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PHILIPP ALEXANDER LANG

Wie man virale Infektionen untersuchen kann

Zusammenfassung

Uber 500 Millionen Menschen leiden derzeit unter Infektionen mit dem Hepatitis-B-
Virus, dem Hepatitis-C-Virus sowie dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV). Diese
Virusinfektionen kénnen nicht immer vom koérpereigenen Immunsystem hinreichend
bekampft werden, sodass eine persistierende Infektion entstehen kann. Dabei konnen
mehrere Komponenten des Immunsystems versagen. Daher ist die Forschung an diesen
Viren und ihren Erkrankungen unabdingbar, um Mechanismen aufzudecken, die eine
persistierende Infektion begiinstigen. Die therapeutische Beeinflussung dieser Mecha-
nismen konnte zur Ausheilung von chronisch viralen Infektionen beitragen.

Virusinfektionen

Ein Virus ist ein kleines infektéses Partikel, das sich nur innerhalb lebender Zellen
vermehren kann. Viren kénnen alle lebenden Organismen infizieren: Bakterien, Ar-
chaeen, Pflanzen, Tiere und Menschen. 1898 entdeckte Martinus W. Beijerinck das con-
tagium vivum fluidum, welches die Tabakmosaikkrankheit hervorruft. Diese infektiose
Fliissigkeit konnte Filter durchdringen, die iiblicherweise Bakterien abfangen, und nur
auf lebenden Zellen vermehrt werden. Das contagium vivum fluidum wurde spéter als
Tabak-Mosaikvirus identifiziert. Seitdem wurde eine Vielzahl von Viren entdeckt, die
Krankheiten in ihren Wirten auslésen kénnen.

Ein komplettes Viruspartikel besteht aus der genetischen Information, die von einer
Hiille umgeben ist. Einige Viren haben eine weitere ,auf8ere Hiille“ aus Lipiden, die von
den Wirtszellen gebildet wird. Die innere Hiille besteht aus Proteinen, deren Informa-
tion in der viruseigenen genetischen Information kodiert ist. Viren machen sich den
Zellapparat der Wirtszelle zunutze, um sich zu vermehren. Die Gréfle der Viren kann
zwischen zehn und 350 Nanometern variieren.

Chronische Virusinfektionen

Chronische Virusinfektionen sind Infektionen mit Viren, die selbst nur leichten oder
gar keinen Schaden hervorrufen und deshalb nicht direkt bedrohlich fiir den Wirt wir-
ken. Allerdings persistieren die Viren in bestimmten Zellarten oder Organen des Orga-
nismus, womit tiber eine lange Zeitperiode andere Wirtsorganismen infiziert werden
konnen. Chronische Virusinfektionen kénnen in abgetrennten Bereichen des Korpers
vorkommen, wie beispielsweise Infektion mit dem Herpes-simplex-Virus oder dem Va-
rizella-Zoster-Virus. Andere Viren, wie das Hepatitis-B-Virus (HBV), das Hepatitis-C-Vi-
rus (HCV) und das Humane Immunodefizienzvirus (HIV) infizieren den gesamten Wirt
und werden deshalb als systemische Infektionen bezeichnet. Die Langzeiteffekte dieser
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Viren sind schwerwiegend und fithren oft zum Tod des Wirtes. Obwohl der Mechanis-
mus der Entstehung einer persistierenden Infektion nicht komplett verstanden wird,
gibt es Erkenntnisse tiber Faktoren, die zu der Entstehung einer chronischen Virusin-
fektion beitragen.

HIV

Es wird geschitzt, dass iiber 33 Millionen Menschen derzeit mit HIV infiziert sind,
obwohl Aufklarungsprogramme, Verhiitungsmethoden sowie antivirale Therapie die
Anzahl der Neuinfektionen erheblich reduziert haben. Seit der Entdeckung des HIV?
hat sich insbesondere die antivirale Therapie erheblich gebessert, bleibt aber dennoch
teuer und ist oft nicht zugédnglich fir die meisten Patienten. Eine Impfung, die eine
HIV-Infektion verhindern kann, wiirde die Epidemie kontrollieren kénnen.? Trotz der
Fortschritte bei der Entwicklung einer derartigen Impfung bleibt der Impfschutz un-
zureichend.® HIV ist ein Lentivirus und gehért zur Familie der Retroviren. HIV kann
mittels Blut, Samen, Vaginalfliissigkeit und Muttermilch iibertragen werden. Eine Lang-
zeitinfektion des HIV fiahrt zu dem aquired immunodeficiency syndrom (AIDS), eine
erworbene Immundefizienz. HIV wurde urspriinglich aus T-Zell-Kulturen eines AIDS-
Patienten isoliert. HIV kann dendritische Zellen, Makrophagen und CD4*-T-Zellen in-
fizieren. Die Abnahme der Anzahl von CD4*-T-Zellen durch die Infektion verursacht
AIDS.

Virale Hepatitis

Uber 500 Millionen Menschen leiden heutzutage an Infektionen mit HBV und HCV.®
Beide Viren konnen chronische Infektionen ausldsen, die zu Leberschaden, Leberzirrho-
se, Leberversagen und Entstehung eines Leberzellkarzinoms fithren kénnen.” Obwohl
HBV und HCV unterschiedliche Viren sind, zeigen sie eine dhnliche Krankheitsent-
stehung und verursachen eine dhnliche Immunantwort. HBV gehért zur Familie der
Hepadnaviridiae, ist ein DNA-Virus und kann Menschen und Schimpansen infizieren.®
HBV kann in Korperflussigkeiten wie Blut, Genitalflussigkeiten sowie Speichel entdeckt
werden. Ungefdhr 20 bis 30 Prozent aller unbehandelten Infektionen gehen in eine
chronische Infektion iiber.” Eine HBV-Infektion kann durch eine Impfung verhindert
werden. HCV gehort zur Familie der Flaviviridiae, ist ein einzelstrangiges RNA-Virus
und ist ebenfalls in der Lage, Menschen und Schimpansen zu infizierten.! Nachdem
die HCV-Gene 1989 entschliisselt wurden,!! konnte das Virus im Blut von Patienten
nachgewiesen werden. Das Virus wird hauptséchlich durch Bluttransfusionen iibertra-
gen.!? Ungefahr 60 bis 80 Prozent aller unbehandelten Infektionen gehen in eine chro-

Vgl. Barre-Sinoussi et al. (1983).

Vgl. Shedlock et al. (2009).

Vgl. Rerks-Ngarm et al. (2009).

Vgl. Barre-Sinoussi et al. (1983).

Vgl. Stevenson (2003).

Vgl. Bode et al. (2009) sowie Rehermann und Nascimbeni (2005).
Vgl. Chisari und Ferrari (1995) sowie Rehermann und Nascimbeni (2005).
Vgl. Chisari und Ferrari (1995).

Vgl. Kakimi et al. (2000).

10 vgl. Rehermann und Nascimbeni (2005).

' vgl. Choo et al. (1989).

12 vgl. Rehermann und Nascimbeni (2005).
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nische Infektion tiber. Bis heute gibt es keine schiitzende Impfung. Leberversagen auf
Grund einer HCV-Infektion ist die haufigste Ursache fiir eine Lebertransplantation.'®

HBV und HCV sind nicht zytopathische Viren, die ihre Zellen nach einem Infektions-
zyklus nicht zerstéren.!* Allerdings fithrt die folgende Immunantwort zur Leberentziin-
dung und zum Leberschaden.'® Killer-T-Zellen (CD8*-T-Zellen) kénnen infizierte Leber-
zellen erkennen und abtéten. Einerseits wird dadurch die Virusinfektion bekampft;'®
andererseits wird dadurch Lebergewebe zerstort.!”

Die meisten Patienten zeigen nur leichte Symptome nach einer Erstinfektion mit
HBV oder HCV. Daher war wenig dartiber bekannt, welche Faktoren zu einer chroni-
schen Infektion fithren. HBV verursacht einen leichten Leberschaden tiber vier bis acht
Wochen nach der Infektion. Die Kontrolle des Virus korreliert gut mit der Produktion
neutralisierender Antikérper im Blut.!® Zunichst glaubte man, dass neutralisierende
Antikorper nur eine untergeordnete Rolle wihrend einer HCV Infektion spielen. Al-
lerdings haben kiirzlich erschienene Berichte diese Vermutung relativiert, weil auch
bei einem Stamm des HCV gezeigt wurde, dass die Produktion von neutralisierenden
Antikorpern mit der Ausheilung korreliert.!?

HBV und HCV kénnen beide unter anderem durch eine Therapie mit Interferon al-
pha (IFNa) behandelt werden.?? Leider haben die Viren einen Weg gefunden, um zen-
trale Signalwege zu blockieren und damit der Therapie oder der korpereigenen Abwehr
zu entkommen. Beispielsweise kann das viruseigene Protein NS3-4a des HCV einen
zentralen Weg der Viruserkennung blockieren und somit die korpereigene antivirale
IFNo-Produktion verhindern.?! Um chronische virale Infektionen untersuchen zu kén-
nen, wurden verschiedenste Modelle entwickelt, die unterschiedliche Fragestellungen
beantworten sollen.

Methoden, virale Infektionen zu untersuchen

Virale Infektionen in Schimpansen

Da HBV und HCV in Schimpansen replizieren, kénnen diese Tiere experimentell mit
den Viren infiziert werden, um den Krankheitsverlauf zu studieren. Viele Krankheits-
eigenschaften zeigen in diesem Modell erhebliche Ahnlichkeiten zur humanen Erkran-
kung.?> Obwohl der klinische Verlauf milder ist, verursacht die Infektion eine Leber-
entziindung und Leberschaden.?® 60 Prozent der infizierten Schimpansen erleiden eine
chronische Infektion, die allerdings nicht mit Leberzirrhose einhergeht.24 Einige Studi-
en konnten den Hinweis liefern, dass das unspezifische Immunsystem eine zentrale

13 Vgl. Brown (2005).

14 Vgl. Chisari und Ferrari (1995) sowie Rehermann und Nascimbeni (2005).
15 Vgl. Chisari und Ferrari (1995).

16 vgl. Sobao et al.(2002).

17 vgl. Kurokohchi et al. (2003).

18 Vgl. Rehermann und Nascimben (2005).

19 vgl. Pestka et al. (2007).

20vgl. Bode et al. (2009) sowie Degertekin und Lok (2009).
21Vgl. Bode et al. (2008) sowie Meylan et al. (2005).

22Vgl. Major et al. (2004).

23 Vgl. Major et al. (2004).

24 Vgl. Major et al. (2004).
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Rolle wihrend der Infektion spielt.?> Auch die spezifische Immunantwort kann bei
Schimpansen untersucht werden. Ahnlich dem HCV, kénnen Schimpansen auch mit
HBV infiziert werden. Studien an Schimpansen haben erheblich zum Verstindnis der
Infektion und zur Entwicklung der schiitzenden Impfung beigetragen.?¢ Schimpansen
konnen auch mit HIV infiziert werden. Allerdings fithrt dies nicht zu hamatologischen
Veranderungen oder Krankheitsentwicklung (AIDS).?” Daher wird die Krankheitsent-
stehung des HIV mittels eines dhnlichen Virus, dem Simianen Immunodefizienzvirus,
untersucht.?8

Die Infektion von Schimpansen hat dazu beigetragen, chronisch virale Infektionen
zu verstehen und zu behandeln. Allerdings gibt es erhebliche ethische Bedenken gegen
das Einsetzen von Schimpansen als experimentelle Versuchstiere. Aufgrund dieser ethi-
schen Verantwortung haben Wissenschaftler andere Modelle entwickelt, um die virale
Infektion weiterhin studieren zu kénnen und neue Behandlungsmethoden zu entwi-
ckeln.

Zellkultur

Nachdem das HCV identifiziert wurde, war schnell bekannt, dass sich HCV nur in Leber-
zellen von Menschen und Schimpansen vermehrt und nur in diesen Zellen untersucht
werden kann. Nur ein Stamm des Virus (JEH-1) konnte hierfiir verwendet werden.?
Daher wurden einzelne Virusbestandteile in stabile Zelllinien eingebaut, um die Funk-
tion einzelner Virusbestandteile untersuchen zu kénnen.° Dadurch konnte ein Inhibi-
tor des viruseigenen Bestandteil NS3-4a entwickelt werden, der nun als Medikament
gegen Hepatitis C eingesetzt werden kann.?! Leberzellen konnen aufierdem mit dem
HBV infiziert werden.?? Auch fiir das HBV wurden stabile Zellinien entwickelt, um die
Eigenschaften verschiedener Virusproteine zu untersuchen.®* HIV repliziert in T-Zell-
Kulturen.>* Der antivirale Effekt verschiedener Substanzen kann in diesen Kulturen
getestet werden.*

Mausmodelle

Leider konnen in der Zellkultur die komplexen Abldufe einer viralen Infektion und die
Aktivierung des Immunsystems nicht untersucht werden. In Anbetracht der Zahl an
Menschen, die unter chronischen viralen Infektionen leiden und an den Folgen von
chronischen viralen Infektionen sterben, ist der experimentelle Tierversuch mit Mau-
sen ethisch vertretbar, obgleich auch hier wichtige ethische Restriktionen und Protokol-
le eingehalten werden miissen. Wissenschaftler haben einige Mausmodelle entwickelt,

25 Vgl. Bigger et al. (2004) sowie Thimmeet al. (2002).
26 Vgl. Guidotti et al. (1999), Iwarson et al. (1985) sowie Thimme et al. (2003).
27 Vgl. Shedlock et al. (2009).

28 Vgl. McMahon et al. (2009).

29 Vgl. Zhong et al. (2005).

30'Vgl. Boonstra et al. (2009).

31Vgl. Hezode et al. (2009).

32Vgl. Galle et al. (1994).

33 Vgl. Zoulim (2006).

3+ Vgl. Barre-Sinoussi et al. (1983).

35 Vgl. McMahon et al. (2009).
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um die Immunantwort der HBV und HCV Infektion zu verstehen. Beispielsweise tragt
eine genetisch veranderte Maus die HBV Bestandteile auf der Oberfldche von Leberzel-
len. Behandelt man nun diese Maus mit T-Zellen, die spezifisch fur die Virusbestand-
teile sind, kann untersucht werden, wie diese eine Virusreplikation verhindern. Hierbei
konnte die antivirale Wirkung des IFNy erkannt werden.>® Das Problem dieses Modells
ist, dass eine replizierende virale Infektion nicht untersucht werden kann und damit
Faktoren, die in diese Immunantwort eingreifen, nicht entdeckt werden kénnen.

Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV)

Das Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV) ist ein einzelstrangiges RNA-Virus
und gehort zu der Familie der Arenaviridiae. Der natiirliche Wirt ist die Maus. Wie
auch HBV, HCV und HIV ist LCMV nicht zytolytisch, totet also die Wirtszellen nicht ab.
Dadurch ist LCMV nicht akut gefdhrlich fir den Wirt. LCMV kann eine persistierende
Infektion in Mausen hervorrufen und gilt als einziges Mausmodell fiir chronische vi-
rale Infektionen. In Tieren, die persistierend infiziert sind, kann das Virus in Speichel,
Samenfliissigkeit, Urin und Fizies nachgewiesen werden.?’

Infektion von Mdusen mit niedrigen Dosen von LCMYV fiihrt tGblicherweise zu einer
starken T-Zell-Antwort, die in der Lage ist, das Virus zu eliminieren. Dies ist abhdngig
von T-Zell-spezifischen Substanzen, die einerseits antiviral (IFNy) wirken,*® anderer-
seits infizierte Zellen abtéten kénnen (Perforin).*® Bei Infektion von Mausen mit extrem
hohen Dosen LCMV kommt es zur Persistenz des Virus. Die T-Zellen sind nicht mehr
in der Lage, das Virus zu eleminieren und verlieren ihre Funktion. Man spricht hier
von T-Zell-Erschépfung oder T-Zell-Ermiidung.*® Da die T-Zellen funktionslos sind, und
das Virus selbst das Zielgewebe nicht zerstort, kann die Maus symptomlos iiberleben,
scheidet allerdings standig Viruspartikel aus. Sind Mause mit einer mittleren Dosis des
LCMYV infiziert, so kann sich das Virus in verschiedene Organe ausbreiten. Da die T-Zel-
len allerdings ihre Funktion behalten, schidigen sie das Zielgewebe, wie beispielsweise
die Leber (Abb. 1).*! Die Faktoren, die diese Leberentziindung beeinflussen, kénnen
mittels gentechnisch veranderter Mause analysiert werden.

Drei unterschiedliche Szenarien: Infektion mit niedrigen Dosen fithrt zu starker
T-Zellantwort und Viruselimination. Infektion mit extrem hohen Dosen fiithrt zu T-Zell-
Erschopfung und damit zum T-Zellversagen. Das Virus persistiert — Zielgewebe wird
nicht zerstort. Infektion mit mittleren Dosen fithrt zur Verbreitung des Virus und zu
erheblicher T-Zellantwort. Es kommt zur Leberschadigung.

Einige vielversprechende Faktoren, die zur Behandlung chronisch viraler Infektio-
nen benutzt werden koénnten, wurden bereits mit Hilfe des LCMV-Systems entdeckt.
Dazu zdhlt der Botenstoff Interleukin 10 (IL-10), der erheblich die T-Zell-Erschopfung
verursacht.*? Zudem wurde der Oberflichenrezeptor auf T-Zellen ,PD-1* entdeckt, der

36 vgl. Chisari et al. (1985) sowie Moriyama et al. (1990).
37Vgl. Bonthius und Perlman (2007).

38 vgl. Muller et al. (1994).

39Vgl. Kagi et al. (1994).

*0vgl. Moskophidis et al. (1993).

*1'Vgl. Zinkernagel et al. (1986).

*2Vgl. Brooks et al. (2006).
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T-Zellantwort in der Leber

Viruspersistenz Leberentziindung Viruselimination
T-Zell-Erschopfung

Abb. 1: Gleichgewicht zwischen Viruslast und T-Zellen.

ebenfalls die T-Zell-Erschépfung begiinstigt.** Antikérper gegen diese Molekiile sollen
eingesetzt werden, um chronisch virale Infektionen zu behandeln.** Neuere Befunde
zeigen, dass Blutplédttchen Serotonin sezernieren und damit den Blutfluss in der Leber
reduzieren. Dadurch wird die T-Zellantwort gehemmt und eine persistierende Infekti-
on begiinstigt.*> Zudem konnte entdeckt werden, dass die unspezifische Immunantwort
erheblichen Einfluss auf die Virusbekampfung hat.*

Abschlieflende Fragestellung

Obwohl bereits einige Faktoren bekannt sind, die eine chronische virale Infektion be-
giinstigen, wird das komplexe System einer chronisch viralen Infektion nur zum Teil
verstanden. Langst sind noch nicht alle Faktoren bekannt, die zu einer Persistenz des
Virus beitragen. Die Kenntnis der Mechanismen ermoglicht neue therapeutische Strate-
gien bei der Kontrolle von chronisch viralen Infektionen unter Mithilfe des korperei-
genen Immunsystems. Die Erforschung dieser Faktoren und der zugrunde liegenden
Mechanismen er6ffnet daher neue Méglichkeiten fiir die Behandlung von Patienten,
denen derzeit noch nicht effizient geholfen werden kann.
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