Analysen der LCMV-Pravalenz in wildlebenden Nagetierpopulationen

konnten einen wichtigen Hinweis auf die Ubertragung von LCMV auf den Menschen liefern.

Der geringe antivirale Einflul3 der Interferone auf die Replikation von verschiedenen Lassa-Virus
und LCMV-Stammen weist auf eine mogliche Arenavirus-spezifische Wirkung gegen die
antivirale Aktivitat von Cytokinen hin. Dies sollte in Zukunft getestet werden. Als méglicherweise
daran beteiligtes Protein konnte das noch nicht vollstdndig in seiner Funktion aufgeklarte Z-
Protein untersucht werden. Auf3erdem konnten weiterfihrende Untersuchungen zeigen, ob sich
unterschiedliche Virusstamme oder Virusspezies in der Induktion von endogenen Cytokinen

unterscheiden.
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7. Zusammenfassung

Lassa-Virus und Lymphocytares Choriomeningitis Virus (LCMV) sind eng verwandte Alt-Welt-
Arenaviren, deren naturliche Wirte Nagetiere sind. Lassa-Viren sind in Westafrika endemisch
und verursachen beim Menschen ein hdmorrhagisches Fieber mit hoher Letalitat. Infektionen
mit LCMV verlaufen dagegen meist asymptomatisch. Die hohe Pathogenitat von Lassa-Viren
konnte auf eine Resistenz gegeniiber der Wirkung humaner Cytokine zurlickzufuihren sein. Um
diese Hypothese zu testen, sollten neue Virusstdmme aus erkrankten Patienten oder Tieren
isoliert werden und ihre Cytokinempfindlichkeit vergleichend in Zellkultur gemessen werden.

Ein neuer LCMV-Stamm (LCMV-CH) wurde aus Callitrichid-Affen isoliert. Die Affen starben im
Dortmunder Zoo an Callitrichid-Hepatitis, einer tber Mause Ubertragenen LCMV-Infektion. Drei
neue Lassa-Virusstamme wurden aus Patienten isoliert, die das Virus nach Europa
importierten. Zwei der Isolate stammen aus Serum (AV und NL) und eines aus Liquor (CSF).
Zur Quantifizierung infektioser Partikel und viraler RNA wurde eine real-time RT-PCR sowie ein
Immunfocus-Assay auf der Basis spezifischer Antikorper etabliert. Beide Methoden waren
weitgehend &quivalent, wobei sich wahrend der Replikation in Zellkultur eine Zunahme der
RNA-Menge pro infektidser Einheit zeigte.

Der antivirale Effekt von humanen Cytokinen (IFN-a, IFN-gund TNF-a) auf die Virusreplikation
wurde in einer humanen Zelllinie (HuH7) und einer Affenzelllinie (Vero) untersucht. Die
Funktionalitat des Testsystems wurde am Beispiel von VSV nachgewiesen, welches um bis zu
6 logio Stufen durch IFN-a gehemmt wurde. Sowohl Lassa-Virus als auch LCMV wurden im
1-2 log,o Bereich durch IFN-a und IFN-goder deren Kombination gehemmt; TNF-a zeigte keine
Wirkung. Es gab keine bemerkenswerten Unterschiede zwischen den getesteten Lassa-Virus-
(AV, NL und CSF) und LCMV- (CH, WE, Arm) Stammen. Das Verhdltnis von RNA-Menge zu
infektioser Einheit wurde nicht beeinflu3t. Die Reduktion der Virusfreisetzung korrelierte mit
einer intrazellularen Reduktion der Nukleoproteinmenge. Eine Interferon-Vorbehandlung fiihrte
ebenfalls zur Reduktion infizierter Foci im Immunfocus-Assay.

Mit HtTA-Zellinien, in denen spezifische Splicevarianten der Interferon-induzierten Proteine
PML und Spl00 reguliert Uberexprimiert werden konnen, wurde getestet, ob die
Interferonwirkung auf Expression dieser Proteine zuriickzufiihren ist. Die Uberexpression beider
Protein zeigte keinen Effekt auf die Lassa-Virus und LCMV-Replikation.

Zusammengefallt zeigen die Daten, dalR sowohl Lassa-Virus als auch LCMV empfindlich
gegenuber der intrazellularen Wirkung von Interferonen ist, allerdings deutlich geringer als VSV.
Die unterschiedliche Pathogenitat der Arenaviren korreliert nicht mit der Empfindlichkeit
gegenuber Zytokinen. Die getesteten Splicevarianten von PML und Sp100 scheinen keine Rolle

bei der IFN-induzierten Hemmung von Lassa-Virus und LCMV zu spielen.
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